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Préambule 

 
Les activités industrielles dans les pays développés ont entraîné une augmentation de 

la contamination des écosystèmes et des organismes par des polluants environnementaux. Ces 

pollutions croissantes sont à l’origine de nombreuses maladies comme le cancer et l’asthme 

ce qui pose un problème majeur de santé publique. De plus, des études épidémiologiques ont 

montré un lien entre les neuropathies (maladie de Parkinson, syndrome cholinergique...) et 

une exposition à certains polluants (pesticides ...). Parmi les polluants incriminés, une 

intoxication aiguë au paraquat, herbicide utilisé par les agriculteurs, entraîne, notamment, la 

mort des neurones dopaminergiques de la substance noire, conduisant à la maladie de 

Parkinson. D’autres pesticides et polluants favorisent l’augmentation de l’incidence de la 

maladie de Parkinson dont la roténone et les organochlorés. De plus, les organophosphorés 

(insecticides), ciblant l’acétylcholine estérase (AChE), provoquent l’apparition d’un 

syndrome cholinergique (se caractérisant successivement par des maux de tête, des 

vomissements, une confusion, une ataxie, un coma et un blocage de la respiration) lors d’une 

intoxication aiguë. Enfin, une exposition prénatale ou néonatale (et donc chronique à basse 

dose) à un organophosphoré encore utilisé (le chlorpyrifos) conduit à une altération des 

performances locomotrices (hyperactivité) et cognitives (mémoire, apprentissage) chez les 

jeunes enfants.  

De nombreux polluants incriminés dans ces troubles neurotoxiques sont caractérisés 

par leur grande stabilité dans l’environnement et sont appelés POPs (polluants organiques 

persistants). Au cours de l’évolution, des systèmes de défense se sont mis en place pour 

reconnaître et éliminer ces substances toxiques de nos organismes. La première ligne de 

défense est la détection de ces molécules par l’intermédiaire de récepteurs intracellulaires 

dont le Aryl hydrocarbon Receptor (ou AhR). 
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Introduction 
!

I. Le AhR 

A. Historique : 

 
Au cours de leur vie, les organismes vivants sont exposés quotidiennement à de 

multiples composés chimiques toxiques contenus dans l’air, l’eau ou bien la nourriture. Face à 

cette menace, les êtres vivants ont développé des systèmes de détection, de biotransformation 

et d’élimination des composés toxiques. Les enzymes qui participent à ces réactions sont bien 

caractérisées et incluent, par exemple, les monooxygénases et les transporteurs de la famille 

ABC (« ATP Binding Cassette »). Ces enzymes sont sous le contrôle de récepteurs solubles 

appelés « récepteurs des xénobiotiques » dont font partie le PXR (« Pregnane X Receptor »), 

le CAR (« Constitutive Androstane Receptor ») et le AhR (« Aryl hydrocarbon Receptor ») 

(Figure 1).  

Le AhR a été découvert en 1976 par l’équipe du Dr D.W. Nebert qui évoque dans un 

article, l’existence d’un ensemble de gènes contrôlant l’induction d’enzymes à activité « aryl-

hydroxylase » (Poland et al., 1976). Ce récepteur est un facteur de transcription appartenant à 

la famille des protéines bHLH/PAS (« basic-Helix-Loop-Helix/PER-ARNT-SIM »). Les 

acteurs de cette famille interviennent dans de nombreuses voies de signalisation comme par 

exemple la réponse aux polluants environnementaux (AhR), à l’hypoxie (HIF pour « Hypoxia 

Inducible Factor »), dans le rythme circadien (Per pour Period) et le développement neuronal 

(SIM pour « Single-Minded »). Plus précisément, le AhR appartient à la classe 1 de la famille 

bHLH/PAS. Cette classe inclut des facteurs qui ne peuvent ni s’hétérodimériser, ni 

s’homodimériser entre eux. Ainsi, ces protéines se complexent à des facteurs bHLH/PAS de 

classe 2 comme l’ARNT (« Aryl hydrocarbon receptor Nuclear Translocator ») (Kim et al., 

2004). Les acteurs de la voie de signalisation du AhR furent identifiés dans les années 90 avec 

le clonage du récepteur et de son partenaire (ARNT) (Burbach et al., 1992, Hoffman et al., 

1991). Traditionnellement, la principale fonction du AhR décrite dans la littérature est la 

régulation de l’expression des enzymes du métabolisme des xénobiotiques (EMX) (Figure 1). 
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Figure 1: Schéma simplifié du métabolisme des xénobiotiques. 

AhR : « Aryl hydrocarbon Receptor », PXR : « Pregnane X Receptor », CAR : « Constitutive 

Androstane Receptor » 

Les xénobiotiques traversent facilement la membrane cellulaire du fait de leur caractère 

lipophile. Dans le cytoplasme, ils se lient et activent des récepteurs tels que le AhR, PXR et 

CAR qui migrent dans le noyau et activent la transcription des enzymes du métabolisme des 

xénobiotiques. Ces enzymes permettent, dans la plupart des cas, l’élimination du 

xénobiotique.  

 

Les xénobiotiques sont des petites molécules étrangères à l’organisme. Du fait de leur 

caractère lipophile, ils diffusent librement à travers la membrane plasmique des cellules. Ils 

sont alors détectés par des récepteurs (comme le AhR) qui agissent comme des facteurs de 

transcription et augmentent l’expression d’enzymes et de transporteurs du métabolisme des 

xénobiotiques catalysant une suite de réactions dépendantes les unes des autres, conduisant à 

l’élimination de ces xénobiotiques : ceux-ci sont tout d’abord activés (la plupart du temps, 

hydroxylés) par les enzymes de phase I comme par exemple les cytochromes P450 (CYP). Ils 

sont ensuite conjugués par les enzymes de phase II (ex : « glutathion S transferase » ou GST) 

qui ajoutent généralement un groupement hydrophile (ex : glutathion) sur la fonction activée. 

Cette fonctionnalisation augmente la solubilité du xénobiotique dans les fluides biologiques 

(urines, selles, sueurs) favorisant ensuite son élimination. Enfin, ces composés sont expulsés 
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hors de la cellule par des transporteurs actifs (consommant de l’ATP) de phase III (dont le 

MDR « multiple drug resistance ») et éliminés dans les urines.  

Le AhR est communément appelé récepteur aux « dioxines », mais plus généralement 

de nombreux polluants persistants sont ligands de celui-ci, dont les PolyChloroDibenzo-p-

Dioxines (PCDD), les PolyChloroDibenzo-p-Furanes (PCDF) et les PolyChloroBiphenyles 

(PCB). Le ligand exogène le plus affin pour le AhR est la 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-

dioxine (TCDD, appelée également dioxine de Seveso), polluant environnemental libéré lors 

de combustions incomplètes, naturelles ou industrielles. Ce polluant est considéré comme un 

POP : en raison de son hydrophobicité et de sa résistance vis-à-vis du métabolisme des 

xénobiotiques, il s’accumule au niveau du tissu adipeux et du foie (Kim et al., 2011). Les POP 

sont également détectés dans le cerveau humain (analyses post-mortem) (Dandekar et al., 

2004, Hurley et al., 2004). Chez l’Homme, une exposition à de fortes doses de TCDD peut 

provoquer de nombreux effets toxiques à court terme : 

• Des lésions dermatologiques comme la chloracné (Cohen et al., 2004) 

apparaissent. L’éruption, caractéristique d’une intoxication à des agents 

chlorés, est la conséquence d’une dégénération des processus de différenciation 

des kératinocytes et des cellules des glandes sébacées. 

• Un syndrome de cachexie caractérisé par un fort amaigrissement et une grande 

fatigue. 

• Une altération des fonctions hépatiques due à une accumulation de lipides, une 

inflammation et une nécrose des hépatocytes. 

A long terme, des études épidémiologiques ont associé une exposition aux dioxines à 

l’apparition de cancers, d’un diabète de type 2 et de pathologies cardiovasculaires 

(Marinkovic et al., 2010). D’après les études publiées jusqu’à présent, les effets toxiques de la 

dioxine passent essentiellement par l’activation du AhR.  

Les fonctions du AhR ont été tout d’abord étudiées chez les vertébrés et plus 

particulièrement chez les mammifères. Par la suite, des études phylogénétiques ont montré 

que ce récepteur est également présent chez les invertébrés chez lesquels il joue un rôle 

physiologique complètement différent de celui initialement décrit chez les mammifères.
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B. Le AhR chez les vertébrés 

1. Structure 

 

La protéine du AhR murin est constituée de 805 acides aminés et son poids 

moléculaire est de 90 kDa chez la souris C57BL/6. Elle est constituée de trois principaux 

domaines : le domaine bHLH, le domaine PAS et le domaine de transactivation.  

 

 

 

Figure 2: Représentation schématique des différents domaines du récepteur AhR murin 
(C57BL/6) et de leurs fonctions respectives. 

En rouge, le domaine bHLH (basic Helix-Loop-Helix) 

En vert, le domaine PAS (Per ARNT Sim) composé de deux sous-domaines (A et B) et du 

domaine PAC 

En jaune, le domaine de transactivation C-terminal constitué de 3 sous-domaines : le 

domaine acide, le domaine riche en glutamine (Q rich) et le domaine riche en P/S/T 

Proline/Sérine/Thréonine. 
 

a) Le domaine bHLH (basic Helix Loop Helix) 

 

Le domaine bHLH du AhR est commun à d’autres facteurs de transcription comme 

Myc/Max et MyoD/E2A. Il est localisé dans la partie N-terminale de la protéine. Le domaine 

« basique » du motif intervient dans la liaison à l’ADN (du fait de la présence de résidus 

basiques chargés positivement et favorisant l’interaction avec l’ADN chargé négativement) 

tandis que le domaine HLH permet en partie l’hétérodimérisation avec ARNT, le co-
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partenaire nucléaire du AhR, ainsi que la liaison avec une protéine chaperonne, Hsp90 (« Heat 

shock protein 90»).  

Le domaine bHLH contient également une séquence de localisation nucléaire (NLS 

pour « Nuclear Localization Signal ») qui permet la translocation nucléaire du AhR après 

activation par un ligand. Le NLS est sous la forme de deux segments constitués d’acides 

aminés basiques (AA 13-16 : RKRR et AA 37-39 : KRH).  

Le domaine bHLH possède aussi une séquence d’exportation nucléaire (NES pour 

« Nuclear Export Signal ») qui permet le passage du AhR dans le cytoplasme après la 

séquence des événements nucléaires. 

b) Le domaine PAS 

 

Le domaine PAS est un motif protéique très conservé au cours de l’évolution. Il est 

commun à de nombreuses protéines intervenant dans la détection et l’adaptation aux 

changements environnementaux. L’acronyme PAS provient de la première lettre de chacun 

des 3 membres fondateurs de la famille : PER, ARNT et SIM. Ce domaine a été ainsi, 

originellement défini sur la base de 275 acides aminés communs entre les protéines Period 

(Per), impliquée dans le rythme circadien, ARNT, acteur de la voie de signalisation du AhR 

et Single-minded (Sim), régulateur du développement neurologique chez la drosophile 

(Forster et al., 2004, Hoffman et al., 1991, Shi et al., 2010). Cette famille est maintenant 

constituée de plus de 34 membres chez les mammifères, dont le AhR et les facteurs de la voie 

de signalisation de l’hypoxie. Avec l’émergence de ces nouveaux membres, le domaine PAS 

se définit par 2 séquences proches d’environ 70 acides aminés imparfaitement répétées, 

appelées PAS-A et PAS-B  (Figures 2 et 3). 

 

 

Figure 3: Structure des membres fondateurs de la famille PAS : Per, ARNT et Sim. 

Les différentes domaines des protéines sont représentées : le domaine basique (b), le domaine 

hélice-boucle-hélice (HLH), le domaine PAS et le domaine variable à l’extrémité C-

terminale. Le pourcentage d’homologies de SIM et PER par rapport à ARNT est indiqué (Gu 

et al., 2000). 
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Le domaine PAS-A du AhR, tout comme le domaine HLH, est impliqué dans la 

dimérisation avec ARNT.  

Quand au domaine PAS-B, il intervient en partie dans la liaison avec une protéine 

chaperonne Hsp90 (Fukunaga et al., 1995, Yan et al., 2011) et surtout dans la liaison aux 

ligands. Le domaine PAS-B contient également une séquence d’exportation nucléaire (NES) 

(Traber et al., 2012) qui régule l’exportation du AhR du noyau vers le cytoplasme (Figure 2).  

Le motif PAC (« PAS Associated C-terminal domain »), récemment décrit, contribue 

au maintien d’une conformation correcte du domaine PAS adjacent (Hefti et al., 2004). Ce 

motif, constitué de 40-45 acides aminés, est localisé du coté C-terminal du domaine PAS. Il 

est présent chez certaines protéines de la famille PAS, dont les protéines impliquées dans le 

cycle circadien (Ponting & Aravind, 1997). 

 

c) Le domaine de transactivation 

 

Le domaine de transactivation (TAD pour « TransActivation Domain ») peut être 

divisé en 3 parties chez la souris : une première partie (515-583) riche en résidus acides 

(glutamate, E et aspartate, D), une deuxième partie riche en glutamine (Q) (643-740) 

nécessaire à la liaison des cofacteurs (qui contribueront à la mise en place du complexe 

transcriptionnel de l’ARN polymerase II), et une dernière partie riche en 

proline/sérine/thréonine ou P/S/T (726-805) (Ko et al., 1997). La séquence du TAD du AhR 

est très différente entre la souris et l’Homme avec seulement 58% d’homologie de séquence. 

Cette différence entre l’Homme et la souris soulève diverses hypothèses comme la divergence 

de recrutement des coactivateurs ou bien des niveaux d’induction des gènes différents.  

Le domaine de transactivation est impliqué dans le recrutement de coactivateurs 

permettant la régulation de la transcription des gènes cibles. Les études portant sur l’identité 

de ces coactivateurs se sont surtout focalisées sur leur rôle dans la régulation du gène du 

Cyp1a1 de souris dans un modèle d’hépatocyte Hepa-1 traités par la TCDD. Des expériences 

d’immunoprécipitation et de précipitation de la chromatine (ChIP) ont permis de mettre en 

évidence les coactivateurs interagissant avec les séquences génomiques liant le complexe 

AhR/ARNT. On observe, ainsi, le recrutement de coactivateurs possédant une activité histone 

acétyltransférase dont SRC-1 (« steroid receptor coactivator 1 »), SRC-2 1  ou p/CIP 

(« p300/CBP cointegrator protein, SRC-3 »). Ces trois protéines interagissent directement 

avec le AhR alors qu’ARNT ne peut lier que SRC-1 et SRC-2. De plus, les auteurs ont 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
1 Remarque : les protéines SRC appartiennent à la famille PAS 
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également montré l’implication de BRG-1 (« Brahma/SWI2-Related Gene 1 protein »), 

coactivateur utilisant l’ATP capable de dissocier mécaniquement les nucléosomes et de 

décompacter la chromatine au niveau des promoteurs de gènes cibles. Enfin, le AhR interagit 

également avec des sous-unités du complexe TRAP/DRIP/ARC/Mediator (autre co-activateur 

interagissant avec l’ARN polymérase II) comme Med130 et Med 220 (Hankinson, 2005).  

Le AhR peut également recruter des corépresseurs tels que SMRT (« Silencing 

Mediator of Retinoic acid and Thyroid hormone receptors ») (Rushing & Denison, 2002). Ce 

corépresseur est connu pour réprimer l’activité transcriptionnelle de récepteurs nucléaires liés 

à l’ADN sans ligand comme par exemple le récepteur aux glucocorticoïdes. Bien que 

l’interaction directe entre AhR/ARNT et SMRT ait été montrée par plusieurs équipes 

(Nguyen et al., 1999, Rushing & Denison, 2002), la répression transcriptionnelle du AhR 

(activé par la TCDD) par SMRT est controversée.  

La variation tissulaire du niveau d’expression de l’ensemble de ces corégulateurs peut 

constituer un facteur important permettant d’expliquer des différences de sensibilité et de 

réponses transcriptionnelles vis-à-vis de ligands du AhR. De plus les variations intrinsèques 

de la séquence du récepteur Ah peuvent également expliquer les différences de sensibilité.   

 

2. Polymorphismes du AhR murin 

 

Des polymorphismes du AhR ont ainsi été identifiés chez la souris, et induisent des 

différences de sensibilité face à la toxicité des polluants environnementaux (Schmidt et al., 

1993). Par exemple, la souche consanguine DBA, possède un récepteur, appelé AhRd avec 

une affinité 10 à 100 fois plus basse (Kd = 1,66nM) pour les ligands agonistes comme la 

TCDD que le récepteur présent chez la souche C57, appelé AhRb-1 (Kd=0,27nM). Ces 2 

allèles codent respectivement des protéines de 104 kDa (soit 848 acides aminés) et 95 kDa 

(soit 805 acides aminés). Il existe deux autres polymorphismes retrouvés chez les souches 

BALB/c et Mus spretus appelés respectivement AhRb-2 et AhRb-3. Ceux-ci ont la même 

affinité que celui correspondant à l’allèle AhRb-1 mais les protéines ont une masse moléculaire 

de 104 kDa pour l’allèle AhRb-2 et 105 kDa pour l’allèle AhRb-3 (Ema et al., 1994). La 

comparaison entre les allèles AhRd et AhRb-1 a permis de mettre en évidence une modification 

de séquence d’un nucléotide (SNP, « Single nucleotide polymorphism ») (Figure 4). La 

mutation du codon stop (présent dans AhRb-1) en arginine (R, présente dans AhRd) provoque 

une élongation de 43 acides aminés du récepteur (ce qui explique la différence de taille de 9 

kDa entre les 2 protéines) (Chang et al., 1993, Harper et al., 2002). La différence d’affinité 
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des 2 allèles n’est toutefois pas due à cette extension mais à la présence d’un deuxième 

polymorphisme associé (SNP) dans le domaine PAS et plus précisément dans le domaine de 

liaison aux ligands : l’allèle AhRb-1 possède une alanine (A) en position 375 alors que l’allèle 

AhRd possède une valine (V) (Ema et al., 1994).  

 

 

Figure 4 : Représentation schématique du AhR murin et de ses polymorphismes. 

Les différents polymorphismes identifiés dans la séquence des récepteurs de haute (souris 

C57BL/6) et de basse (souris DBA) affinité sont représentés. Seules les mutations de l’alanine 

375 (A375V) et du codon stop (Stop805R) ont des conséquences sur la fonction du AhR 

(Mimura & Fujii-Kuriyama, 2003). 
 

3. Phylogénie 

 

Le AhR est très conservé entre les espèces. Il est exprimé chez les premiers vertébrés 

comme les Agnathes, les poissons cartilagineux et les poissons osseux, qui sont les plus 

anciens chordés connus (Hahn et al., 1997). Chez les poissons, différentes isoformes du AhR 

sont retrouvées ; ainsi, il existe fréquemment au moins un deuxième gène codant le AhR qui 

résulte d’une duplication génique.  



!"$!

 

Figure 5: Arbre phylogénétique du récepteur AhR. 

Identification des homologues du AhR dans le règne animal (Hahn, 2002). Le AhR est 

retrouvé dans la classe des chordés (dont dérivent les mammifères), la classe des arthropodes 

(dont font partie les drosophiles), la classe des nématodes (C. elegans) ainsi que dans la 

classe des mollusques.  
 

Chez le poisson zèbre (Danio renio) qui est un modèle classique d’étude en 

écotoxicologie, trois protéines AhR ont été mises en évidence : AhR1a, AhR1b et AhR2 

(Karchner et al., 2005). AhR1a, dont le gène est localisé au niveau du chromosome 16, est 

principalement exprimé dans le foie et le rein et ne lie pas les ligands exogènes comme la 

dioxine ou la ß-naphtoflavone (Andreasen et al., 2002). Sa fonction n’a pas encore été 

élucidée. Contrairement à AhR1a, les protéines AhR1b et AhR2 (dont les gènes sont 

adjacents sur le chromosome 22) ont la capacité de lier les ligands classiquement décrits chez 

les mammifères. AhR1b est exprimé très tôt durant le développement embryonnaire dans le 

cerveau, le cœur et les gonades contrairement à AhR2 dont l’expression est ubiquitaire. Le 

AhR2 est impliqué dans la réponse aux xénobiotiques alors que AhR1b possède une fonction 

plus physiologique, mais qui reste encore à caractériser (Karchner et al., 2005).  

Des homologues du AhR ont également été identifiés chez les oiseaux, les reptiles et 

certains amphibiens comme la grenouille (Hahn, 2002).  

Chez les mammifères, une unique isoforme du AhR, AhR1, a été identifiée (Hahn et 

al., 2006). 
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4. Expression et régulation de l’expression du AhR 

 

Le AhR murin est codé par un gène localisé au niveau du chromosome 12, alors que le 

AhR humain est situé dans le chromosome 7. Le promoteur du gène (murin et humain) ne 

contient ni boîte « TATA » ni boîte « CCAAT », ce qui caractérise généralement les gènes de 

ménage (Garrison & Denison, 2000, Schmidt et al., 1993). Néanmoins, des éléments de 

réponse pour les facteurs de transcription AP1 (« activating protein 1 ») et Sp1 (« Stimulating 

protein 1 ») ont été identifiés dans le promoteur (Abel & Haarmann-Stemmann, 2010).  

In vitro, le traitement de cellules humaines de cancer mammaire (MCF7) par un agent 

(12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate ou TPA) stimulant le facteur de transcription AP-1 

augmente l’expression du AhR (Spink et al., 1998). Le AhR est également régulé par des 

mécanismes épigénétiques. Le traitement de cellules hépatiques murines Hepa-1 par des 

inhibiteurs d’histones désacétylases provoque une augmentation de l’activité basale du 

promoteur du AhR (Garrison et al., 2000).  

In vivo, de nombreuses études ont montré que le AhR était exprimé de façon 

ubiquitaire avec, cependant, des variations du niveau d’expression selon les tissus. Chez 

l’Homme, les plus hauts niveaux d’expression sont retrouvés chez l’adulte dans le placenta, le 

poumon et le foie (Dolwick et al., 1993). Le AhR semble exprimé très tôt durant le 

développement embryonnaire. L’équipe du Pr. Abbott a étudié l’expression du AhR dans des 

embryons de souris C57BL/6N par des expériences d’hybridation in situ et 

d’immunohistochimie. Le AhR semble exprimé au stade précoce de l’organogenèse (du jour 9 

jusqu’au jour 13 de gestation) dans le neuroépithélium et le cœur ; son expression décroit 

ensuite dans ces tissus (Abbott et al., 1995). Par opposition, son expression augmente 

graduellement dans le foie (début d’expression à E12). Le AhR est ensuite exprimé dans les 

autres tissus dont les reins, les poumons, les muscles et l’épiderme. Durant le développement 

des yeux, le AhR est exprimé au niveau de la couche interne de la rétine (Jain et al., 1998).  

Le partenaire du AhR, ARNT, est généralement exprimé avec celui-ci mais il existe 

aussi des différences d’expression dans certains tissus ; ceci peut être mis en relation avec les 

multiples fonctions d’ARNT qui lie d’autres partenaires protéiques (Schmidt & Bradfield, 

1996).  
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5. Voie de signalisation du AhR 

a) Le complexe cytoplasmique du AhR 

 

Le AhR est généralement représenté comme faisant partie intégrante d’un complexe 

cytoplasmique constitué d’un dimère de protéines chaperonnes ou « Heat shock proteines » 

90 (Hsp90), d’une protéine XAP2/Ara9/AIP et d’une protéine co-chaperonne p23.  

 

Figure 6 : Représentation schématique du complexe cytoplasmique du AhR. 

Les 2 protéines chaperonnes Hsp90 interagissent, au niveau de leur domaine central, avec les 

domaines HLH et PAS-B du AhR alors que la protéine co-chaperonne p23 interagit avec 

Hsp90 au niveau de son domaine N-terminal. La protéine XAP2 se lie au AhR au niveau de sa 

partie centrale et aux Hsp90 au niveau de leur partie C-terminale (d’après (Petrulis & 

Perdew, 2002). 

 

Les protéines Hsp90 sont composées de trois domaines : la partie N-terminale (acides 

aminés (AA) 9-236), une partie centrale (AA 272-617) et la partie C-terminale (AA 629-732). 

Le AhR, comme les récepteurs aux œstrogènes, interagit avec la région centrale des protéines 

Hsp90 tandis que XAP-2 (« X-Associated Protein 2 ») se lie à leur domaine C-terminal (Bell 

& Poland, 2000, Ma & Whitlock, 1997, Meyer & Perdew, 1999). 

Les protéines chaperonnes Hsp90 se lient au niveau du domaine bHLH et du domaine 

PAS-B masquant ainsi les séquences de localisation nucléaire et empêchant ainsi la 

translocation du AhR (Ikuta et al., 1998, Lees & Whitelaw, 1999). Les Hsp90 sont également 

impliquées dans la stabilité du AhR ; ainsi, la demi-vie du AhR au sein du complexe 

cytoplasmique est beaucoup plus élevée que celle du AhR libre. Les Hsp90 contribuent à 

protéger le AhR de l’action du système « ubiquitine-protéasome ». De plus, elles 
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maintiennent le récepteur dans une conformation favorisant la liaison d’un ligand. Cette 

propriété est critique puisque la dissociation in vitro des Hsp90 rend la protéine AhR 

incapable de lier son principal ligand exogène, la TCDD, ce qui soulève la question des 

propriétés du AhR nucléaire décrites plus haut dans l’étude d’Ikuta (Petrulis & Perdew, 

2002). Il est ainsi possible que le AhR nucléaire (lors de la phase de prolifération des 

kératinocytes) soit en mesure de lier d’autres ligands (endogènes) ou que sa forme 

phosphorylée (sur la sérine 68) soit capable d’agir indépendamment de la liaison à un ligand 

dans une voie de signalisation alternative. Enfin, les Hsp90 ont la propriété de réprimer la 

liaison entre le AhR et ARNT (Petrulis & Perdew, 2002).  

La liaison du ligand provoque la dissociation de la première Hsp90 liée au domaine 

bHLH, et ainsi le démasquage du domaine de localisation nucléaire entraînant la migration 

nucléaire du AhR. Dans le noyau, la libération de la protéine Hsp90 liée au domaine PAS-B 

intervient simultanément avec l’hétérodimérisation de son co-partenaire ARNT (Lees & 

Whitelaw, 1999).  

 

La protéine XAP2 (« HBV X-associated protein 2 ») est une protéine de 38 kDa qui 

partage de fortes homologies de séquence avec les immunophilines2 FKBP12 et FKBP52 

(Carver et al., 1998). Dans la littérature, cette protéine est aussi appelée AIP (« AhR 

interacting protein ») (Ma & Whitlock, 1997) ou ARA9 (« AhR associated protein 9 ») 

(Carver & Bradfield, 1997). XAP2 interagit avec le AhR au niveau de son domaine PAS-A et 

avec les Hsp90 au niveau de leur domaine C-terminal. Elle possède un rôle important dans la 

conformation initiale et la stabilité du AhR non lié à son ligand, en limitant son 

ubiquitinylation et sa dégradation par le protéasome, comme le font également les Hsp90 

(Kazlauskas et al., 2000). L’équipe du Pr. Perdew a montré que la transfection transitoire de 

XAP2 et de AhR dans des cellules COS-1 entraine une augmentation du niveau de la protéine 

AhR et, ainsi, une augmentation de son activité transcriptionnelle en présence de ligand (ce 

qui est légitime si la quantité de AhR est plus importante) (Meyer & Perdew, 1999). Cette 

protéine module également la localisation cellulaire du AhR. En effet, dans le cytoplasme, 

XAP2 liée aux protéines Hsp90 permet l’ancrage du récepteur au cytosquelette d’actine, ce 

qui empêche sa translocation nucléaire (Traber et al., 2012). De plus, XAP2 modifie la 

localisation cellulaire du AhR en perturbant l’interaction entre le NLS et l’importine ß 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
2 Les immunophilines sont des protéines chaperonnes qui possèdent, pour la plupart, une 
activité peptidylpropyl-isomérase. Elles sont connues pour être des cibles des 
immunosuppresseurs comme la cyclosporine.  
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(récepteur permettant l’importation du AhR dans le noyau) (Petrulis & Perdew, 2002). Dans 

la cellule, en absence de ligand exogène, il existe ainsi deux populations de AhR, une 

population cytoplasmique liée à XAP2 et une population nucléaire sans XAP2 (Petrulis & 

Perdew, 2002). Cette observation suggère que chaque complexe du AhR pourrait fonctionner 

de manière distincte. Cependant, aucune étude n’a été entreprise pour étudier cette question.  

 

La protéine p23 interagit également avec ce complexe cytoplasmique mais ne lie pas 

directement le AhR et est donc considérée comme une co-chaperonne. Elle est associée à la 

partie N-terminale d’une des deux protéines chaperonnes Hsp90 de manière ATP-dépendante. 

Cette protéine joue un rôle dans la dissociation entre Hsp90 et le AhR après liaison du ligand 

(Kekatpure et al., 2009).  

 

Au niveau du cytoplasme, le AhR peut aussi former un complexe avec d’autres 

protéines dont la kinase c-Src. La liaison d’un ligand du AhR à ce complexe provoque sa 

dissociation et la libération de c-Src dans le cytoplasme, qui peut alors activer ses cibles par 

phosphorylation. Notre laboratoire a montré que cette libération (provoquée par la TCDD) 

conduisait à une modification de la structure des points d’adhérence focaux de la cellule et à 

une modification de ses propriétés migratoires (Tomkiewicz et al., 2012).  

Dans certaines conditions, le AhR peut toutefois être nucléaire. En effet, dans la lignée 

de kératinocytes HaCaT, la densité cellulaire influence la localisation du AhR dans la cellule. 

Lorsque les cellules sont éparses, le récepteur est majoritairement nucléaire, puis lorsque les 

cellules atteignent la confluence, il devient majoritairement cytoplasmique (Ikuta et al., 

2004a). Le mécanisme suspecté serait la phosphorylation de la sérine 68 localisée dans le 

domaine d’exportation nucléaire (NES) par la p38 MAPkinase qui est activée pendant la 

phase de prolifération des cellules. Cette phosphorylation inhibe l’exportation du AhR qui 

reste alors bloqué dans le noyau. L’importance de cette localisation nucléaire pendant la phase 

de prolifération n’est pas connue (une seule étude). Il est possible que, dans ces conditions, le 

AhR régule l’expression de gènes qui contribuent au phénotype prolifératif des kératinocytes. 

La majorité des études réalisées sur des lignées cellulaires décrivent toutefois le AhR comme 

faisant partie du complexe cytoplasmique précité.  
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b) Le complexe nucléaire du AhR : Interaction avec ARNT 

 

ARNT, nommé aussi HIF1ß (« Hypoxia Inducible Factor 1ß »), est un autre membre 

de la famille bHLH/PAS. Il est exprimé de manière ubiquitaire et est impliqué dans 

différentes voies de signalisation dont l’hypoxie et la réponse aux xénobiotiques :  

, en réponse à de faibles niveaux en oxygène (hypoxie), ARNT 

s’hétérodimérise avec HIF1α et régule la transcription de gènes cibles 

impliqués dans l’angiogenèse dont le VEGF (« Vascular Endothelial Growth 

Factor »).  

, en réponse à un xénobiotique, ARNT se lie au AhR via ses domaines bHLH 

et PAS-A ; le complexe régule la transcription de gènes impliqués dans le 

métabolisme des xénobiotiques (voir paragraphe suivant).  

ARNT possède un rôle essentiel durant le développement embryonnaire puisque son 

absence dans le modèle « Knock-Out » entraîne une létalité (mortalité à 9 jours de gestation 

due à des défauts précoces d’angiogenèse).  

Une isoforme d’ARNT, ARNT2, a été identifiée chez les vertébrés (Hirose et al., 

1996). ARNT2 a une expression restreinte au cerveau et au rein alors que l’expression 

d’ARNT est ubiquitaire. ARNT2 possède plus de 90% d’homologie de séquence avec ARNT 

(Dougherty & Pollenz, 2008). Des études in vitro ont montré que ARNT2 était capable de se 

lier au AhR avec la même affinité qu’ARNT. Cependant, cette liaison dépendrait de la nature 

et de l’affinité du ligand lié au AhR (Hankinson, 2008). Contrairement aux souris ARNT-/-, 

les souris ARNT2-/- ont un développement embryonnaire normal mais meurent 

prématurément après leur naissance. Elles présentent un défaut de développement de 

l’hypothalamus (Keith et al., 2001). Ces résultats suggèrent que, malgré leur forte homologie 

de séquence, les 2 isoformes possèdent en plus de leurs rôles communs (notamment la 

réponse à l’hypoxie), des fonctions différentes.  

c) Voie d’activation du AhR ligand-dépendante 

 

Les ligands du AhR sont en général très lipophiles et diffusent à travers la membrane 

plasmique des cellules. La liaison entre le ligand et le AhR induit un changement de 

conformation du récepteur qui provoque l’exposition du signal de localisation nucléaire 

présent dans la région N-terminale du récepteur. Le complexe formé du AhR, de la protéine 

Hsp90 restante, de p23 et du ligand, migre alors dans le noyau. Les protéines chaperonnes 
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vont alors se dissocier et le AhR se lier avec son co-partenaire ARNT. Cette liaison masque la 

séquence d’exportation nucléaire du AhR. L’hétérodimère AhR/ARNT se lie à des éléments 

de réponse appelés « Xenobiotic Responsive Element » (XRE) localisés dans les promoteurs 

de gènes cibles dont la séquence consensus est 5’-TNGCGTG-3’. Lors de la liaison du 

complexe à l’ADN, ARNT reconnaît la partie « GTG » de la séquence alors que le AhR se lie 

au demi site « TNGC » (Bacsi et al., 1995, Schmidt & Bradfield, 1996). Plusieurs gènes 

cibles sont des enzymes du métabolisme des xénobiotiques telles que le cytochrome P450 

1A1, qui sont impliquées dans l’élimination du xénobiotique (Figure 5). 

 

Figure 7: Voie de transduction du AhR. 

Le AhR fait partie d’un complexe cytoplasmique qui comprend 2 protéines chaperonnes 

HSP90, une protéine co-chaperonne p23 et la protéine XAP2 (HBV X-associated protein 2) 
ou AIP (AhR Interacting Protein). Après liaison de son ligand, le AhR migre dans le noyau et 

s’hétérodimérise avec son partenaire ARNT (Aryl Hydrocarbon receptor Nuclear 

Translocator). Cet hétérodimère se lie à l’élément de réponse aux xénobiotiques (XRE, 5’-

TNGCGTG-3’) dans les promoteurs des gènes cibles dont il active la transcription. 
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Cependant, d’autres éléments de réponse, capables de lier le complexe AhR/ARNT, 

ont été mis en évidence (Gouedard et al., 2004). La spécificité de liaison à ces éléments de 

réponse alternatifs dépend de la nature du ligand. 

 

Site Séquence du XRE 

Site canonique A/T N G C G T G  A/G  G/C  A 

Site alternatif localisé dans le gène PON1 C     G G C G G G  G      C      C 

Site alternatif localisé dans le gène BAX1 G     G G C G T G  G       T     G 

Tableau 1: Séquence de différents XRE reconnus par le AhR. 

PON1 (« Paraoxonase 1 ») et BAX (« Bcl-2–associated X protein »)!

 

La voie de transduction présentée en figure 7 peut être influencée par des événements 

post-traductionnels et notamment des phosphorylations : Ikuta et ses collaborateurs ont ainsi 

montré que lorsque les sérines S12, S16 et S36, localisées dans le NLS, sont phosphorylées 

par la protéine kinase C (PKC), le AhR est bloqué dans le cytoplasme même en présence de 

ligand (Ikuta et al., 2004b). On peut supposer que ce blocage est lié à un défaut d’interaction 

entre le NLS et le transporteur qui permet la translocation nucléaire du AhR. De plus, comme 

évoqué précédemment (chapitre I.B.5.a), les auteurs ont observé, que dans les kératinocytes 

humains HaCaT, la localisation du AhR dépendait de la densité cellulaire et de la 

phosphorylation de la sérine 68 située au niveau du NES par la MAPKinase p38 qui bloque 

l’export du AhR du noyau vers le cytoplasme (Ikuta et al., 2004b). En résumé, les 

phosphorylations qui affectent les signaux de localisation (NLS et NES) sont inhibitrices. Il 

est intéressant de noter que ceux-ci ne sont pas phosphorylés par les mêmes kinases, 

suggérant une régulation de la localisation du AhR dépendante du type de kinase activée ou 

de la balance d’activation entre ces kinases (notamment PKC et p38 MAPK). 
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Figure 8 : Représentation schématique des différents sites de phosphorylation du AhR murin. 

Le AhR est phosphorylé au niveau de la séquence de localisation nucléaire (NLS) par la 

protéine kinase C (S12, S16, S38). La sérine 68 localisée dans la séquence d’exportation 

nucléaire (NES) est phosphorylée par la MAPKinase. De plus, des sites potentiels de 

tyrosines « phosphorylables » ont été identifiés dans la partie C-terminale. Enfin, 

l’oméprazole, molécule antiulcéreuse, provoque la phosphorylation de la tyrosine 320 via 

l’action de protéine kinases (chapitre I.B.5.c.1). 

 

Les ligands du AhR sont multiples et peuvent être classés en plusieurs catégories :  

(1) Les ligands exogènes 

 

La principale source d’exposition chez les animaux et l’Homme aux ligands exogènes 

provient de leur alimentation (90%). Les ligands exogènes peuvent être groupés selon leurs 

origines : « synthétique » ou naturelle (Denison & Nagy, 2003).  

• Les ligands d’origine synthétique3 incluent des polluants environnementaux dont les

HAHs (hydrocarbures aromatiques halogénés) et les HAPs (hydrocarbures 

aromatiques polycycliques) (Figure 9). Les ligands de la famille des HAHs ont une 

forte affinité vis-à-vis du récepteur ; la TCDD, par exemple, a une constante de 

dissociation de l’ordre du nM pour le AhR humain. De plus, ces molécules sont très 

stables et s’accumulent dans l’environnement et les graisses animales. Les ligands de 

la famille des HAP ont une affinité moins importante, de l’ordre du µM. La plupart de 

ces ligands ont comme caractéristique structurale d’être aromatique et plan. De plus, la 

plupart de ces polluants provoquent de nombreux effets toxiques chez les organismes 

vivants ; par exemple, le benzo(a)pyrène (BaP) a été classé cancérigène par l’OMS 

(organisation mondiale de la santé) du fait de sa génotoxicité (tout comme 14 autres 

HAP dont certains sont aussi des ligands du AhR). 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
3 Les dioxines et certains autres polluants sont également produits en petite quantité lors 
d’éruptions volcaniques et de feux de forêt. 
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• Des ligands d’origine naturelle, apportés par l’alimentation, ont également été 

identifiés comme agonistes et antagonistes du AhR. Par exemple, le resvératrol (3,5,4’ 

trihydroxystilbène), qui appartient à la famille des polyphénols, a été identifié comme 

un agoniste du AhR. Il est présent dans certains fruits comme le raisin et possède une 

activité anti-oxydante et anti-inflammatoire reconnues. D’autres molécules, dont les 

flavonoïdes, regroupent de nombreux composés naturels, ligands du AhR : la 

quercétine (présente dans certaines plantes comme dans le Capparis spinosa) est 

décrite comme un agoniste alors que l’α-naphtoflavone, dérivée synthétique des 

flavonoïdes, est couramment utilisée comme antagoniste du AhR. Cette molécule a la 

capacité d’empêcher la liaison des HAP et HAH sur le AhR tout en étant un agoniste 

partiel ou inverse des voies alternatives.  

 

 

 

Figure 9 : Exemples de ligands exogènes du AhR. 
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(2) Les ligands endogènes 

 
A ce jour, le ou les ligands physiologiques du AhR ne sont pas encore connus avec 

certitude. Cependant de nombreux candidats potentiels ont été identifiés et sont des 

régulateurs de l’expression de la batterie de gènes dépendants du AhR. Les ligands présumés 

incluent des dérivés du tryptophane et des indoles, l’acide arachidonique, certains leucotriènes 

(Lipoxine A4) et des métabolites de l’hème (bilirubine et biliverdine) (figure 10). Parmi ces 

ligands, les dérivés du tryptophane ont été les plus étudiés. Le tryptophane est un acide aminé 

essentiel. Il est métabolisé en de nombreuses molécules actives comme la sérotonine et la 

cynurénine. Un article récent montre que dans des cellules de gliomes humains, la cynurénine 

se lie au AhR et provoque sa translocation nucléaire ainsi que l’activation de ses gènes cibles 

(Opitz et al., 2011). De plus, le 6-formylindolo[3,2-b]carbazole (FICZ), produit lors de 

l’irradiation du tryptophane par les ultra-violets (et ainsi produit naturellement dans la peau), 

a été identifié comme un ligand du AhR et un activateur du Cyp1A1 (Rannug et al., 1987, 

Wei et al., 1998). Cette molécule possède une très haute affinité pour le AhR (de l’ordre du 

nM comme la TCDD). Le FICZ est surtout produit dans les kératinocytes, il est rapidement 

converti par le Cyp1A1 et ses métabolites sont retrouvés dans les urines humaines (Wincent et 

al., 2009). Cet agoniste puissant du AhR se différencie ainsi significativement des HAHs qui 

sont, de par leur lipophilie et leur résistance au métabolisme des xénobiotiques, généralement 

persistants et non métabolisés.  

 

Figure 10 : Exemples de ligands endogènes du AhR. 

FICZ : 6-FormylIndolo[3,2-b]CarbaZole 

7-céto cholestérol 

Cynurénine FICZ 

Bilirubine Lipoxine A4 
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D’autres métabolites endogènes comme le 7-cétocholestérol, le principal produit 

spontané d’oxydation du cholestérol, retrouvé dans les plaques d’athérosclérose, ont été 

identifié comme un antagoniste du AhR à des concentrations physiologiques (Savouret et al., 

2001). Cependant les conséquences physiologiques de l’action de cet antagoniste n’ont pas 

encore été explorées.  

Le stress de cisaillement a aussi la capacité d’induire le Cyp1A1 via le AhR. Dans ce 

cas, l’activation du AhR est dépendante des lipoprotéines de basse densité (ou LDL) 

modifiées par le stress (Mcmillan & Bradfield, 2007a). Toutefois, aucune liaison directe entre 

le AhR et les LDL modifiées n’a été montrée.  

(3) Les sAhRMs (« selective AhR Modulators ») 

 

En parallèle de ces études, le concept de sAhRM a vu le jour (développé par le Dr. 

Stephen Safe). Ce concept consiste à sélectionner des ligands agissant sélectivement sur une 

seule voie de signalisation; dans ce cadre, Stephen Safe s’est focalisé sur la conception de 

ligands anti-œstrogéniques (propriétés de plusieurs ligands exogènes du AhR comme la 

TCDD) (Holcomb & Safe, 1994) dans un but de pharmacologie anti-tumorale (tissus 

œstrogéno-dépendants) mais sans les effets toxiques comme ceux de la TCDD. Ils ont 

identifié le 6-méthyl-1,3,8-trichlorodibenzofurane (6-MCDF) et le diindolylméthane (DIM) 

(Mcdougal et al., 2001, Mcdougal et al., 1997) (Figure 11). Ces deux composés non toxiques, 

inhibent la croissance tumorale dans plusieurs modèles de cancers chez le rongeur (Fritz et 

al., 2009, Zhang et al., 2009).  

 

Figure 11: Structures de 2 sAhRM : le 6-méthyl-1,3,8-trichlorodibenzofurane (6-MCDF) et le 
diindolyméthane (DIM). 

 

Plus généralement, de nouveaux ligands alternatifs du AhR ont ensuite été développés 

pour leur propriété d’activation des voies de signalisations alternatives comme par exemple, 
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l’induction de l’enzyme PON1 (Paraoxonase 1), connue pour son activité anti-

athérosclérotique. Par ailleurs, ces activateurs ont, pour la plupart, été décrits comme des 

antagonistes du AhR du fait de leur capacité à bloquer l’activation du Cyp1A1 par ses ligands 

classiques. 

d) Voies de signalisation indépendantes de la liaison à un ligand 

 

En plus de la régulation du AHR par des ligands, l’activité de ce récepteur peut 

également être modulée par différentes régulations post-traductionnelles.  

Phosphorylations : le AhR et son partenaire ARNT peuvent être phosphorylés au 

niveau de résidus sérine/thréonine par différentes kinases dont c-Src, les protéines kinases A 

et C (PKA, PKC) (Henklova et al., 2008) et la p38 MAPKinase.  

Comme décrit auparavant, la phosphorylation par la PKC des sérines S12, S16, S68 et la 

phosphorylation de la sérine S68 par la p38 MAPK régulent la localisation et/ou l’activité du 

AhR (Figure 8). Des études ont montré que l’augmentation intracellulaire d’AMP cyclique 

(AMPc, activateur de la protéine kinase A) provoque la phosphorylation du AhR par la PKA 

et sa translocation nucléaire dans les cellules Hepa-1 (lignée murine d’hépatocyte) (Oesch-

Bartlomowicz et al., 2005). Les auteurs précisent que, dans ce cas, ARNT ne co-précipite pas 

avec cette forme nucléaire du AhR. Cette translocation nucléaire du AhR n’influence pas 

l’expression du Cyp1a1, ce qui suggère l’activation d’une réponse alternative encore 

inconnue. L’oméprazole, inhibiteur des pompes à protons utilisé comme antiulcéreux, induit 

l’expression du Cyp1a1 via le AhR mais sans le lier directement (Dzeletovic et al., 1997). Ce 

processus impliquerait la phosphorylation de la tyrosine 320 du AhR par des protéines kinases 

activées par l’oméprazole (Backlund & Ingelman-Sundberg, 2005).  

SUMOylations: récemment, des sites de SUMOylation ont été mis en évidence : un 

premier site dans le domaine bHLH et un deuxième dans le domaine de transactivation. La 

SUMOylation augmente la stabilité du AhR en inhibant son ubiquitinylation. De plus, cela 

entraîne également une répression de l’activité de transactivation du AhR. Le traitement de 

cellules MCF-7 par la TCDD entraine une diminution du niveau de AhR « SUMOylé » dans 

le noyau (Xing et al., 2012). La SUMOylation semble donc être associée à la stabilisation de 

la forme cytoplasmique du AhR (tout comme l’association aux Hsp90). 

Ubiquitinylation : l’ubiquitinylation du AhR est aussi une modification post-

traductionnelle importante qui sera évoquée dans le chapitre I.B.6.a. 
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6. Régulation de la protéine AhR 

 

Le niveau d’expression de la protéine AhR peut être régulé de 2 façons : soit par 

dégradation par le protéasome, soit par l’action d’une autre protéine bHLH/PAS : AhRR 

(« Aryl hydrocarbon Receptor Repressor »). La régulation de la quantité du AhR joue deux 

rôles importants. Premièrement, ce processus permet de contrôler l’amplitude et la durée de 

l’activation ou de la répression transcriptionnelle du complexe AhR/ARNT. Deuxièmement, 

la protéolyse du AhR rend plus disponible son partenaire ARNT qui peut alors agir dans 

d’autres voies de signalisation, dont l’hypoxie.  

 

a) Dégradation dépendante du protéasome 

Après liaison à son ligand, le AhR est rapidement dégradé. En effet, la concentration 

de la fraction nucléaire du AhR suite à la liaison de la TCDD est maximale après 1 à 2 heures 

de traitement puis décline. L’utilisation d’un inhibiteur du protéasome 26S (MG132) suggère 

que cette diminution est dépendante du protéasome. Dans le noyau, la dissociation de la 

protéine chaperonne Hsp90 provoque l’exposition de la séquence d’exportation nucléaire. Le 

AhR et son ligand peuvent se complexer à ARNT et ainsi se lier à des éléments de réponse 

XRE. Toutefois, l’expression faible d’ARNT dans les cellules utilisées (Hepa-1) provoque 

rapidement la dissociation du complexe et l’exportation rapide du AhR suivie de sa 

dégradation dans le cytoplasme (Davarinos & Pollenz, 1999) : en l’absence de liaison à 

ARNT, le AhR est ainsi pris en charge par les récepteurs d’exportation comme Xpo1 

(Exportin 1). Ce transporteur permet le relargage du AhR dans le cytoplasme où il subit une 

ubiquitinylation et est ensuite dégradé par le protéasome.  

 

b) AhRR 

Le AhRR a été identifié en 1999 par l’équipe du Pr. Fujii-Kuryama. Il partage de 

fortes homologies de séquence avec le AhR au niveau des domaines bHLH et PAS-A (Figure 

12) et ainsi les fonctions de dimérisation avec ARNT et de liaison à l’ADN (Mimura et al., 

1999). Toutefois, à l’inverse du AhR, il ne contient pas de domaine PAS-B et son domaine C-

terminal ne comporte pas de séquence permettant le recrutement de co-activateurs et donc la 

transactivation (Figure 12). 
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Figure 12: Représentation par domaines du AhRR et du AhR murin. 

Les valeurs (%) représentent le pourcentage d’homologie entre les domaines des AhR et 

AhRR murins. Les domaines bHLH et PAS A sont très conservés entre les 2 protéines 

contrairement au domaine C-terminal qui présente seulement 19,4% d’homologie (Mimura et 

al., 1999). 

 

Le AHRR (en l’absence de ligand) est capable de se complexer avec ARNT et de se 

lier aux XRE. Il rentre, ainsi, en compétition avec le AhR vis-à-vis d’ARNT (figure 13) mais 

il est incapable de lier les co-activateurs permettant l’initiation de la transcription des gènes 

cibles (Karchner et al., 2002). Cette protéine est exprimée constitutivement dans de nombreux 

tissus comme les testicules, les poumons, la rate, et le cœur chez les vertébrés. Son expression 

n’est pas forcément corrélée avec l’expression du AhR. Aucun homologue de cette protéine 

n’a été identifié chez les invertébrés (Hahn et al., 2009). Le gène murin du AhRR possède 4 

XREs et, de ce fait, est induit par les agonistes du AhR (rétrocontrôle négatif de la voie de 

signalisation du AhR).  

Le AhRR, en plus du mécanisme de compétition, peut agir selon un deuxième 

mécanisme de transrepression (Baba et al., 2001) (figure 13) : le AhRR seul ou complexé à 

ARNT, se lie au complexe AhR/ARNT et bloque ainsi la liaison des coactivateurs (Evans et 

al., 2008). 
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Figure 13: Mécanismes de répression de la protéine du AhR par le AhRR. 

Le AhRR régule le AhR par 2 mécanismes : le premier mécanisme décrit est la compétition 

avec liaison de AhRR-ARNT en lieu et place du complexe AhR-ARNT sur les éléments de 

réponses aux xénobiotiques (XRE). Le deuxième mécanisme proposé est la transrépression 

via la formation d’un complexe à 4 protéines (AhR-ARNT/AhRR-ARNT). Adapté de (Hahn et 

al., 2009). 

7. Modèles de souris transgéniques 

 

Dans les années 1990, trois laboratoires ont produit indépendamment des souris 

transgéniques dont le gène AhR a été invalidé par recombinaison homologue (KO, « Knock-

Out »). Dans le modèle de souris issu du laboratoire du Pr. Gonzalez, l’exon 1 a été remplacé 

par un gène de résistance à la néomycine et le site d’initiation de la traduction a été supprimé 

(Fernandez-Salguero et al., 1995). Le laboratoire du Pr. Bradfield, a choisi de remplacer 

l’exon 2 du AhR qui intervient dans la dimérisation avec ARNT, par le gène de résistance à la 

néomycine (Schmidt et al., 1996). Cette insertion entraine un décalage de la phase de lecture 

et l’apparition d’un codon stop au sein de l’exon 3 du AhR. Un peptide de 23 acides aminés 

peut être ainsi synthétisé mais est supposé non fonctionnel. Un an plus tard, un dernier 

modèle a été publié par le laboratoire du Pr Fujii-Kuryama qui a remplacé l’exon 1 du AhR 

par le gène bactérien de la ß-galactosidase couplé au signal de localisation nucléaire 

permettant à la fois d’invalider le AhR et de visualiser son expression tissulaire (par 

coloration) (Mimura et al., 1997). Toutes ces souris ont été créées à partir de cellules souches 

embryonnaires 129 et croisées avec des souris de fond génétique C57BL/6.  

L’ensemble de ces modèles partage de nombreux points communs, comme une 

résistance aux effets toxiques de la dioxine, un retard de croissance, une diminution de la 
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taille du foie et une diminution de leur fertilité (Table 2). La réduction de la taille du foie 

observée chez les 3 modèles de souris KO est due à un défaut de fermeture d’une veine 

(ductus venosus) permettant le passage du sang ombilical vers la veine cave inférieure. Durant 

le développement normal, cette veine se ferme à la naissance, ce qui permet au sang oxygéné 

et riche en nutriments de passer à travers les sinusoïdes du foie. Chez les souris AhR-/-, la 

ductus venosus reste ouverte ; le foie est alors privé d’une partie des nutriments ce qui limite 

sa croissance (Lahvis et al., 2000, Lahvis et al., 2005). Les souris ont également des défauts 

vasculaires au niveau des reins et des yeux (Lahvis et al., 2000). En parallèle, une fibrose 

hépatique est observée. Le mécanisme proposé est une augmentation de la sécrétion du 

facteur pro-fibrotique, TGFß (« Transforming growth factor »), par les fibroblastes (Corchero 

et al., 2004).  

La reproduction des souris KO est également altérée. En effet, les souris femelles 

AhR-/- ont des défauts de conception et de lactation des souriceaux (Abbott et al., 1999). Une 

diminution des follicules ovariens matures, provoquée par une synthèse insuffisante 

d’œstradiol a été observée chez ces femelles (Baba et al., 2005). Les femelles ont également 

un défaut de développement de leurs glandes mammaires (Hushka et al., 1998). 

Cependant, ces modèles présentent également des phénotypes différents (Lahvis & 

Bradfield, 1998). Ainsi, les souris générées par le groupe du Pr. Gonzalez ont une mortalité 

néonatale d’environ 50% contrairement aux 2 autres modèles. Elles présentent des 

pathologies hépatiques (déplétion en glycogène, inflammation du canal biliaire, fibrose de la 

veine porte) qui ne sont pas observées chez les autres modèles ou avec un caractère moins 

sévère. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer une telle variabilité:  

• La stratégie de recombinaison homologue  

• Le choix du fond génétique (plusieurs souches de souris 129 existent pour 

générer les cellules ES)  

• L’environnement et une éventuelle exposition à des agents infectieux 
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Tableau 2 : Phénotypes observés chez les différentes souches de souris AhR-/-. 

WT : souris sauvage, nd : non déterminé (Adapté de(Esser, 2009). 

 

En parallèle de ces modèles, un laboratoire a créé une lignée de souris où le AhR est 

constitutivement activé (CA). Pour cela, une portion du domaine de liaison du ligand (PAS-B) 

a été supprimée (souris CA-AhR) (Andersson et al., 2002). Les souris CA-AhR ont un 

phénotype semblable aux souris traitées par de la dioxine comme, par exemple, une 

diminution du poids du thymus et une augmentation de la taille du foie. De plus, leur 

espérance de vie est fortement diminuée. Ceci est corrélé avec l’apparition de tumeurs au 

niveau de l’estomac.  

Afin d’étudier la localisation et l’expression temporelle du AhR transcriptionnellement 

actif, un modèle transgénique de souris appelé lacZ-XRE a été mis au point (Willey et al., 

1998). Un transgène constitué de 2 XRE provenant du promoteur du CYP1A1 en amont d’un 

gène rapporteur LacZ a été introduit par transgenèse chez des souris. En présence d’un ligand 

tel que la TCDD, l’hétérodimère AhR/ARNT se fixe sur les éléments de réponse et induit la 

transcription du gène de la ß-galactosidase, produisant ainsi une coloration après ajout de X-

Gal (5-bromo-4-chloro-3-indoyl-ß-D-galactoside). Toutefois, les limites de ce modèle sont 

nombreuses. En effet, si le niveau d’expression du AhR ou d’un membre de sa voie de 

signalisation n’est pas suffisant, l’activité de la ß-galactosidase sera trop faible pour être 
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détectée. De plus, ce système ne prend pas en compte la fixation de l’hétérodimère 

AhR/ARNT sur les éléments de réponse alternatifs évoqués plus haut (chapitre I.B.5.c). 

8. Rôles physiologiques émergents du AhR 

!

Le rôle du AhR dans la régulation du métabolisme des xénobiotiques a été largement 

étudié (voir les paragraphes précédents). Cependant, l’émergence des modèles de souris KO 

et l’identification de nouveaux gènes cibles (études transcriptomiques, (Diry et al., 2006)) ont 

permis de mettre à jour de nouvelles fonctions pour ce récepteur.  

a) Rôle dans le système immunitaire 

Les souris déficientes pour le AhR ne présentent pas d’altérations majeures du système 

immunitaire. Néanmoins, une diminution du nombre de lymphocytes dans la rate a été 

observé et, à l’inverse, une infiltration lymphocytaire dans certains tissus (poumons, intestins 

et tractus urinaire) dans le modèle de souris KO AhR∆
1/

∆
1Gonzalez (Esser, 2009). Les souris 

générées par l’équipe du Dr. Gonzalez sont également plus sensibles à certains agents 

infectieux, dont Helicobacter pylori, suggérant une immunodéficience dans ce modèle 

(Fernandez-Salguero et al., 1997).  

Le AhR est exprimé dans un grand nombre de cellules immunitaires dont les cellules 

de Langherans et certains lymphocytes T (Esser, 2009). Dans le cas de l’immunité acquise, 

l’activation du AhR par ses ligands module la différenciation des cellules CD4+ de type Th17 

(cellules T « helper » produisant des cytokines de type IL-17). Ce sous-type cellulaire est 

impliqué dans de nombreuses maladies auto-immunes. Au contraire, les cellules T 

régulatrices appelées Treg sont spécialisées dans la tolérance par rapport à des antigènes du 

soi et ont un effet antagoniste sur les Th17. Chez la souris, l’équilibre entre ces deux 

populations cellulaires est régulé en partie par le AhR et par la nature de son ligand (Quintana 

et al., 2008). En effet, le traitement par la TCDD d’un modèle de souris développant une 

encéphalomyélite auto-immune (EAE), provoque une amélioration du phénotype. Le 

mécanisme suspecté est l’augmentation du ratio Treg/Th17. Le traitement par un autre ligand 

du AhR, le FICZ (voir le paragraphe sur les ligands endogènes du AhR), entraîne l’effet 

inverse c’est-à-dire une aggravation des manifestations pathologiques, provoquée par 

l’augmentation de la population cellulaire Th17 (Veldhoen et al., 2008). Ces résultats 

montrent le rôle crucial du AhR et de ses ligands dans la différenciation des cellules Th17.  
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Figure 14 : Effet de différents ligands du AhR sur la différenciation des cellules Th0, 
précurseur des lymphocytes T « helper ». 

EAE : « Experimental autoimmune encephalomyelitis » 

 
Dans les cellules Th17, l’activation du AhR par le FICZ augmente également la 

production de l’IL-22, interleukine pro-inflammatoire impliquée dans de nombreuses 

pathologies dont le psoriasis et la maladie de Crohn (maladie inflammatoire chronique du 

côlon). Cette production d’IL-22 par les cellules Th17 est dépendante de la sécrétion d’une 

autre interleukine, l’IL-23 par les macrophages et les cellules dendritiques. Une étude montre 

que les cellules Th17 provenant de souris AhR-/- sont incapables de produire l’IL-22 malgré la 

présence d’IL-23. Ces résultats suggèrent que l’activation du AhR, en fonction du type de 

ligand, régule l’auto-immunité induite par les cellules Th17 (Esser, 2009). 

b) Rôle dans l’inflammation 

Le AhR est clairement impliqué dans les phénomènes inflammatoires. Des études in 

vitro et in vivo montrent qu’un traitement par un ligand du AhR comme la TCDD, induit les 

gènes de l’inflammation, tels que ceux des cytokines pro-inflammatoires IL-6, RANTES et 

TNFα (Kim et al., 2012). En effet, des XRE ont été mis en évidence dans les promoteurs de 

ces gènes (Zhao et al., 2002).  

En plus de cet effet direct par la voie classique transcriptionnelle, le AhR peut 

interagir avec plusieurs sous-unités du facteur NF-κB et moduler ainsi son activité (Kim et al., 

2000). Le facteur NF-κB, facteur de transcription constitué de deux sous-unités parmi 

lesquelles on retrouve p50, RelA (p65), RelB (p52) et c-Rel, joue un rôle clé dans 

l’inflammation. L’effet du AhR peut être qualifié d’immuno-modulateur vis-à-vis de NF-κB. 
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En effet, dans certains cas, le AhR inhibe l’activité de certaines sous-unités du complexe alors 

que dans d’autres cas, celle-ci est potentialisée. Ainsi, dans le modèle murin Hepa-1, le AhR 

interagit avec la sous-unité RelA diminuant, ainsi la fixation de NF-κB sur ses éléments de 

réponse (Tian et al., 1999). Le AhR peut, également, se fixer sur la sous-unité RelB (Vogel et 

al., 2007). Le complexe transcriptionnel AhR/RelB se lie à des éléments de réponse 

spécifiques appelés RelBAhRE qui sont localisés notamment dans le promoteur du gène de 

l’interleukine IL-8.  

L’effet différentiel de ligands du AhR évoqué dans le paragraphe sur l’immunité 

(chapitre I.B.8.a) est aussi communément retrouvé dans la régulation des phénomènes 

inflammatoires. Gary Perdew a ainsi mis en évidence que certains ligands du AhR 

possédaient un potentiel anti-inflammatoire (Benzo(a)pyrène). Dans ces études, un des 

marqueurs utilisés est la protéine Serum Amyloïd A (SAA) impliquée dans la phase aiguë de 

l’inflammation et dont l’expression diminue en présence de ces ligands. Certains ligands 

sAhRMs, dont le DiMNF (3’,4’-dimethoxy-α-naphtoflavone), suppriment l’induction des 

gènes du complément produite par les cytokines pro-inflammatoires (Narayanan et al., 2012). 

c) Rôle dans la migration 

Le processus de migration cellulaire fait intervenir, entre autre, la redistribution des 

points d’adhérence focaux, complexes multiprotéiques comprenant des intégrines (ancrées à 

la matrice extracellulaire) et des protéines kinases (dont la FAK ou Focal Adhesion Kinase). 

Le traitement des cellules d’hépatocarcinome humain HepG2 par la TCDD provoque un 

changement morphologique rapide (dès 1h) caractérisé par une redistribution des sites 

d’adhérence focaux (Tomkiewicz et al., 2012). La voie de signalisation activée dans ce cas 

précis, est celle de la kinase c-Src, partenaire du complexe cytoplasmique (chapitre I.B.5.a)). 

L’activation du AhR par son ligand provoque la libération de la protéine c-Src et, en 

conséquence, l’activation de FAK par phosphorylation. FAK est recrutée au niveau des 

« clusters » d’intégrines et provoque la dissociation des points d’adhérence focaux, ce qui 

enclenche le processus de migration cellulaire. En parallèle de ces mécanismes non 

génomiques, l’activation du AhR par la TCDD entraîne des évènements transcriptionnels plus 

tardifs (4h après traitement) avec notamment l’augmentation de l’expression d’HEF1/CAS-

L/NEDD9 (cible transcriptionnelle directe du AhR), protéine également impliquée dans la 

dynamique des points focaux (((Bui et al., 2009) voir article en annexe).  

En plus de cette étude impliquant un xénobiotique comme stimulus initial, le AhR 

semble réguler les phénomènes d’adhérence et de migration de manière intrinsèque : les 
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cellules fibroblastiques issues de souris AhR-/- ont ainsi une activité migratoire réduite et 

forment moins de lamellipodes (Mulero-Navarro et al., 2005). Une étude complémentaire 

montre l’implication de VAV3, facteur d’échange de nucléotides identifié comme cible du 

AhR, dans ces processus (Carvajal-Gonzalez et al., 2009a). Toutefois, l’absence de AhR ne 

produit pas le même phénotype migratoire dans tous les modèles cellulaires. En effet, dans 

des kératinocytes, l’absence de AhR provoque une augmentation de leur migration et, par 

conséquent, l’accélération de la ré-épithélialisation de la peau due à une forte sécrétion de 

TGFß (Carvajal-Gonzalez et al., 2009b).  

Le processus migratoire est essentiel pour la plupart des tissus durant l’embryogenèse 

et notamment au niveau du système nerveux. Des défauts de migration des neurones et des 

cellules gliales peuvent entraîner de nombreuses maladies neurologiques dont certaines 

formes d’épilepsie, d’autisme ou encore de schizophrénie.  

d) Rôle anti-œstrogénique/pro-œstrogénique 

De nombreuses études ont montré que le AhR interagit avec des facteurs de transcription 

de la famille des récepteurs nucléaires. Le récepteur alpha aux œstrogènes (ou ERα) est un 

des partenaires d’interaction du AhR (Coumoul, 2007).  

Dans de nombreuses conditions expérimentales, la TCDD a été décrite comme un agent 

anti-œstrogénique. A titre d’exemple, une étude menée sur des rats Sprague- Dawley montre 

que la dioxine diminue l’incidence des tumeurs mammaires en inhibant l’activation du 

récepteur aux œstrogènes (Holcomb & Safe, 1994). Ces études font écho au concept de 

sAhRM développé par le Dr Stephen Safe (chapitre I.B.5.c.1.c)). Le AhR et le récepteur aux 

œstrogènes alpha (ERα) peuvent interagir à différents niveaux:  

, Régulation de la concentration circulante du ligand du ER, l’œstradiol. En 

effet, les gènes cibles du AhR induits par la TCDD comme par exemple le 

CYP1A1, le CYP1B1 et l’aromatase sont impliqués dans la formation 

(aromatase) et le catabolisme (CYPs) des hormones stéroïdiennes comme les 

œstrogènes.  

, Augmentation de la dégradation du ERα par le protéasome par la formation 

d’un complexe AhR-ERα-CUL4B (E3 ubiquitin ligase) favorisant 

l’ubiquitinylation du ERα. 

, Compétition dans le recrutement de certains co-activateurs tels que CBP et 

p300 
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, Inhibition des gènes cibles du ERα (cathepsine D, pS2) par liaison du 

complexe AhR/ARNT sur des éléments de réponse inhibiteurs (appelé iXRE) 

(Krishnan et al., 1995).  

Ces études suggèrent un rôle anti-œstrogénique du AhR et désigne la dioxine comme 

un antagoniste de l’activation du ERα. Cependant de récentes études montrent que les effets 

de la TCDD sont plus complexes et dépendent de la présence ou non d’œstrogènes. Le AhR 

peut ainsi exercer un rôle pro-œstrogénique en absence d’œstrogène, par liaison directe avec 

le ERα et activer la transcription de gènes œstrogéno-dépendants (Ohtake et al., 2003). 

 

C. Le AhR chez les invertébrés 

1. Caenorhabditis elegans 

!

Chez le nématode Caenorhabditis elegans, l’orthologue4 du AhR, nommé ahr-1 (« aryl 

hydrocarbon receptor related 1 »), partage 56% d’homologie de séquence avec le domaine 

bHLH du AhR murin et 35% avec son domaine PAS (Fujii-Kuriyama & Mimura, 2003). De 

plus, l’équipe du Pr. Powell-Coffman a identifié la protéine co-partenaire de ce récepteur, 

appelée aha-1 qui similairement à ARNT, se lie à de multiples protéines PAS comme le ahr-1 

et les facteurs induits par l’hypoxie (Powell-Coffman et al., 1998). Des études menées in vitro 

dans des réticulocytes de lapin ont montré que le ahr-1 partage de nombreuses propriétés 

biochimiques avec son homologue murin. En effet, ahr-1 est capable de se complexer avec les 

protéines chaperonnes Hsp90 et également avec ARNT. Cependant, il est incapable de lier la 

TCDD et d’autres ligands exogènes (ß-naphtofloavone) identifiés chez les mammifères 

(Butler et al., 2001, Cespedes et al., 2010). Ceci laisse sous-entendre que le ahr-1 pourrait être 

impliqué dans d’autres régulations que celles décrites chez les mammifères. De plus, ceci 

suggère que la réponse adaptative spécifique (métabolisme des xénobiotiques) décrite chez les 

mammifères est probablement absente chez les invertébrés (tout du moins qu’elle n’implique 

pas le ahr-1) et que celle-ci a été acquise au cours de l’évolution. Légitimement, ceci pose la 

question des fonctions endogènes chez les invertébrés : la construction d’un nématode mutant 

ahr-1 : GFP (« knock-in ») a permis de mettre en évidence la présence de ce récepteur 

pendant le développement embryonnaire et larvaire (Qin & Powell-Coffman, 2004). Au stade 

larvaire, 35 cellules expriment le ahr-1 : 5 cellules embryonnaires, deux cellules à corbeille 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
4 Deux gènes homologues de deux espèces différentes sont orthologues s’ils dérivent du 
même gène unique présent dans le dernier ancêtre commun aux deux espèces. 
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situées dans les phasmides 5  et 28 neurones (interneurones, chémorécepteurs, neurones 

GABAergiques).  

La création, par la même équipe, de nématodes dont la protéine a été mutée, a 

confirmé l’implication du ahr-1 dans le développement neuronal. A titre d’exemple, ahr-1 est 

essentiel pour le développement des motoneurones GABAergiques innervant les muscles de 

la tête du nématode (neurones RME pour « Ring Motoneuron ») (Figure 15) (Huang et al., 

2004).  

 

 

Figure 15 : Représentation schématique du système GABAergique du nématode 
Caenorhabditis elegans. 

Les  motoneurones GABAergiques de type D innervent les muscles du corps, les 

motoneurones AVL et DVB innervent les muscles entériques et le neurone RIS est un 

interneurone. Les motoneurones RME innervent les muscles de la tête, certains d’entre eux 

expriment le AhR et l’absence de ce dernier provoque un défaut de leur différenciation 

(Schuske et al., 2004) 
 

Les 4 neurones RME se subdivisent en 2 lignées (gauche/droite ou dorsal/ventral) qui se 

différencient par leurs connexions dendritiques. Il a été montré que seuls les neurones RME 

du sous-groupe gauche/droite (RMEL, RMER ; L pour Left  et R pour Right) exprimaient le 

ahr-1. Lorsque celui-ci est muté, ces neurones ont des défauts d’extensions synaptiques et 

d’expression de marqueurs spécifiques des neurones RMEL/R. Toutefois, la synthèse et le 

transport du GABA ne sont pas altérés. Les 2 neurones RMEL/R adoptent un phénotype 

dorso-ventral identique aux neurones RMED/V (D pour dorsal et V pour ventral). Le ahr-1 

joue ainsi un rôle dans le programme de différenciation des motoneurones RME. Les 

conséquences comportementales de ce défaut de différenciation n’ont pas encore été étudiées.  

La perte du ahr-1 entraîne également une suppression du comportement social 

d’alimentation des nématodes (Qin & Powell-Coffman, 2004). Ce comportement est régulé 

par divers facteurs environnementaux comme la concentration en oxygène et en nutriments. 

La sensibilité du ver aux variations en oxygène dépend de 4 neurones (AQR, PQR, URXR et 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
5 Les phasmides sont des organes chimiosensoriels pairs localisés au niveau de la partie 
postérieure du corps.  
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URXL). La réexpression du ahr-1 dans ses 4 neurones est suffisante pour restaurer le 

comportement social d’alimentation des nématodes ahr-1 mutants. Des gènes cibles du ahr-1 

ont été identifiés ; il s’agit de 2 guanylates cyclases solubles (gcy35 et gcy36) et d’un 

récepteur natriurétique npr1 (« natriuretic peptide receptor 1 »), impliqués dans la 

dépolarisation de neurones. Une étude plus récente, menée par l’équipe du Pr. Garry Wong, 

montre l’implication du ahr-1 dans la biosynthèse des acides gras et plus particulièrement 

dans celle des acides gras polyinsaturés à longue chaine (Aarnio et al., 2010). La variation des 

concentrations de ce type d’acides gras est connue pour perturber la plasticité neuronale chez 

le nématode (Marza & Lesa, 2006). 

 

2. Drosophila melanogaster 

!

L’orthologue du AhR chez la Drosophile melanogaster est appelé Spineless (Ss). 

Cette protéine partage 71% d’homologie au niveau du domaine bHLH et 55% au niveau du 

domaine PAS-A du AhR murin mais seulement 17% avec le PAS-B qui est impliqué 

principalement dans la liaison du ligand (Figure 16) (Duncan et al., 1998).  

 

Figure 16: Structure du AhR murin et de Spineless. 

Les pourcentages représentent les homologies de séquences entre le AhR murin et Spineless 

(Ss). LBD : « Ligand Binding Domain ». (Cespedes et al., 2010).  
 

Spineless forme un hétérodimère avec une protéine partenaire nommée Tango chez la 

drosophile, et qui partage de fortes homologies de séquence avec ARNT. Des expériences de 

liaison ont démontré que Spineless, tout comme le ahr-1, ne peut lier les ligands exogènes des 

AhR de vertébrés comme la TCDD ou la ß-naphtoflavone (Butler et al., 2001). Des études in 

vitro ont permis de mettre en évidence que le dimère Spineless/Tango, induit en absence de 

ligands exogènes, la transcription de gènes possédant un XRE (Emmons et al., 1999). 

Spineless est exprimé dans de nombreux tissus pendant le développement embryonnaire et 

larvaire mais plus particulièrement dans les segments maxillaires, labiaux et mandibulaires de 

la tête, au niveau des pattes, antennes et « soies » ainsi que dans le système nerveux 
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périphérique au niveau des segments thoraciques et abdominaux (Mcmillan & Bradfield, 

2007b). Spineless est codé par un gène homéotique (qui influence la mise en place du plan 

d’organisation du corps chez la drosophile).  

De nombreuses modifications de phénotypes sont observées chez les mutants Spineless et 

Tango (figure 17) : 

• Transformation de la partie distale des antennes en partie distale de pattes

• Suppression des tarses des pattes. Spineless est exprimé transitoirement dans la 

partie distale du segment T1 et du segment T2-T4 des pattes. Les mutants 

Spineless possèdent des pattes dont les parties T2-T4 sont supprimées.  

• Défaut de développement des palpes maxillaires6 

• Réduction de la taille des soies  

 
 

Pattes Palpe maxillaire 

Drosophile 

contrôle 

Mutant Spineless Drosophile 

contrôle 

Mutants 

spineless 

  

 

 

Figure 17 : Exemples de phénotypes observés chez les mutants Spineless  

(Emmons et al., 1999).

 

 

 

!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
6 Petit appendice articulé des mâchoires de certains insectes, dont les drosophiles. 
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Spineless joue également un rôle essentiel dans la mise en place de la mosaïque 

rétinienne indispensable pour la vision des couleurs. En effet, les yeux des drosophiles sont 

constitués d’environ 800 ommatidies qui sont chacune constituée de 8 photorécepteurs. Les 

photorécepteurs de la couche externe (R1 à R6) sont similaires aux bâtonnets des vertébrés et 

les photorécepteurs de la couche interne (R7 et R8), qui expriment la rhodopsine (Rho), sont 

semblables aux cônes des vertébrés. Chez les drosophiles sauvages, les photorécepteurs R7 

expriment de manière aléatoire soit la rhodopsine 3 (Rho3) soit la rhodopsine 4 (Rho4) alors 

que les photorécepteurs R8 expriment soit la rhodopsine 5 (Rho5) soit la rhodopsine 6 

(Rho6). Cette mosaïque ainsi créée permet de détecter un large spectre de longueurs d’onde. 

Le couple Rho4/Rho6 (R8), qui est majoritaire dans les ommatidies (environ 70%), permet la 

reconnaissance des longueurs d’onde longues (ces ommatidies apparaissent jaunes lorsqu’on 

les illumine avec de la lumière blanche). Le couple Rho3/Rho5 (R7) permet la reconnaissance 

de courtes longueurs d’onde (ces ommatidies apparaissent « pâles » lorsqu’on les illumine 

avec de la lumière blanche). Chez les mutants Spineless, bien qu’aucun changement 

morphologique n’ait été détecté au niveau des ommatidies, celles-ci expriment exclusivement 

des photorécepteurs avec le couple Rho3/5 (R7). L’expression ectopique de Spineless 

provoque l’expression du couple Rho4/6 (R8) dans 100% des ommatidies (Figure 18) 

(Wernet et al., 2006).  

 

Figure 18: Cartographie et phénotype associé des photorécepteurs des ommatidies chez les 
différents mutants Spineless. 

Chez les drosophiles sauvages, les yeux sont constitués d’une mosaïque d’ommatidies 

exprimant des photorécepteurs différents permettant la vision en couleur. Chez les mutants 

Spineless, les ommatidies expriment toutes les mêmes photorécepteurs qui reconnaissent les 

courtes longueurs d’ondes (ommatidies pâles) alors que l’expression ectopique de Spineless 

provoque l’expression des photorécepteurs reconnaissant les longueurs d’onde longues 

(ommatidies jaunes) (Mcmillan & Bradfield, 2007b). 
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Tout comme ahr-1 chez le nématode, Spineless a été identifié comme un régulateur du 

développement neuronal et de la différenciation dendritique. Une étude montre son rôle dans 

la régulation de l’arborisation dendritique des neurones sensoriels (Kim et al., 2006). Les 

neurones sensoriels peuvent être classés en quatre groupes selon la morphologie de leurs 

dendrites. La suppression de Spineless provoque un changement de morphologie de 

l’arborisation dendritique de plusieurs sous-types neuronaux. On observe une augmentation 

des branchements dendritiques dans les classes de neurones qui ont une arborisation très 

« simple » (neurones sensoriels de classe I), et inversement, on observe une réduction des 

branchements dendritiques au niveau des neurones qui ont une arborisation très complexe 

(neurones sensoriels de classe IV) (Figure 19). Spineless est également nécessaire à la 

diversité dendritique retrouvée chez les différentes classes de neurones sensoriels (Kim et al., 

2006). 
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Figure 19: Arborisation dendritique de 2 types de neurones sensoriels chez des drosophiles 
sauvages et mutantes Spineless. 

A et B représentent des neurones de classe IV. Une réduction des branchements terminaux 

chez les mutants spineless, est observée (B). C et D représentent des neurones de classe I. Les 

mutants spineless (D) présentent une augmentation de la croissance de la branche principale 

et des branchements terminaux (Kim et al., 2006). 
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Récemment, une équipe a inséré le AhR murin sous le contrôle d’un promoteur 

inductible dans des drosophiles mutantes pour Spineless (Cespedes et al., 2010). Ils ont 

montré qu’en absence de dioxine, le AhR murin était capable de remplacer la fonction de 

Spineless chez la drosophile avec:  

• Une restauration presque complète du phénotype lié à la perte de fonction de 

Spineless durant le développement. 

• Une localisation du AhR murin dans le noyau comme son homologue invertébré. 

• Une liaison à la protéine co-partenaire Tango.  

Ce travail suggère que le AhR a conservé ses fonctions ancestrales durant l’évolution. Ainsi, 

tout comme Spineless ou ahr-1, le AhR murin pourrait jouer un rôle important dans le 

développement et l’homéostasie du système nerveux.  
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II. Le AhR et le système nerveux des mammifères 

A. Localisation du AhR dans le système nerveux 

 
Plusieurs études ont été réalisées afin d’étudier la localisation du AhR durant le 

développement du système nerveux. Cependant, les résultats publiés sont très contradictoires.  

L’équipe du Dr. B.D. Abbott a étudié, par hybridation in situ, l’expression de 

l’ARNm durant le développement embryonnaire (de 10 à 16 jours de gestation) de souris 

C57BL/6N. Cette étude montre que le AhR est exprimé dès le 10ème jour de gestation dans le 

neuroépithélium et dans le ganglion trigéminal7 (au niveau de la branche ophtalmique et 

mandibulaire), sa localisation cellulaire étant majoritairement nucléaire (Figure 20 à gauche). 

L’expression de la protéine AhR décroît graduellement dans ces tissus jusqu’au jour 14 de 

gestation et devient détectable dans certaines régions spécifiques du cerveau dont 

l’hippocampe1 (Abbott et al., 1995). Le AhR est également présent dans le système nerveux 

périphérique au niveau des ganglions rachidiens à partir du jour 12 de gestation, et dans le 

cristallin et la rétine au jour 13. 

L’équipe du Dr. C.A. Bradfield a étudié en parallèle l’expression du AhR durant le 

développement embryonnaire également par hybridation in situ du jour 9,5 au jour 16 de 

gestation chez les souris C57BL/6J (Jain et al., 1998). Leur étude montre que l’ARNm du 

AhR n’est pas exprimé (ou est du moins indétectable) au jour 9,5 de gestation. Au 13ème  jour 

de gestation, le AhR est exprimé dans de nombreuses régions comme le thymus ou les 

poumons. Toutefois, aucune expression au niveau du système nerveux n’a été identifiée 

(Figure 20 à droite). Ces deux études utilisent des ribosondes marquées au 35S. Cette 

technique de marquage des sondes présente comme inconvénient d’induire des faux-positifs. 

Concernant la caractérisation de l’expression de la protéine (Abbott et al., 1995), la 

problématique posée par la qualité des anticorps sera évoquée plus loin, page 45. 

 

 

 

 

 

 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
7 Le ganglion trigéminal est le ganglion sensitif du nerf trijumeau (nerf cranien V) qui se 
divisent en trois branches : la branche maxillaire, la branche mandibulaire et la branche 
ophtalmique.  
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Abbott et al., 1995 

C57BL/6N - Jour 10 

Jain et al., 1998 

C57BL/6J - Jour 9,5 

  

Figure 20 : Localisation de l’ARNm du AhR durant le développement embryonnaire chez la 
souris. 

Hybridation in situ du AhR dans les embryons de souris C56BL/6 

Colonne de gauche : n : neuroépithélium, h : cœur, v : arcs viscéraux, tp : placode 

trigéminale. Les grains blancs représentent le signal d’hybridation (Abbott, 1995)  
Colonne de droite : n : neuroépithélium, tg : ganglion trigéminal, v : ventricule cardiaque. 

Les grains blancs représentent le signal d’hybridation, les noyaux des cellules sont colorés en 

bleu (DAPI) (Jain, 1998). 
 

Par la suite, de nouvelles expériences d’hybridation in situ ont été effectuées sur un 

autre modèle, le rat Sprague-Dawley en utilisant des ribosondes marquées au 32P qui ont 

pour avantage de permettre une plus grande sensibilité de la détection (Petersen et al., 2000). 

Cette étude montre que, chez l’adulte, l’ARNm du AhR est exprimé dans de nombreuses 

régions cérébrales avec cependant des niveaux d’expression différents. Par exemple, le AhR 

est exprimé dans la couche CA3 de l’hippocampe, dans les cellules granulaires du cervelet 

ainsi que dans l’olive inférieure, alors que son expression est indétectable dans les noyaux 

pré-optiques de l’hypothalamus ce que contredit une étude postérieure de 2002, démontrant, 

par hybridation in situ, que le AhR est exprimé au niveau de ces mêmes noyaux pré-optiques 

chez le rat Sprague-Dawley adulte (Hays et al., 2002). Dans cet article, les sondes AhR ont 

été marquées au 33P. 

En parallèle de ces expériences d’hybridation in situ, plusieurs articles ont caractérisé 

l’expression de la protéine AhR dans différentes régions du cerveau. L’équipe du Dr. Abbott 

a montré son expression chez l’embryon de souris C57BL/6N en développement dans les 

mêmes régions que l’ARNm, dont l’hippocampe (Abbott et al., 1995). Chez les souris 

C57BL/6J, le AhR semble être exprimé dans le cervelet à différents âges (P0, P3, P6, P10, 

P21 et chez les adultes) (Williamson et al., 2005). Des cultures primaires permettent de 

montrer son expression plus spécifiquement dans les cellules granulaires du cervelet 
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(Sanchez-Martin et al., 2011). Une étude plus étendue montre que la pars compacta de la 

substance noire8, et différentes régions de l’hippocampe (le gyrus denté et les parties CA1 et 

CA3 de la corne d’Ammon) expriment ce récepteur (Akahoshi et al., 2009). Des expériences 

de Western blot ont également été réalisées sur des homogénats de cultures primaires de 

neurones corticaux et d’astrocytes de rats Sprague-Dawley et montrent l’expression du AhR 

dans ces régions  (Lin et al., 2008).  

 

Toutes ces études indiquent que la protéine du AhR est exprimée dans différentes 

zones du cerveau mais elles se révèlent extrêmement hétérogènes dans leurs conclusions. Une 

explication rationnelle à cette hétérogénéité est que les marquages révélés dans ces articles 

ont été uniquement réalisés sur des tissus de souris exprimant le AhR et n’ont pas utilisé 

comme contrôle négatif, des tissus issus de modèles de souris AhR KO. Nous avons tenté de 

reproduire ces protocoles sur des tissus fixés de souris AhR KO. Le résultat révèle un 

marquage identique à celui observé avec des tissus de souris sauvages. Les protocoles 

(notamment les anticorps utilisés) sont donc probablement non spécifiques, ce qui invaliderait 

les conclusions de ces études. Des résultats similaires ont été trouvées par d’autres équipes 

(rencontrées lors de différents symposiums dont le « AhR symposium à Dusseldorf en 

2011 ») qui ont également utilisé les souris AhR KO comme contrôle négatif.  
  

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
8 Pars compacta : partie de la substance noire constituée de neurones dopaminergiques, 
impliquée dans les systèmes de récompense, d’addiction et dans la motricité. 
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B. Rôles du AhR dans le système nerveux des mammifères : Effets d’un 

ligand exogène : la TCDD 

1. Etudes comportementales 

 
Les équipes de recherche se sont essentiellement concentrées sur les effets d’un ligand 

exogène du AhR, la TCDD (très utilisée du fait de sa spécificité mécanistique) au cours du 

développement et sur l’homéostasie du système nerveux. De plus, ce polluant 

environnemental s’accumule dans l’organisme au niveau des tissus gras comme, le cerveau 

(Kakeyama & Tohyama, 2003) durant une dizaine de jours chez la souris. Son caractère 

lipophile lui permet de passer les barrières hémato-encéphalique et placentaire. De plus, 

diverses études épidémiologiques chez l’Homme et expérimentales chez l’animal montrent 

que la TCDD possède de nombreux effets neurotoxiques (Birnbaum & Tuomisto, 2000) :  

Des études épidémiologiques suggèrent que des enfants exposés accidentellement à 

un mélange de polychlorobiphényles ou PCBs (PCB 126+PCB156  tous deux ligands du 

AhR) et de dioxines souffrent d’un retard de développement moteur et d’une hypotonie9 

(Neuberger et al., 1999, Rogan & Gladen, 1992). Chez l’Homme, des observations récentes 

montrent également que la circonférence de la tête du nouveau-né, un indicateur du 

développement cérébral fœtal, est corrélée négativement avec la quantité de TCDD retrouvée 

dans le lait maternel (Nishijo et al., 2008, Tawara et al., 2009). Ces observations suggèrent 

qu’une exposition à la TCDD a un effet sur la maturation du cerveau et est un facteur de 

risque d’anomalies du développement cérébral.  

Les études comportementales réalisées chez l’animal après une exposition à la 

TCDD durant le développement, révèlent i) des défauts de coordination motrice chez des rats 

Wistar (diminution de leur habilité à rester sur le Rotarod10) (Thiel et al., 1994) ii) une 

altération de la mémoire spatiale de rats Sprague-Dawley dans le test du labyrinthe radial à 8 

branches11 (Seo et al., 1999) iii) une perturbation de la motricité sur le test du plan incliné12 

chez de jeunes rats Wistar (Nishijo et al., 2007).  

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
9 L’hypotonie est un manque de tonus musculaire 
10 Le rotarod est un appareil permettant de mesurer l’apprentissage et la coordination 
motrice. Il consiste à mesurer le temps de maintien d’un animal disposé sur une barre 
cylindrique tournant à une vitesse définie. 
11 Le labyrinthe à 8 branches est utilisé pour étudier l’apprentissage et la mémoire spatiale. 
Il est constitué de 8 bras équidistants et d’une plateforme circulaire centrale.  
12 Le plan incliné permet de déterminer l’angle critique jusqu’auquel l’animal est capable de 
s’agripper sur une surface rugueuse, afin de mesurer sa force musculaire et sa coordination.  
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La plupart des effets toxiques de la TCDD passe par son récepteur, le AhR. Les cibles 

et les mécanismes à l’origine de ces altérations phénotypiques ont fait l’objet de nombreuses 

études présentées ci-dessous.  

2. Etudes des mécanismes neurotoxiques de la TCDD 

 
La TCDD peut agir sur les différentes populations cellulaires du système nerveux 

central (SNC) présentées dans la figure 21. 
 

 
Figure 21 : Représentation schématique des différentes populations cellulaires du système 

nerveux central. 

Dans le système nerveux central, les neurones sont entourés de cellules de la glie. Les cellules 

de la microglie sont des cellules du système immunitaire, mobilisées lors de lésions ou 

d’infections. Les astrocytes jouent, entre autre, un rôle dans l’apport en nutriments aux 

neurones et le maintien de la balance ionique du milieu extracellulaire. Les oligodendrocytes 

sont des cellules myélinisantes. Dans le système nerveux périphérique, les cellules 

myélinisantes sont les cellules de Schwann. (Adapté de http://fr.fotolia.com/id/30755393) 

 

a) Action sur les oligodendrocytes 

Récemment, une équipe a étudié les effets d’une exposition à la dioxine pendant la 

gestation sur la myélinisation du SNC (Fernandez et al., 2010). L’administration d’une unique 

dose de TCDD (0,7 µg/kg) à des rates Agouti noires au jour 18 de gestation provoque chez les 

jeunes rats (P2/3, P14, P30 et P135) une modification de l’expression de différents marqueurs 

dans le cervelet : 
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• Augmentation de Olig1 (« oligodendrocyte transcription factor 1 »), marqueur des 

cellules précurseurs indifférenciées de la lignée oligodendrocytaire (P14 à P135) 

• Augmentation de PDGFRα (« platelet derived growth factor receptor, alpha »), 

marqueur des oligodendrocytes en prolifération et non myélinisants (P2/3 et P14) 

• Diminution de la MBP (« Myelin Basic Protein »), marqueur des oligodendrocytes 

myélinisants (P135) 

La TCDD induirait, ainsi, un retard de différenciation et de maturation des oligodendrocytes. 

Deux mécanismes sont suspectés : le premier est un effet direct de la TCDD via le AhR 

durant la période critique de prolifération, migration et maturation des précurseurs des 

oligodendrocytes. Le second mécanisme proposé est un effet indirect de la dioxine sur les 

hormones endocrines (ex : œstrogènes et hormones thyroïdiennes) dont l’équilibre est 

important pour la maturation des oligodendrocytes. 

b) Action sur les astrocytes 

Afin d’étudier les effets de la dioxine sur les astrocytes, une équipe a travaillé sur un 

modèle de cellules gliales de rat, C6. Ces cellules ont la capacité, en présence de dbAMPc 

(« dibutyryl AMP cyclic »), de se différencier en astrocytes (différenciation morphologique et 

expression du marqueur GFAP pour « glial fibrillary acidic protein »). Le co-traitement des 

cellules par de faibles doses de TCDD (1 nM) et du dbAMPc entraîne une réduction de la 

longueur des ramifications des astrocytes et une diminution de l’expression de la GFAP. 

L’utilisation d’un antagoniste du AhR (α-naphtoflavone) a permis de mettre en évidence 

l’implication de ce récepteur dans ces processus (Takanaga et al., 2001). La TCDD modifie 

également l’homéostasie calcique dans des cultures d’astrocytes de rats (Legare et al., 1997). 

c) Action sur les neurones 

(1) Effets toxiques sur les précurseurs neuronaux 

!

Une étude de l’expression globale des gènes (transcriptomique) dans le télencéphale13 

de souris exposées à la TCDD durant leur développement a été entreprise (Gohlke et al., 

2009). Les télencéphales ventraux et dorsaux ont été disséqués au jour 13,5 de gestation après 

48 heures de traitement (5 µg/kg per os). La région ventrale du télencéphale contient de 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
13 Chez l’embryon, le télencéphale est la vésicule antérieure à l'origine des hémisphères 
cérébraux, des lobes olfactifs et des corps striés. 
!

!
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nombreux neurones GABAergiques alors que la région dorsale contient majoritairement des 

neurones glutamatergiques. Aucune différence dans la morphologie du télencéphale n’a été 

observée entre les souris traitées et non traitées. Toutefois, de nombreux gènes ont une 

expression modifiée par le traitement (environ 400 gènes). L’analyse de ces gènes suggère 

que la TCDD pourrait altérer la neurogenèse en prolongeant l’activation de gènes de la voie 

Notch, impliqués dans l’inhibition de la différenciation neuronale, comme par exemple Hes1 

(« hairy and enhancer of split homolog 1 »). Ce répresseur transcriptionnel a déjà été décrit 

comme une cible de la TCDD dans un modèle de carcinome mammaire humain (Thomsen et 

al., 2004). L’expression de gènes favorisant la différenciation neuronale tels que Mash1 et les 

homéoprotéines Dlx1 et Dlx2 ou Sox11, est diminuée après traitement par la dioxine (Gohlke 

et al., 2009). Cette étude a été réalisée sur des homogénats de télencéphales constitués de 

cellules souches neuronales pouvant se différencier en neurones, astrocytes et 

oligodendrocytes. Une exposition à la TCDD pourrait ainsi entraîner une neurotoxicité sur le 

cerveau en développement. 

D’autres auteurs se sont plus spécifiquement intéressés aux précurseurs neuronaux, 

ainsi et bien que ces résultats soient désormais contestés (voir paragraphe II a), l’expression 

du AhR a été mise en évidence dans le cervelet de souris par Western Blot durant les premiers 

jours suivant la naissance et jusqu'à l’âge adulte. Le pic d’expression du AhR se situe entre les 

jours 3 et 10 après la naissance, ce qui correspond à une période critique pour le 

développement des cellules granulaires (Williamson et al., 2005). Durant l’embryogenèse, les 

précurseurs des cellules granulaires (GNP), originaires des lèvres rhombiques du 

métencéphale, migrent dans la couche granulaire externe (EGL) où ils prolifèrent rapidement 

(figure 22). A partir de la naissance et jusqu’au jour 18 post-natal, les cellules granulaires 

post-mitotiques subissent une migration tangentielle (c’est-à-dire parallèle à la surface du 

cervelet) et se différencient en émettant deux prolongements en direction opposée (futurs 

axones appelés fibres parallèles). C’est au cours de cette période critique que le AhR 

s’exprime (P3-P10). Du jour 7 au jour 21, les cellules granulaires émettent un troisième 

prolongement perpendiculaire à la surface qui leur permet de migrer le long des cellules de 

Bergmann (BG sur le schéma). Ces cellules spécialisées de la glie assurent la migration 

radiaire des grains jusqu’à la couche granulaire interne (IGL) (Figure 22). Dans la couche 

IGL, les cellules granulaires sont différenciées et expriment des marqueurs spécifiques 

comme le récepteur GABA(A)α6.  
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Figure 22 : Représentation schématique du développement du cervelet. 

EGL : couche granulaire externe, GC : cellules granulaires, PC : cellules de Purkinje, BG : 

cellules Bergmann, MF : fibres moussues, CF : fibres grimpantes, PF : fibres parallèles, 

ML : couche moléculaire, PCL : couche des cellules de Purkinje, IGL : couche granulaire 

interne, rp : fibres radiaires des cellules de Bergmann (Adapté de 

http://www.cdtdb.neuroinf.jp/CDT/About.jsp) 

 

 Le traitement par la TCDD de souris transgéniques lacZ-XRE, âgées de 10 jours, 

(Willey et al., 1998) a permis de montrer une activité du AhR (via l’activation de la ß-

galactosidase) dans la couche externe des cellules granulaires et dans la couche moléculaire 

du cervelet (Williamson et al., 2005).  

Des études in vivo et in vitro (cultures primaires de précurseurs de cellules granulaires) 

ont mis en évidence différents effets de la TCDD sur la prolifération, la différenciation et 

l’apoptose des cellules granulaires : 

 

• Effets sur la prolifération  

Après une exposition à la TCDD (1 µg/kg, per os) de souris C57BL/6J âgées de 6 

jours, une augmentation de l’épaisseur de la couche granulaire externe (EGL) ainsi que de 

l’expression de la protéine pH3, facteur assurant le passage G2/M du cycle cellulaire, sont 

observées. Ceci suggère une augmentation de la prolifération cellulaire des cellules 

granulaires mitotiques (voir mitotic GC entre P3-P7 sur la figure 22) (Collins et al., 2008). 

Ces effets pro-prolifératifs sur les cellules granulaires ne sont pas nécessairement retrouvés 

avec tous les types cellulaires neuronaux : ainsi, la TCDD diminue la prolifération (arrêt du 

cycle en phase G1) de : 

, la lignée C17.2, lignée immortalisée dérivant de précurseurs neuronaux de 

cervelet de souris 
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, des précurseurs NPC (« neural precursor cells ») primaires provenant du 

prosencéphale de souris ou de précurseurs neuronaux (Latchney et al., 2011). 

L’expression du AhR in vivo, durant la période de prolifération des NPC 

(Abbott et al., 1995), pourrait être à l’origine d’une plus grande susceptibilité 

à la toxicité des ligands du AhR durant le développement embryonnaire.  

 

• Effets sur la différenciation 

La même étude in vivo montre que la TCDD augmente des marqueurs précoces de la 

différenciation des cellules granulaires comme TAG1 (ou Contactin2). De plus, le traitement 

de cultures de cellules granulaires par 10 nM de TCDD provoque une augmentation de la 

croissance neuritique 8h après traitement. Ils observent également après 3 jours de traitement 

une augmentation de l’expression de PSA-NCAM (« PolySialic Acid-Neural Cell Adhesion 

Molecule ») et du récepteur GABA(A)α6, protéines exprimées dans les cellules granulaires 

matures (Collins et al., 2008). Ces résultats suggèrent que la TCDD stimule la différenciation 

des précurseurs des cellules granulaires à un stade précoce de leur maturation. Si ce 

phénomène se produit trop précocement, la mise en place de certaines couches cérébelleuses 

pourrait être affectée. 

 

• Effets sur l’apoptose 

Durant le développement du cervelet, deux vagues d’apoptose ont lieu : une première 

dans la couche EGL au 10ème jour après la naissance, et une seconde moins importante dans la 

couche IGL au 21ème jour (White & Barone, 2001). La TCDD entraîne l’augmentation de 

l’expression de la protéine pro-apoptotique BAX (« BCL2-associated X protein ») dans la 

couche moléculaire et dans la couche IGL chez les souris âgées de 10 jours, deux zones dans 

lesquelles l’apoptose est absente chez les souris non traitées. Une augmentation de l’apoptose 

a été également observée sur des cultures primaires de cellules granulaires traitées par de la 

TCDD (fragmentation de l’ADN et augmentation de l’activité de la caspase-3) (Sanchez-

Martin et al., 2011). La production d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) a été détectée 

dans ces cultures. L’utilisation simultanée de cultures primaires de cellules granulaires issues 

de souris KO, a permis de mettre en évidence le rôle du AhR dans ce phénomène.  
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(2) Effets toxiques sur les neurones différenciés 

 

L’un des effets neurotoxiques classiquement associé à l’exposition de polluants 

(pesticides organochlorés, paraquat, roténone par exemple dans la maladie de Parkinson) est 

l’activation de certaines voies apoptotiques. Dans ce contexte, l’une des hypothèses retenue 

est celle d’une apoptose dépendante d’une excitotoxicité glutamatergique, elle-même 

dépendante de l’activité des récepteurs NMDA (acide N-méthyl-D-aspartique): ceux-ci sont 

des canaux tétramériques, constitués de deux sous-unités NR1 et de deux sous-unités NR2 

perméables au calcium. Ils jouent un rôle important dans la survie et la plasticité synaptique 

via l’induction du facteur BDNF (« brain-derived neurotrophic factor ») mais induisent 

également une excitotoxicité du fait d’un grand influx de calcium en cas de stimulation 

prolongée. Les effets bénéfiques ou toxiques des récepteurs NMDA sont attribués à leur 

localisation membranaire au niveau de sites synaptiques ou extrasynaptiques (Hardingham & 

Bading, 2010). Le traitement par de faibles doses de NMDA stimule préférentiellement les 

récepteurs synaptiques et la survie neuronale en induisant la voie de signalisation CREB 

(« cAMP-responsive element binding protein ») qui augmente l’expression de BDNF. Au 

contraire, de fortes doses de NMDA activent à la fois les récepteurs synaptiques et 

extrasynaptiques (ces derniers ayant un effet antagoniste sur les récepteurs synaptiques avec 

une diminution associée de l’induction du BDNF), ce qui provoque un trop grand influx de 

calcium et la mort cellulaire : le traitement des neurones corticaux par de fortes doses de 

NMDA induit une excitotoxicité qui se traduit par une augmentation de la concentration de 

calcium intracellulaire et l’apoptose des cellules (Vanhoutte & Bading, 2003).  

Un traitement par la TCDD de cultures primaires d’hippocampe de rat provoque une 

élévation rapide de la concentration intracellulaire de calcium ([Ca2+]i) (Hanneman et al., 

1996) qui est associée avec une diminution du potentiel de membrane mitochondriale (ce qui 

suggère la mise en place d’une réponse apoptotique) et à l’activation des protéines kinases, α-

PKC et ε-PKC.  

Une autre étude a rapporté le même phénomène et a démontré l’implication des 

récepteurs NMDA dans cette élévation de Ca2+ intracellulaire. Le blocage de ces récepteurs 

dans les neurones granulaires du cervelet, abolit l’augmentation de [Ca2+]i mais aussi la 

production d’espèces réactives de l’oxygène (ERO) provoquée par la TCDD (Kim & Yang, 

2005). D’autres auteurs ont identifié les mécanismes cellulaires associés : l’élévation la 

concentration de calcium active la protéine kinase CaMK-IV (« Calcium/calmodulin 

dépendent protein kinase IV ») qui subit alors une translocation nucléaire et phosphoryle le 
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co-activateur CBP (« CREB binding protein ») qui intervient dans la voie de signalisation du 

AhR. Ceci a pour conséquence l’augmentation de la transcription du gène du Cyp1a1 et par 

conséquent l’augmentation des niveaux d’ERO14. Les ERO peuvent être très toxiques en cas 

d’élévation trop importante de leur production, et conduire à la mort neuronale (Lin et al., 

2008). Enfin, une étude plus récente menée par la même équipe montre que la TCDD, via le 

AhR, augmente l’expression de la sous-unité NR2A du récepteur NMDA, ce qui renforcerait 

le potentiel d’excitotoxicité (Lin et al., 2008). Une synthèse de l’ensemble de ces résultats est 

présentée en figure 23. De plus, un traitement périnatal (15ème jour de gestation) de rate 

provoque une diminution de l’ARNm de la sous-unité NR2B et l’augmentation de l’ARNm 

de la sous-unité NR2A (Kakeyama et al., 2001). !

 

Figure 23 : Représentation schématique des mécanismes de neurotoxicité de la TCDD 
dépendant du calcium. 

L’activation du AhR par la TCDD entraîne sa translocation nucléaire et sa liaison avec son 

partenaire ARNT. L’hétérodimère formé recrute le coactivateur CBP phosphorylé et active la 

transcription de gènes cibles dont la sous-unité NR2A du récepteur NMDA et le Cyp1A1 qui 

produit des espèces réactives de l’oxygène (ERO) pouvant provoquer la mort neuronale. 

Cette voie de signalisation impliquant le AhR favorise ainsi une entrée de calcium dans la 

cellules à travers les récepteurs NMDA, qui active l’enzyme CaMK-IV qui phosphoryle le 

coactivateur CBP. Adapté de (Lin et al., 2008). 
 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
14 L’augmentation de la production d’espèces réactives de l’oxygène par le Cyp1A1 est due 
au découplage vis à vis de l’oxygène, observé avec certains de ses substrats. 
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(3) Effets sur la sécrétion de neurotransmetteurs 

 
D’autres mécanismes de cytotoxicité neuronale ont été décrits comme étant associés à 

la présence de ligands du AhR.  

Une expérience d’hybridation in situ démontre l’expression du AhR dans les neurones 

GABAergiques, qui expriment GAD6715 (« glutamic acid decarboxylase 67 ») (Hays et al., 

2002). Un traitement par la TCDD provoque la diminution de l’ARNm de GAD67 chez les 

rats. Ceci pourrait être associé à la présence d’éléments de réponse inhibiteurs à la dioxine 

dans les promoteurs de ces enzymes (Pinal et al., 1997). 

Par ailleurs, une étude in vitro utilisant un modèle de neuroblastome murin, Neuro2a, 

montre que la TCDD augmente l’expression de la tyrosine hydroxylase, enzyme impliquée 

dans la synthèse des catécholamines, qui se traduit par une élévation de la quantité de 

dopamine et de son précurseur, la L-Dopa (Akahoshi et al., 2009). L’étude révèle que la 

régulation de la tyrosine hydroxylase par la TCDD via le AhR n’est pas dépendante d’une 

liaison du AhR avec une séquence XRE consensus mais avec un élément de réponse de 

séquence alternative suggérant l’intervention d’un complexe transcriptionnel impliquant le 

AhR mais pas nécessairement ARNT. Le mécanisme reste à élucider.  

La concentration de sérotonine est aussi altérée après une exposition à la TCDD. Des 

rats adultes exposés à la TCDD ont une augmentation de la concentration en sérotonine et 

d’acide 5 hydroxyindole-3-acétique (5HIAA, métabolite de la sérotonine) dans le cerveau, 

corrélée à une augmentation de la concentration de tryptophane (précurseur de la sérotonine) 

dans le plasma (Unkila et al., 1993).  

L’ensemble de ces résultats suggère donc que la TCDD pourrait moduler la 

signalisation de certains neurotransmetteurs en modifiant soit la quantité de ces molécules 

(par régulation de l’expression des enzymes les synthétisant) soit la quantité de récepteurs 

impliqués dans leur détection (ex : NMDA). Ces études sont intéressantes compte tenu de 

l’importance de ces neurotransmetteurs (glutamate, catécholamines) et notamment de la 

variation de leur concentration dans certaines structures cérébrales lors de la mise en place de 

certaines pathotologies.  

 
 
 
 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
15 GAD67 est une des enzymes de synthèse du neurotransmetteur GABA (« γ aminobutyric 
acid »)  
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3. Effets neurotoxiques de la TCDD sur le système nerveux 

périphérique 

 
La TCDD est également toxique pour le système nerveux périphérique. En effet, 

l’injection d’une dose unique de 8,8 µg/kg de TCDD par voie intrapéritonéale à une rate 

gestante provoque, 10 mois plus tard chez les rats devenus adultes, la diminution de la vitesse 

de conduction des nerfs moteurs et sensoriels ainsi que des polyneuropathies (atteintes de 

multiples nerfs périphériques) (Grehl et al., 1993).   

4. Neurotoxicité indirecte de la dioxine 

a) Effets de la TCDD sur le système thyroïdien 

 
La TCDD a été décrite comme un perturbateur endocrinien. Des rates gestantes ont été 

exposées à de faibles doses de TCDD (0,2 µg/kg) du premier jour de gestation jusqu’au 

sevrage des ratons. L’analyse des niveaux d’hormones thyroïdiennes T3 et T4 des ratons 

montre une diminution significative de ces hormones par la TCDD qui pourrait être liée à 

l’induction d’une enzyme impliquée dans le catabolisme des hormones T4 (Ahmed, 2011).  

Les enzymes thyroïdiennes jouant un rôle essentiel dans la mise en place du système nerveux 

central, notamment au niveau du cervelet (Koibuchi, 2008). Un hypothyroïdisme durant la 

période périnatale ainsi que des mutations des récepteurs des hormones thyroïdiennes sont 

associés à des défauts de l’architecture et de la composition du cortex cérébelleux : i) 

diminution de la prolifération des précurseurs des cellules granulaires de la couche EGL ii) 

défaut de la migration radiale des cellules granulaires (migration des cellules granulaires de la 

couche EGL vers la couche IGL) iii) altération de la morphologie des fibres des cellules de 

Bergmann iv) diminution de l’arborisation dendritiques des cellules de Purkinje v) retard de 

différenciation des oligodendrocytes et des interneurones GABAergiques (Chatonnet et al., 

2011, Martinez et al., 2011). Ainsi une diminution du taux d’hormones thyroïdiennes par la 

TCDD peut entraîner des défauts de développement cérébral et une altération de la fonction 

cérébelleuse. 
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b) Effets de la TCDD sur l’intégrité de la barrière hémato-

encéphalique  

 
La barrière hémato-encéphalique (BHE) est une barrière constituée de cellules 

endothéliales jointives (caractérisée par la présence de jonctions serrées), d’astrocytes, de 

péricytes (cellules de soutien) ainsi que de neurones (neurites) (Figure 24) 

 

Figure 24 : Constituants cellulaires de la barrière hémato-encéphalique. 

(Adapté de (Abbott et al., 2006). 

 

Elle constitue la première ligne de défense du cerveau. Une altération de l’intégrité de la BHE 

peut provoquer des défauts d’apport en nutriments aux neurones (dioxygène, glucose, …) 

ainsi que l’entrée d’agents pathogènes. Plusieurs études montrent que le AhR est exprimé 

dans les cellules endothéliales de la BHE chez les souris (Filbrandt et al., 2004), les rats 

(Jacob et al., 2011) et chez l’Homme (Dauchy et al., 2008). Chez l’Homme, seul le AhR est 

détecté dans les cellules endothéliales (le PXR et le CAR sont indétectables) (Dauchy et al., 

2009). La culture primaire de cellules endothéliales de souris a permis de mettre en évidence 

une distribution de manière égale du AhR dans le compartiment cytoplasmique et nucléaire. 

De plus, une équipe a également montré son expression dans le cytoplasme des astrocytes 

(Filbrandt et al., 2004). Lorsque les cellules endothéliales et les astrocytes sont traités par de 

la TCDD, une augmentation de l’expression des cytochromes Cyp1a1 et Cyp1b1 est observée 

(Filbrandt et al., 2004). Ceux-ci peuvent engendrer des métabolites toxiques ainsi que des 

ERO, éventuellement responsables d’un stress oxydant.  
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La neurotoxicité de la dioxine sur le système nerveux central pourrait être ainsi due à 

une augmentation de stress oxydant dans les constituants primaires de la BHE responsable 

d’une altération de son intégrité à l’origine d’une perturbation de l’homéostasie du système 

nerveux.  

C. Rôle endogène du AhR dans le système nerveux central 

 
Très peu d’études ont été réalisées sur les fonctions endogènes du AhR dans le 

système nerveux central. Un article montre que l’absence du AhR dans le modèle de souris 

KO AhR∆
2/

∆
2Bradfield provoque une diminution d’environ 30% de la quantité d’ADN présente 

dans le cervelet comparé à des souris sauvages. De plus, le niveau d’expression du récepteur 

au GABA(A)α6 (marqueur des cellules granulaires matures) est diminué de 30% (Collins et 

al., 2008). Cette diminution peut être due à différents processus comme des défauts de 

prolifération ou de migration des précurseurs des cellules granulaires ou bien à une mort 

neuronale. Des expériences d’invalidation du AhR (utilisation de siRNA dirigés contre le 

AhR) ont aussi été réalisées dans des cultures primaires de neurones corticaux (Lin et al., 

2008). Cette équipe s’est concentrée sur les récepteurs NMDA (voir plus haut ; et ci-dessous 

figure 24). L’invalidation du AhR dans ces neurones diminue l’influx de calcium 

intracellulaire (provoqué par de fortes doses de NMDA) ainsi que le nombre de cellules 

nécrosées. Ces résultats suggèrent que l’absence de AhR protège les neurones contre 

l’excitotoxicité des récepteurs NMDA. De plus, il a été montré une diminution de 

l’expression de certaines sous-unités constituant le récepteur NMDA (sous-unité NR1 et 

NR2A) et une diminution du nombre de récepteurs présents à la surface des neurones. 

L’absence du AhR induit une augmentation de la quantité de BDNF dans les neurones traités 

par du NMDA. Le mécanisme proposé pour expliquer ce résultat est que l’invalidation du 

AhR diminue préférentiellement l’expression des sous-unités NR1 et NR2A des récepteurs 

extrasynaptiques levant ainsi leur effet antagoniste sur l’induction du facteur BDNF (par les 

récepteurs synaptiques) dont l’expression est par conséquent augmentée (Figure 24).  
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Figure 24 : Effet de l’invalidation du AhR sur la signalisation des récepteurs NMDA.

L’activation des récepteurs NMDA synaptiques entraîne une élévation du Ca
2+

 intracellulaire 

qui va activer le facteur de transcription CREB. Ce facteur provoque l’augmentation de 

l’expression de gènes dont le BDNF, impliqués dans la plasticité synaptique et la survie 

cellulaire. En parallèle, les récepteurs NMDA extrasynaptiques provoquent l’entrée d’une 

grande quantité de [Ca
2+

]i qui entraîne une inhibition du facteur CREB et l’activation 

d’enzymes induisant une excitotoxicité et la mort neuronale. L’invalidation du AhR (suivre les 

traits et les flèches bleues)  provoque une diminution des sous-unités des récepteurs NMDA 

extra-synaptiques, une diminution de l’entrée de Ca
2+

, ce qui lève l’inhibition de l’expression 

du BDNF. Adapté de (!"#$%&$'()*$+,,-). 

 

Le AhR intervient également, indépendamment d’une liaison à un ligand exogène, 

dans le contrôle du cycle cellulaire: une équipe a travaillé sur la lignée de cellules DAOY 

(cellules dérivées d’un médulloblastome, cancer provoqué par la prolifération anormale des 

précurseurs des cellules granulaires ou GNP du cervelet chez l’enfant) (Dever & Opanashuk, 

2012). Ils ont créé une lignée dans laquelle l’expression du AhR a été diminuée d’environ 

70% (par une stratégie utilisant des shRNA). Les cellules transfectées, prolifèrent moins que 

les cellules transfectées par le shRNA contrôle. La diminution de la prolifération est corrélée 

à une diminution d’expression du facteur transcriptionnel Hes1, impliqué dans la prolifération 

des GNP et à une augmentation de l’expression de la protéine p27kip1 qui provoque un arrêt du 

cycle cellulaire en phase G0/G1. 
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D’autres études ont, à l’inverse, été menées en augmentant l’expression intracellulaire 

du AhR : les cellules de la lignée de neuroblastomes de souris Neuro2a ont été transfectées de 

manière stable avec un plasmide d’expression codant le AhR de rat. Ces cellules acquièrent 

des neurites de nature axonale, comme le démontre le marquage positif avec NF-H 

(neurofilaments, exprimés dans les axones) (Figure 25), et cdc42 (protéine impliquée dans la 

croissance axonale) (Akahoshi et al., 2006).  

 

Neuro2a contrôle Neuro2a surexprimant le AhR 

  

 

Figure 25 : Image en contraste de phase des neurofilaments phosphorylés NF-H dans les 
cellules Neuro2a surexprimant ou non le AhR. 

(Akahoshi et al., 2006). 

 

De plus, la surexpression du AhR dans ces cellules induit une surexpression de 

l’enzyme de synthèse des catécholamines (la tyrosine hydroxylase) pouvant aboutir à une 

différenciation catécholaminergique. Ces deux études suggèrent que l’expression du AhR 

favorise la différenciation des précurseurs neuronaux et inhibe leur prolifération. 
 

D. Hypothèse de travail 

La localisation du AhR dans le système nerveux central et périphérique chez le 

rongeur n’est pas bien définie. Les techniques d’hybridation in situ mises en œuvre pour 

identifier l’expression du AhR ont donné des résultats contradictoires. De plus, les 

expériences d’immunohistochimie qui ont permis de localiser le AhR dans certaines zones 

précises du cerveau n’ont pas utilisées comme contrôle négatif les souris AhR invalidées pour 

ce récepteur, ce qui ne permet pas une interprétation définitive des résultats. Cependant, le 

traitement intra-péritonéal de souris par la TCDD entraîne une augmentation de l’expression 

du Cyp1A1, gène cible du AhR, dans différentes zones du cerveau (cervelet, hippocampe, 
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cortex). Ce résultat suggère une expression du AhR dans le système nerveux central chez la 

souris, toutefois probablement plus faible que dans d’autres organes, comme le foie. 

La TCDD perturbe différents processus cellulaires de modèles neuronaux et gliaux. Ce 

polluant environnemental altère la différenciation de nombreuses cellules du système nerveux 

central (oligodendrocytes, astrocytes, et précurseurs neuronaux), augmente l’apoptose de 

certains précurseurs neuronaux et altère leur prolifération (augmentation de la prolifération 

des précurseurs des cellules granulaires et, au contraire, diminution de la prolifération des 

précurseurs neuronaux présents dans le proencéphale). La TCDD provoque par ailleurs une 

perturbation de la sécrétion de certains neurotransmetteurs comme le GABA, la dopamine et 

la sérotonine en agissant soit sur leur synthèse (régulation transcriptionnelle des enzymes) soit 

sur leurs récepteurs spécifiques. La plupart des effets neurotoxiques de la TCDD sont dus à 

l’activation de son récepteur, le AhR, comme le démontre l’utilisation de souris invalidées ou 

de shRNA. Deux mécanismes peuvent expliquer cette toxicité : 

, Le premier mécanisme emprunterait la voie de signalisation classique du AhR 

présentée dans le paragraphe 5a. La TCDD se lie à son récepteur cytoplasmique et 

régule l’expression de gènes cibles. Comme cela a été décrit dans cette introduction, 

ces régulations peuvent être soit positives soit négatives.  

, Le deuxième mécanisme implique un rôle physiologique du AhR dans le système 

nerveux. Lorsque l’organisme est exposé à un ligand exogène comme la TCDD, le 

AhR est « détourné » de son rôle physiologique et active l’expression des gènes des 

enzymes du métabolisme des xénobiotiques (Sartor et al., 2009). 

 

Peu d’études ont porté sur un éventuel rôle endogène du AhR dans le système 

nerveux.  Cette hypothèse reste donc à tester. Des études montrent i) une altération du niveau 

d’expression d’un marqueur des cellules granulaires matures chez les souris AhR-/- (Collins et 

al., 2008) ii) le rôle protecteur du AhR face à l’excitotoxicité du glutamate (Lin et al., 2009). 

Toutefois, nous ne disposons d’aucune donnée sur d’éventuels troubles comportementaux des 

souris déficientes en AhR. L’existence de troubles comportementaux suggérerait un rôle 

endogène du AhR dans le développement ou l’homéostasie du système nerveux central.  

   



! '*!

III. Objectifs de la thèse 

 
L’objectif principal de mon travail a été de caractériser le(s) rôle(s) endogène(s) du AhR 

dans le système nerveux chez la souris. Pour réaliser cette étude, le modèle de souris 

invalidées pour le AhR développé par le Dr. Pedro Fernandez-Salguero a été utilisé. Seules 

les souris mâles ont été incluses, afin de s’affranchir de l’interaction entre les voies du AhR et 

des récepteurs aux œstrogènes (paragraphe I-A.8.d). Deux études ont été menées en parallèle.  

La première étude a porté sur la recherche de troubles comportementaux chez les souris 

AhR-/- (chapitre IV). Nous avons ainsi mis en évidence la présence de troubles oculomoteurs 

qui se traduisent par des mouvements horizontaux involontaires et réguliers des yeux, appelés 

nystagmus pendulaire horizontal. La première partie de mon travail de thèse s’est portée sur 

l’étude des mécanismes associés à ce phénotype unique qui pourrait faire des souris AhR un 

modèle d’étude de nystagmus congénital. Par ailleurs, des problèmes moteurs ont été observés 

chez les souris transgéniques. Ce résultat nous a conduit à nous intéresser plus spécifiquement 

au système nerveux périphérique et aux cellules de Schwann. En effet, des expériences 

d’hybridation in situ menées ont démontré l’expression du AhR dans les précurseurs des 

cellules de Schwann.  

Dans une seconde partie, nous avons réalisé des études mécanistiques afin d’identifier de 

nouvelles cibles transcriptionnelles du AhR et de la dioxine (Chapitre V). Sur la base des 

études d’expression déjà publiées, nous avons entrepris une étude génomique à grande échelle 

dans le cervelet de souris. Nous avons comparé l’expression des gènes dans le cervelet de 

souris mâles adultes AhR+/+ et AhR-/- traitées ou non par 10 µg/kg de TCDD pendant 48h. 

Cette étude nous a permis de mettre en évidence des gènes régulés spécifiquement par le AhR 

en absence de ligand exogène mais les analyses statistiques utilisant le logiciel « Focus » 

entreprises par la suite ont révélé deux aspects inattendus des propriétés du récepteur. 

Premièrement, la comparaison des effets de la TCDD chez la souris AhR+/+ et la souris AhR-/- 

montre que la régulation de certains gènes cibles est inversée par le génotype, ce qui 

suggérerait ainsi un rôle modulateur du AhR (encore inexpliqué) sur les effets de la TCDD. 

Deuxièmement, nous avons démontré que les régulations de gènes cibles du AhR étaient 

majoritairement équivalentes entre les souris AhR+/+ traitées à la TCDD et chez les souris 

AhR-/-  non traitées. Ce résultat est en faveur de l’hypothèse de fonctions physiologiques du 

AhR détournées lors d’une exposition à un ligand exogène (ici la TCDD).  

La découverte de cette nouvelle forme d’action de la TCDD (« de perturbation des 

fonctions physiologiques ») m’a conduite à participer à des études sur un autre modèle de 
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perturbation endogène, le foie. En effet, les souris AhR-/- développent une fibrose portale que 

nous avons également observée chez des souris traitées par la TCDD de manière prolongée 

(Chapitre VI). Dans ce travail, j’ai notamment mené, en plus des traitements à la TCDD 

utilisées pour les analyses sur le cervelet, un travail à la fois de caractérisation histologique et 

d’étude d’expression des marqueurs de fibrose dans le foie. Nos résultats vont dans le même 

sens que ceux de la seconde partie de ma thèse, suggérant une perturbation de l’homéostasie 

du foie par la TCDD équivalente à celle observée chez les souris AhR-/-. L’une des 

hypothèses mécanistiques pour expliquer l’origine de la fibrose est la transition épithélio-

mésenchymateuse (ou TEM) dont l’étude au laboratoire a également conduit à des 

publications auxquelles j’ai participé (Bui et al., 2009).  

En conclusion, mes travaux sont en faveur de l’idée d’un rôle du AhR dans le maintien de 

l’homéostasie du système nerveux et posent l’hypothèse d’un rôle endogène du récepteur 

potentiellement perturbé par la présence de xénobiotiques. Ces travaux m’ont conduite à 

participer à l’écriture de deux revues générales sur les propriétés transcriptionnelles du 

récepteur en intégrant l’importance de la nature de ses ligands dans les réponses induites 

(notamment les ligands endogènes récemment caractérisés). 

! !
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Article 1 : Oculomotor deficits in Aryl hydrocarbon 
Receptor null mouse. 

Auteurs: Aline Chevallier, Antoine Mialot, Jean-Maurice Petit, Pedro 
Fernandez-Salguero, Robert Barouki, Xavier Coumoul, Mathieu 
Beraneck 
 
Article en révision chez PLos ONE 
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Résultats 

IV. Déficits oculomoteurs chez les souris déficientes pour le AhR 

Article en révision dans le journal PLoS ONE. 
!

A. Contexte scientifique 

Ma première étude a porté sur le rôle du AhR dans le système nerveux central des 

souris.  

Les différentes études phylogénétiques montrent que le AhR est conservé chez les 

vertébrés et les invertébrés avec un ancêtre commun datant de 3,5 milliards d’années (Hahn, 

2002). Chez les invertébrés, ce facteur de transcription ne lie pas les xénobiotiques 

classiquement utilisés dans les modèles de vertébrés, comme la TCDD, suggérant que la 

fonction de récepteur aux xénobiotiques du AhR a été acquise après la séparation des 

vertébrés et des invertébrés. De plus, les orthologues du AhR chez les invertébrés sont 

impliqués dans le développement et l’homéostasie du système nerveux (paragraphe II). Nous 

avons émis l’hypothèse que ce rôle physiologique du AhR pourrait avoir été conservé dans le 

système nerveux des mammifères et que de nouvelles fonctions issues de la liaison aux 

xénobiotiques pourraient s’être développées au cours de l’évolution. 

En collaboration avec le Dr. Beraneck du CESeM (Centre d’étude de la 

SensoriMotricité), une exploration des mouvements oculaires a été entreprise dans le but de 

mettre en évidence d’éventuels troubles sensorimoteurs. L’étude des mouvements oculaires 

n’est pas classiquement effectuée en première intention. Cependant, la proximité entre les 

deux laboratoires nous a conduit à réaliser ce type d’étude en premier. De plus, les 

mouvements de stabilisation du regard sont des réflexes bien caractérisés chez les vertébrés. 

L’anatomie et la physiologie des circuits impliqués sont connues. Les organes et régions 

d’intérêts incluent la rétine et les afférences visuelles, l’oreille interne, le tronc cérébral, le 

cervelet et les muscles extra-oculaires. Une altération survenant dans l’une de ces régions 

produit des mouvements oculaires anormaux caractéristiques (Stahl, 2004).  

Les mouvements de l’œil sont assurés par trois paires de muscles antagonistes : 4 

muscles droits appelés rectus (supérieur, inférieur, médian et latéral) et 2 muscles obliques 
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(supérieur et inférieur) (Figure 26). Ces muscles permettent les mouvements des yeux selon 

trois axes : horizontal (adduction et abduction16), vertical et torsion (interne ou externe). 

 

Figure 26 : Représentation schématique de l’insertion des 3 paires de muscles extra-oculaires 
sur l’œil droit.  

Adapté de http://www.pfofflaserandeye.com/anatomy.htm 
 

Les muscles extra-oculaires sont contrôlés par 3 nerfs crâniens :  

• le nerf abducens (nerf crânien VI) innerve le muscle rectus latéral. Son noyau est 

localisé sous le 4ème ventricule.  

• Le nerf trochléaire (nerf crânien IV) innerve le muscle oblique supérieur  dont le 

noyau est localisé dans le mésencéphale au niveau des colliculus inférieurs.  

• Le nerf oculomoteur (nerf crânien III), dont le noyau est situé dans le mésencéphale au 

niveau des colliculi supérieurs, innerve les 4 autres muscles extra-oculaires. En plus de 

l’innervation des muscles extra-oculaires, ce nerf contrôle également les muscles 

releveurs de la paupière et la constriction de la pupille (myosis).  

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
16Adduction : mouvement des yeux de la tempe vers le nez ; abduction : mouvement des 
yeux du nez vers la tempe 

Nerf optique

Muscle

rectus latéral

Muscle

rectus inférieur

Muscle

oblique inférieur

Muscle rectus médian

Muscle rectus supérieur

Muscle supérieur oblique
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Figure 27 : Représentation simplifiée du cerveau de souris (coupe sagittale) 

En bleu, MVN : noyaux vestibulaires médians, PH : Prepositus Hypoglossi ; en vert, IO : 

Olive inférieure ; en rose, noyaux des nerfs oculomoteurs (III, IV et VI) ; en jaune, NOT : 

Noyau du tractus optique (Adapté de (Beraneck & Lambert, 2009). 
 

L’étude des mouvements oculaires a mis en évidence chez les souris AhR-/- la 

présence d’oscillations involontaires des yeux, sinusoïdales exclusivement horizontales 

(nystagmus pendulaire). Chez l’Homme, cette pathologie entraîne une diminution de l’acuité 

visuelle puisque les images ne peuvent être stabilisées sur la rétine. Les nystagmus sont 

classiquement quantifiés en terme d’amplitude et de fréquence (nombre d’oscillations/sec). 

Les nystagmus pendulaires peuvent être classés en deux catégories selon leur apparition au 

cours de la vie: 

Le nystagmus congénital ou nystagmus infantile, apparaît très tôt (pendant les 6 

premiers mois chez l’Homme) au cours de la vie de l’individu (Lee & Brazis, 2006). Les 

causes sont pour la plupart idiopathiques (origine non identifiée) ou associées à une 

pathologie oculaire comme une maladie de la rétine (achromatopsie17), un albinisme, une 

maladie métabolique (hypothyroïdisme) ou des défauts cérébraux (défauts des régions 

contrôlant les mouvements oculaires et des réflexes de stabilisation du regard) (Hufner et al., 

2011). Des formes familiales de nystagmus infantile ont été identifiées : i) des formes 

autosomales dominantes liées à des mutations localisées sur le chromosomes 6p12 (gène 

NYS2), 7p11 (gène NYS3) et 13q (gène NYS4) (Ehrt, 2012) ii) des formes autosomales 

récessives ont été identifiées mais sont très rares iii) des formes gonosomales (liée à l’X) dont 

la plus courante les la mutation de la protéine FRMD7 (« FERM domain-containing protein 

7 »). Cette protéine est exprimée durant le développement embryonnaire dans le cervelet ainsi 

que dans la moelle épinière et la rétine. Cette protéine joue un rôle dans la croissance 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
17 Pathologie du système visuel qui se manifeste par une absence de perception des couleurs. 
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neuronale des neurites (Betts-Henderson et al., 2010). Cependant, le lien causal entre la 

modification de cette protéine et la survenue du nystagmus n’a pas encore été défini.  

Le nystagmus acquis apparaît plus tard dans la vie. Il est la conséquence de pathologies 

neurologiques ou fréquemment associées à une altération de la myéline (sclérose en plaques) 

(Mclean & Gottlob, 2009). Une oscillopsie, c’est-à-dire la perception erronée d’une instabilité 

de l’environnement visuel, est souvent observée chez ces patients (Tilikete et al., 2007). 

L’utilisation de GABApentine (molécule occasionnant une libération accrue de GABA) et de 

mémantine (antagoniste non compétitif des récepteurs NMDA) réduit l’amplitude, mais pas la 

fréquence, des oscillations du nystagmus (Leigh & Khanna, 2006).  

Il n’existe pas à ce jour de traitement complet pour les 2 formes de nystagmus 

pendulaires. De plus, les mécanismes moléculaires à l’origine de ces instabilités oculaires ne 

sont pas identifiés. Enfin, aucun modèle de souris possédant un nystagmus pendulaire n’a été 

rapporté. Sur le plan physiologique, la plupart des nystagmus sont dus à une altération des 

mécanismes de stabilisation du regard impliquant les circuits neuronaux principalement 

localisés dans le tronc cérébral et le cervelet (Leigh & Khanna, 2006).  

1. Les systèmes de stabilisation du regard 

Les données présentées dans ce chapitre sont tirées de la revue de Büttner et Büttner-Ennever (2005), du 

chapitre 39 du Kandel (Goldberg 2000b) et du livre « The Neurology of Eye Movements » (Leigh & Zee 2006) 
 

Deux réflexes complémentaires de stabilisation du regard coexistent : le réflexe 

vestibulo-oculaire (en anglais VOR pour « vestibulo-ocular reflex ») et le réflexe 

optocinétique (en anglais OKR pour « optokinetic reflex »). Ils ont pour entrées sensorielles 

respectives les mouvements de la tête dans l’espace (mouvement propre) et les mouvements 

de l’environnement visuel. Ces deux réflexes permettent par des mouvements des yeux de 

stabiliser une image sur la rétine, et donc une bonne perception visuelle. Ces réflexes existent 

depuis près de 480 millions d’années et sont communs à tous les vertébrés sous des formes 

variées (Graf & Klam, 2006). 

Le réflexe vestibulo-oculaire permet la compensation des mouvements de la tête et 

repose sur les informations provenant des organes vestibulaires (décrits ci dessous). Le 

réflexe optocinétique, qui agit en synergie avec le VOR, compense les mouvements de 

l’environnement et repose sur des informations visuelles. Chez les souris, comme chez les 

primates, le réflexe optocinétique est plus efficace pour les fréquences de stimulation basse 

(<1Hz) alors que le réflexe vestibulo-oculaire est plus efficace à haute fréquence.  
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a) Le réflexe vestibulo-oculaire 

 

Le réflexe vestibulo-oculaire permet de stabiliser le regard au cours de mouvements de 

la tête. Il produit un mouvement des yeux dans le sens opposé à celui de la tête. Ce réflexe 

repose sur des entrées sensorielles provenant de l’oreille interne et fonctionne à l’obscurité, en 

l’absence de signaux visuels. Les organes vestibulaires détectent les accélérations de la tête, 

les neurones des noyaux vestibulaires centraux intègrent les différentes informations 

sensorielles et génèrent une commande motrice envoyée aux motoneurones afin de déplacer 

les  yeux dans le sens opposé au mouvement de la tête. Le VOR est caractérisé par une 

succession de phases lentes compensatrices qui correspondent aux déplacements de l’œil en 

sens opposé à la rotation de la tête, et de phases rapides, ou saccades oculaires, qui recentrent 

l’œil dans l’orbite. Sur le plan expérimental, ce réflexe est étudié en soumettant l’animal à des 

mouvements de rotations sinusoïdales à différentes fréquences (0,2 à 2 Hz). Pendant toute 

l’expérience, la tête de l’animal est maintenue fixe. Le calcul du gain du VOR et de la phase 

permet la quantification du réflexe vestibulo-oculaire. Le gain (rapport entre la vitesse de 

mouvement de l’œil et la vitesse de mouvement de la tête) est le reflet de l’efficacité du 

réflexe. Si le gain est de 1, cela signifie que le mouvement des yeux a compensé totalement le 

mouvement de la tête. La phase du VOR correspond à la mesure de la synchronisation de ces 

deux mouvements opposés. Une phase de 0° signifie que les 2 mouvements sont synchrones. 

Dans cet article, seul le VOR horizontal angulaire c’est-à-dire celui qui compense les 

mouvements de rotation de la tête dans le plan horizontal, a été étudié. Le réflexe vestibulo-

oculaire horizontal repose sur un arc réflexe à trois neurones: les neurones vestibulaires 

primaires dont les corps cellulaires sont localisés dans les ganglions de Scarpa (figure 28B), 

les neurones intégrateurs situés dans les noyaux vestibulaires du tronc cérébral et les 

motoneurones qui innervent les muscles extra-oculaires. Nous allons maintenant détailler 

succinctement ces trois étapes de traitement des informations vestibulaires.  
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(1) Les organes vestibulaires de l’oreille interne 

Les mouvements de la tête sont détectés par les organes vestibulaires localisés au 

niveau du labyrinthe de l’oreille interne (Figure 28). 

A 

 

B 

 

C 

 

Figure 28 : Le système vestibulaire 

L’oreille interne est une des parties de l’oreille qui contient les canaux semi-circulaires, les 

otolithes (utricule et saccule) ainsi que la cochlée. A la base de chaque canal semi-circulaire 

se situe l’ampoule constituée d’endolymphe et d’une cupule où sont localisées les cellules 

ciliées. A. Représentation schématique de l’oreille. L’oreille interne est la partie colorée en 

bleu (Adapté d’un schéma de Sanofi-Aventis) B. Organisation de l’oreille interne gauche 

(Adapté de Goldberg & Hudspeth (2000). C. Agrandissement de l’ampoule contenant la 

cupule et les stéréocils (Adapté de Pearson education). 
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Les accélérations linéaires (gravité) sont détectées par les otolithes (utricule et saccule 

chez les mammifères, Figure 28B) alors que les accélérations angulaires sont détectées par les 

3 canaux semi-circulaires (horizontal, antérieur et postérieur, Figure 28B). Seuls les systèmes 

de détection de l’accélération angulaire seront décrits ici. Les canaux semi-circulaires 

possèdent une anatomie tridimensionnelle qui permet la détection des accélérations dans les 

trois plans de l’espace. Les canaux semi-circulaires sont remplis d’un fluide appelé 

endolymphe, riche en ions K+ et pauvre en Na+. A la base de chacun de ces canaux, se situe 

un renflement bulbeux appelé crête ampullaire (ampulla, Figures 28B et 28C) qui abrite les 

cellules ciliées orientées vers la lumière de l’ampoule. Celles-ci assurent la transduction du 

signal mécanique en signaux électriques. Elles sont caractérisées par la présence à leur pôle 

apical de stéréocils et d’un kinocil (stéréocil plus grand que les autres) localisés dans une 

masse gélatineuse, la cupule (kinocilium et cupula, figure 28C). Au repos, les cellules ciliées 

libèrent spontanément du glutamate au niveau des synapses qu’elles forment avec les 

neurones vestibulaires primaires. Une déformation de la cupule lors d’une rotation de la tête 

provoque les mouvements des différents cils de ces cellules sensorielles. Soit les stéréocils se 

déplacent vers le kinocil ce qui provoque l’ouverture des canaux K+ situés à l’extrémité des 

cils et la dépolarisation de la cellule ciliée qui libèrera une plus grande quantité de glutamate ; 

soit les stéréocils se déplacent dans la direction opposée au kinocil ce qui entraîne la 

fermeture des canaux K+, une hyperpolarisation des cellules ciliées et une diminution de la 

libération de glutamate (figure 29).  

 

Figure 29 : Représentation schématique du fonctionnement des cellules ciliées de l’oreille 
interne. 

Au repos, la cellule ciliée libère spontanément du glutamate (« resting discharge »). Lors 

d’un mouvement de la tête, les stéréocils de ces cellules vont se déplacer soit vers le kinocil ce 

qui induit une dépolarisation des cellules ciliées et une hypersécrétion glutamatergique 

(excitation), soit dans le sens opposé du kinocil ce qui induit une hyperpolarisation et une 

diminution de la sécrétion de glutamate (inhibition). Adapté de Goldberg & Hudspeth (2000).$
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(2) Les noyaux vestibulaires centraux 

La libération de glutamate par les cellules ciliées active les neurones vestibulaires 

primaires dont les corps cellulaires sont localisés dans le ganglion de Scarpa. Les axones de 

ces neurones vestibulaires primaires forment une partie du nerf vestibulo-cochléaire (nerf 

crânien VIII) et projettent leurs axones au niveau des noyaux vestibulaires centraux localisés 

dans le tronc cérébral. Il existe quatre noyaux vestibulaires centraux: les noyaux supérieur, 

inférieur, médian et latéral (Figure 30). 

 

A 

 

B 
 

 

 
Figure 30 : Localisation (A) et afférences (B) des noyaux vestibulaires du tronc cérébral. 

Les noyaux vestibulaires sont localisés dans le tronc cérébral. Les quatre noyaux reçoivent 

différentes afférences provenant des trois canaux semi-circulaires. En vert, les noyaux du 

Prepositus Hypoglossi sont représentés. A) adapté de la thèse du Dr. E. Idoux, B) Adapté du 

livre « Principles of neural science » de Pr E. Kandel.  

!

Ces noyaux intègrent les informations provenant des organes vestibulaires avec celles 

en provenance du cervelet, de la moelle épinière et du système visuel. Ils projettent sur de 

nombreuses cibles telles que les noyaux vestibulaires contralatéraux, les noyaux 

oculomoteurs, les régions vestibulaires du cervelet (le flocculus, le nodulus, le paraflocculus 

et l’uvula) ou encore le thalamus. Les quatre noyaux vestibulaires traitent des informations 

spatiales différentes et se différencient selon leurs afférences et leur efférences (Figure 30B). 

De manière simplifiée, on retiendra que le réflexe vestibulo-oculaire dépend essentiellement 

des noyaux vestibulaires médian (NVM) et supérieur (NVS). Les noyaux vestibulaires latéral 

(NVL) et inférieur (NVI) sont eux essentiellement impliqués dans la stabilisation du cou et de 

la posture.  
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(3) Le réflexe vestibulo-oculaire angulaire horizontal 

 

Le réflexe vestibulo-oculaire permet un mouvement compensatoire des yeux dans la 

direction opposée au mouvement de la tête. Par exemple, si la tête de l’animal tourne vers la 

gauche, les yeux se déplacent vers la droite et vis-et-versa.  Le déplacement des yeux dans le 

plan horizontal n’implique que les muscles extra-oculaires rectus latéraux et médians. Les 

différents réseaux impliqués dans ce réflexe sont schématisés dans la figure 31.  

 

 

Figure 31 : Le réflexe vestibulo-oculaire horizontal. 

Les canaux semi-circulaires détectent les accélérations de la tête et transmettent 

l’information jusqu’aux noyaux vestibulaires centraux qui l’intègrent et génèrent une 

commande motrice envoyée aux motoneurones des muscles extra-oculaires. Dans cet 

exemple, la tête du sujet bouge vers la gauche ce qui va générer un mouvement 

compensatoire vers la droite. Les traits rouges correspondent à des voies activatrices, alors 
que les traits bleus correspondent à des voies inhibitrices.  
!

!
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Prenons pour exemple un déplacement de la tête vers la gauche. Ce mouvement 

provoque l’activation des cellules ciliées du canal semi-circulaire gauche, et par conséquent, 

stimule les afférences vestibulaires primaires qui se projettent sur les noyaux vestibulaires 

médian et supérieur ipsilatéraux18. Trois types de projections sont émises à partir des ces 

noyaux : 

i) des projections glutamatergiques qui décussent et vont au niveau du noyau 

oculomoteur abducens droit et du noyau du Prepositus Hypoglossi droit19 

ii) Des connections glutamatergiques qui projettent sur le noyau oculomoteur 

III ipsilatéral  

iii) Des projections inhibitrices ipsilatérales qui connectent le noyau abducens 

gauche  

Les cellules ciliées localisées dans le canal semi-circulaire droit sont, elles, 

hyperpolarisées par le mouvement de la tête. Ceci provoque une diminution de l’activité des 

noyaux vestibulaires centraux controlatéraux20.  

Ces deux processus entraînent la contraction des muscles rectus latéral droit et médian 

gauche. Le muscle rectus latéral gauche et médian droit sont relâchés. En résumé, le système 

vestibulaire est un système pair, symétrique, dont les deux côtés travaillent en synergie. 

 

D’autres connexions non représentées dans le schéma sont importantes pendant le 

VOR horizontal : 

• Des connexions commissurales inhibitrices réciproques existent entre les neurones des 

noyaux vestibulaires localisés de part et d’autre de la ligne médiane. Ainsi, ces 

connexions vont renforcer l’état d’activité des neurones: dans notre exemple, les 

neurones des noyaux vestibulaires gauches, qui sont plus excités, exercent une plus 

forte inhibition sur leurs homologues droits. Et, réciproquement, les noyaux 

vestibulaires droits, qui sont moins activés, ne peuvent plus inhiber leurs homologues 

gauches. Ces mécanismes sont la résultante de l’organisation en « push-pull » du 

système vestibulaire.  

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
18 Ipsilatéral : qui se situe du même coté  
19  Noyau localisé dans le tronc cérébral. Pour permettre une compensation complète du 
mouvement de la tête, la commande motrice des motoneurones doit contenir à la fois un 
signal de position et un signal de vitesse. Le noyau Prepositus Hypoglossi permet l’intégration 
du signal de vitesse en position afin que l’œil puisse maintenir sa position à la fin du 
mouvement. 
20 Controlatéral : qui se situe du coté opposé. 
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• Il existe des connections réciproques avec le cervelet qui permettent la modulation du 

gain et de la phase du VOR (voir paragraphe suivant : L’adaptation du VOR 

horizontal). 

(4) L’adaptation du VOR horizontal 

!

Au cours de la vie, le VOR est constamment calibré via l’utilisation des informations 

visuelles. En effet, une stabilisation parfaite du regard implique que les mouvements oculaires 

compensent exactement les rotations de la tête. Lorsque le VOR se met en place à la lumière, 

un glissement rétinien indique au système si le mouvement des yeux a permis ou non de 

garder une image fixe sur la rétine. Selon le sens du glissement rétinien (signal d’erreur), les 

mouvements oculaires compensateurs seront augmentés ou diminués. 

L’adaptation du VOR repose sur les mêmes principes que la calibration du réflexe. Le 

cervelet joue un rôle clé dans cet apprentissage sensorimoteur en comparant les entrées 

vestibulaires et visuelles, puis en modulant la réponse des neurones vestibulaires centraux.  

Au laboratoire, l’adaptation du VOR est étudiée en créant un conflit entre les entrées 

visuelles et les entrées vestibulaires : c’est le conflit visuo-vestibulaire. Lors du conflit, le 

glissement rétinien est détecté et transmis via les systèmes optiques accessoires (AOS) et le 

noyau du tractus optique (NOT). Le signal d’erreur transite par l’olive inférieure21 (IO) 

localisée dans le tronc cérébral (Figure 32). Les cellules de l’olive inférieure se projettent 

dans le cervelet où elles forment des synapses au niveau de l’arborisation dendritique des 

cellules de Purkinje22 via les fibres grimpantes. Les cellules de Purkinje localisées dans le 

flocculus comparent alors les informations relayées par l’olive inférieure (information 

visuelle) et par les organes vestibulaires et génèrent une réponse appropriée qu’elles 

transmettent au niveau des cellules FTN (« floccular target neuron ») situées dans les noyaux 

vestibulaires centraux (Shin et al., 2011). Ces FTN projettent des connections vers les noyaux 

oculomoteurs (abducens et oculomoteur) et modifient ainsi la commande motrice pour ajuster 

le mouvement des yeux. 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
21 L’olive inférieure est constituée de 3 sous-noyaux dont le chapeau dorsal, le noyau ß et la 
colonne de cellules dorsomédian. Cette structure est impliquée dans le contrôle des 
mouvements oculaires. 
22 La cellule de Purkinje (cellule de sortie du cervelet) est un neurone de type GABAergique.  
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Figure 32 : Réseaux neuronaux impliqués dans le conflit visuo-vestibulaire. 

Les cellules de Purkinje du vestibulo-cervelet sont représentées en noires. VG : ganglion 

vestibulaire, VN : noyaux vestibulaires centraux, IO : olive inférieure, AOS : système optique 

accessoire, OM : noyaux oculomoteurs (III ou VI), PA : région pontique. D’après 
(Schonewille et al., 2010). 

b) Le réflexe optocinétique  

 
Le réflexe optocinétique (OKR) est un réflexe compensatoire qui participe également 

à la stabilisation du regard. Ce réflexe permet de stabiliser la scène visuelle qui défile sur la 

rétine alors que la tête est immobile. L’OKR vise donc à supprimer le glissement rétinien, par 

l’envoi d’une commande motrice aux muscles extra-oculaires, afin de déplacer l’œil dans la 

même direction et à la même vitesse que la scène visuelle. Ce réflexe se caractérise, comme 

pour le VOR, par des phases lentes de poursuite, éventuellement interrompues par des phases 

rapides afin, si nécessaire, de recentrer l’œil dans son orbite. Chez les vertébrés à vision 

frontale comme les primates, l’OKR est constitué de deux composantes : la composante 

directe se déclenchant très rapidement et la composante indirecte dont la mise en œuvre est 

plus lente et progressive. Chez les animaux à vision latérale comme la souris, la composante 

indirecte domine le réflexe; ainsi nous ne décrirons que les mécanismes impliqués dans cette 

composante. 

Ce réflexe repose sur des entrées sensorielles provenant de la rétine qui perçoit la 

scène visuelle. Le glissement rétinien active les cellules ganglionnaires de la rétine dont les 

axones forment le nerf optique. Les nerfs optiques se rejoignent au niveau du chiasma optique 

qui permet la décussation partielle d’axones. Les axones rétinofuges se projettent dans 

différentes régions du cerveau (Figure 33).  
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(1) Les différentes voies rétinofuges 

Les afférences de la rétine se projettent vers différentes structures cérébrales qui sont 

décrites succinctement ci-dessous. Le réflexe optocinétique emprunte la voie du système 

optique accessoire.  

 

Figure 33 : Représentation schématique du système visuel chez la souris.  

Les nerfs optiques se croisent au niveau du chiasma optique. Une majorité des axones forme 

des synapses dans le corps genouillé latéral (CGL) situé dans le thalamus, qui relaient 

l’information visuelle jusqu’au cortex strié (V1). Les autres axones vont se projeter dans le 

colliculus supérieur (CS), les noyaux suprachiasmatiques (NSC) de l’hypothalamus, la voie 

du système optique accessoire et le prétectum (PT).  

 

• La voie geniculo-striée : 

La majorité (près de 90%) des axones du tractus optique forme des synapses au niveau 

du corps genouillé latéral (CGL), situé dans le thalamus. Les neurones du CGL relaient 

l’information visuelle jusqu’au cortex visuel primaire (cortex strié), via les radiations 

optiques. L’information est ensuite transmise par le cortex visuel extra-strié. 

• La voie rétino-tectale 

Environ 10% des axones rétinofuges se projettent sur le colliculus supérieur situé dans 

le mésencéphale. Cette structure a pour fonction de coordonner les informations visuelles, 

auditives et somatiques en ajustant les mouvements de la tête et des yeux vers les stimuli 

(saccade oculaire).  
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• La voie hypothalamique 

Une partie du tractus optique innerve les noyaux suprachiasmatiques localisés dans 

l’hypothalamus. Ces noyaux sont responsables de la synchronisation du rythme circadien de 

l’organisme.  

 

• La voie du système optique accessoire 

Cette voie est celle qui nous intéresse dans le cas du réflexe optocinétique. En effet, 

les neurones appartenant au système optique accessoire (AOS) et au noyau du tractus optique 

(NOT) sont sensibles aux déplacements de l’image sur la rétine dans une direction spécifique. 

Le système optique accessoire (AOS : « Accessory Optic System »), structure du 

mésencéphale, est constitué de plusieurs noyaux terminaux dont le noyau terminal dorsal 

(DTN : « Dorsal terminal nucleus »), latéral (NTL) et médian (NTM). Le NOT est un noyau 

qui appartient au prétectum, structure du tronc cérébral impliquée, entre autre, dans le réflexe 

optocinétique, l’adaptation du VOR ou encore le réflexe pupillaire.  

 

(2) Réseaux neuronaux impliqués dans le réflexe 

optocinétique 

Les cellules ganglionnaires impliquées dans l’OKR se projettent au niveau du noyau 

du tractus optique (NOT) controlatéral et du noyau terminal dorsal du système optique 

accessoire controlatéral. Ces noyaux reçoivent également des afférences du cortex cérébral et 

du colliculus supérieur. Le NOT et le DTN envoient des efférences sur la partie dorso-caudale 

de l’olive inférieure ipsilatérale. L’olive inférieure, via les fibres grimpantes, innerve les 

cellules de Purkinje localisées entre autre dans le vestibulo-cervelet23. D’autres efférences 

partent vers les noyaux oculomoteurs, les noyaux Prepositus Hypoglossi et les noyaux 

vestibulaires médians (Figure 34). Les neurones du NOT répondent préférentiellement aux 

mouvements horizontaux de l’image sur la rétine dans la direction temporo-nasale à faible 

vitesse alors que le DTN du système optique accessoire répond principalement aux 

mouvements verticaux.  

 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
23 Le vestibulo-cervelet est une partie du cervelet qui reçoit des afférences provenant des 
canaux semi-circulaires, de l’utricule et du saccule. Il est constitué de l’uvula, la nodula, le 
vermis et paravermis, le flocculus et le paraflocculus. 
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Figure 34 : Représentation simplifiée des réseaux impliqués dans le réflexe optocinétique. 

Schéma non exhaustif des principales structures impliquées dans la composante indirecte du 

réflexe optocinétique. NOT : noyau du tractus optique, DTN : noyau terminal dorsal du 

système optique accessoire. 

 

Sur le plan expérimental, ce réflexe est étudié en soumettant l’animal à une rotation à 

vitesse constante de la scène visuelle. Tout comme pour étudier le réflexe vestibulo-oculaire, 

la tête de l’animal est maintenue fixe pendant l’expérience.  

 

Au laboratoire, les deux réflexes de stabilisation du regard (VOR et OKR) sont étudiés 

par vidéo-oculographie. Cette méthode consiste à enregistrer les mouvements des yeux de 

souris placées dans un tube en plexiglas sur le stimulateur vestibulaire. Leur tête est 

immobilisée à l’aide d’une tige en métal vissée sur un implant préalablement fixé directement 

sur le crâne de l’animal. Une source lumineuse infrarouge et une caméra sont fixées sur le 

stimulateur vestibulaire. Le mouvement des yeux est filmé à l’aide de la caméra. Un logiciel 

permet de déterminer la position des yeux par rapport à un point fixe, reflet de la source 

lumineuse sur la cornée (Figure 35).  
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Figure 35 : Stimulateur vestibulaire. 

A) Stimulateur vestibulaire à 5 axes (3 axes de rotations en jaune et 2 axes de translations 

horizontal et vertical qui sont symbolisés par les flèches oranges). B) Souris placée dans le 

stimulateur vestibulaire. 

 

B. Buts de l’étude 

Dans le premier article, le rôle du AhR dans le système nerveux central des souris a 

été étudié. Les premières observations de vidéo-oculographie ont mis en évidence la présence 

d’une instabilité oculaire de type nystagmus pendulaire horizontal chez les souris déficientes 

pour le AhR. Nous avons voulu déterminer l’origine de ce nystagmus des souris en étudiant 

chez les souris AhR-/- i) le réflexe vestibulo-oculaire ii) l’adaptation du réflexe vestibulo-

oculaire iii) le réflexe optocinétique iv) la localisation du AhR dans les différentes structures 

visuo-motrices. 

Nous avons également traité des souris adultes AhR+/+ avec de la TCDD en sub-

chronique. Chaque semaine, nous avons regardé les effets de ce traitement sur l’apparition 

d’un nystagmus pendulaire horizontal. En effet, quelques études démontrent que la TCDD 

pourrait perturber la fonction physiologique du AhR (Sartor et al., 2009). Un traitement par 

un ligand exogène du AhR pourrait donc induire les mêmes effets que lors de l’invalidation 

du récepteur.  
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C. Résumé en français  

Le récepteur aux hydrocarbures aromatiques ou AhR est un facteur de transcription 

connu pour relayer les effets toxiques et carcinogènes de nombreux polluants 

environnementaux dont la 2,3,7,8-TétraChloroDibenzo-p-Dioxine (TCDD). De récentes 

études chez le nématode Caenorhabditis elegans et la drosophile Drosophila melanogaster ont 

démontré que les orthologues du AhR sont exprimés exclusivement dans certains neurones et 

sont impliqués dans le développement et l’homéostasie du système nerveux central. Bien que 

son rôle physiologique dans le cœur, le foie ou la gamétogenèse ait été démontré chez les 

mammifères, son expression ontogénique et ses fonctions neuronales restent encore à 

élucider. Dans cet article, nous avons montré que l’absence du AhR entraîne des mouvements 

involontaires des yeux, sous forme de nystagmus pendulaire horizontal. Afin de déterminer si 

le nystagmus a une origine vestibulaire, visuelle ou cérébelleuse, les réflexes de stabilisation 

du regard appelés réflexe vestibulo-oculaire (VOR) et réflexe optocinétique (OKR) ont été 

étudiés. L’OKR est moins efficace chez les souris AhR-/- suggérant un défaut des circuits 

visuo-moteurs alors que le VOR est peu affecté par l’absence du récepteur. La structure du 

cervelet des souris AhR-/- semble fonctionnelle, comme l’indique la préservation de 

l’adaptation du VOR, processus dépendant du cervelet. De plus, nous avons montré que le 

AhR est exprimé dans les cellules ganglionnaires de la rétine durant le développement 

embryonnaire, suggérant un possible rôle développemental. Enfin, une intoxication de souris 

contrôles adultes par de la TCDD n’induit pas d’instabilité oculaire comme celle observée 

chez les souris AhR-/-. Ces résultats démontrent que l’absence du AhR provoque des déficits 

nerveux et suggèrent que le AhR pourrait jouer un rôle endogène au cours du développement. 

  



!)"!

  



! "!

Title: Oculomotor deficits in Aryl hydrocarbon Receptor null mouse. 

 

Authors: Aline Chevallier
1
, Antoine Mialot

2
, Jean-Maurice Petit

5
, Pedro Fernandez-Salguero

4
,Robert 

Barouki
1,3

, Xavier Coumoul
1,*,#

, Mathieu Beraneck
2,*,#

 

 

Affiliations: 

1 
INSERM UMR-S 747, Toxicologie Pharmacologie et Signalisation Cellulaire, Université Paris 

Descartes, Sorbonne Paris Cité. 

2
Centre d'Etude de la Sensori Motricité - CNRS UMR 8194, Université Paris Descartes, Sorbonne 

Paris Cité. 

3
Service de Biochimie Métabolique, AP-HP, Hôpital Necker-Enfants Malades, 

4
Universidad de Extramadura, Extramadura, Spain 

5
UFR biomédicale, Université Paris Descartes, Sorbonne Paris Cité 

* These authors contributed equally to this work 

 

#
Sendcorrespondence to: 

Mathieu Beraneck, CNRS UMR8194, 45 rue des Saints Pères 75006 Paris France; Phone: +33 1 42 

86 33 86; Fax: +33 1 42 86 33 99; E-mail: mathieu.beraneck@parisdescartes.fr 

Xavier Coumoul, INSERM UMR-S 747, 45 rue des Saints Pères 75006 Paris France; Phone: +33 1 42 

86 33 59; Fax : +33 1 42 86 38 68;  E-mail: xavier.coumoul@parisdescartes.fr 

 

Abbreviated title: AhR in the central nervous system 

 

Keywords: AhR, Central Nervous System, Eyes movements, Behaviour, Nystagmus 

 

Conflict of interest 

The authors declare no conflict of interest. 

 

Authors’ contribution: 

Conception and design of experiments: Aline Chevallier, Xavier Coumoul, MathieuBeraneck 

Collection of data: Aline Chevallier, Antoine Mialot, Jean-Maurice Petit, Pedro Fernandez-Salguero, 

Mathieu Beraneck 

Analysis of data: Aline Chevallier, Antoine Mialot, Mathieu Beraneck 

Interpretation of data: Aline Chevallier, Xavier Coumoul, Mathieu Beraneck 

Criticalrevision of the article for important intellectual content: Aline Chevallier, Robert Barouki, Xavier 

Coumoul, MathieuBeraneck 

 

 



! #!

Abstract 

The Aryl hydrocarbon Receptor or AhR, a ligand-activated transcription factor, is known to mediate the 

toxic and carcinogenic effects of various environmental pollutants such as 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-

p-dioxin (TCDD). Recent studies in Caenorhabditis elegans and Drosophila melanogaster show that 

the orthologs of the AhR are expressed exclusively in certain types of neurons and are implicated in 

the development and the homeostasis of the central nervous system. While physiological roles of the 

AhR were demonstrated in the mammalian heart, liver and gametogenesis, its ontogenic expression 

and putative neural functions remain elusive. Here, we report that the constitutive absence of the AhR 

in adult mice (AhR-/-) leads to abnormal eye movements in the form of a spontaneous pendular 

horizontal nystagmus. To determine if the nystagmus is of vestibular, visual, or cerebellar origin, gaze 

stabilizing reflexes, namely vestibulo-ocular and optokinetic reflexes (VOR and OKR), were 

investigated. The OKR is less effective in the AhR-/- mice suggesting a deficit in the visuo-motor 

circuitry, while the VOR is mildly affected. Furthermore, the AhR is expressed in the retinal ganglion 

cells during the development, however electroretinograms revealed no impairment of retinal cell 

function. The structure of the cerebellum of the AhR-/- mice is normal which is compatible with the 

preserved VOR adaptation, a plastic process dependent on cerebellar integrity. Finally, intoxication 

with TCDD of control adults did not lead to any abnormality of the oculomotor control. These results 

demonstrate that the absence of the AhR leads to acquired central nervous system deficits in the 

adults. Given the many common features between both AhR mouse and human infantile nystagmus 

syndromes, the AhR-/- mice might give insights into the developmental mechanisms which lead to 

congenital eye disorders. 
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Introduction  

 

The Aryl hydrocarbon Receptor (AhR) is a transcription factor known to mediate most of the toxic 

effects of widely persistent organic pollutants such as dioxin (TCDD; 2,3,7,8 TetraChloroDibenzo-p-

Dioxin). This receptor belongs to the basic helix-loop-helix Per/ARNT/Sim family (bHLH-PAS) whose 

members are involved in physiological processes such as circadian cycle, neurogenesis and organs 

development [1]. Historically, the AhR has been described as a ubiquitous xenobiotic-activated 

transcription factor, which promotes the elimination of xenobiotics through the regulation of the 

expression of genes involved in xenobiotic metabolism [2] 

Interestingly, recent studies suggest that this receptor also regulates alternative signaling pathways 

independently of exposure to pollutants. AhR-null mice exhibit infertility, abnormalities in liver and 

cardiovascular problems such as a defective closure of the ductus venosus, indicative of the 

implication of the AhR in various developmental processes [3,4,5].  

In the rodent brain, the AhR mRNA was reported to be expressed in the cerebral cortex [6], 

hypothalamus and brainstem [7] and in the granular cells of the cerebellum [8]. However, its putative 

endogenous neuronal functions in mammals remain unknown. Interestingly, invertebrates express an 

AhR ortholog (AhR-1 in Caenorhabditis elegans and Spineless in Drosophila melanogaster) in 

neurons: Spineless is expressed in the sensory neurons of the peripheral nervous system and AhR-1 

is expressed in several subtypes of neurons including touch receptors and interneurons. This protein 

however does not bind dioxin, one of the most potent ligand and activator of the mammalian AhR [9]. 

Analysis of AhR-1 mutants shows that, in C. elegans, the receptor is implicated in GABAergic neuron 

cell fate [10]. Recent investigations using Drosophila melanogaster as a model, have confirmed the 

importance of AhR orthologs for the neuronal organization in invertebrates: the Spineless gene was 

initially identified as a critical gene for the proper specification of distal antennal identity, the 

establishment of the tarsal regions of the legs, and a normal bristle growth [11]. In addition, one recent 

report implicates Spineless in the regulation of dendritic arborization of sensory neurons [12].The 

strong conservation of the AhR during species evolution [13] and its ancestral function in invertebrates 

suggest that in mammals, the AhR could play a significant role in the development and/or the 

homeostasis of the central nervous system (CNS). So far, only one study showed a reduction of the 

DNA content and expression of a GABAergic receptor, GABARAα6, in the cerebellum of the AhR-/- mice 

[8]. However, the potential endogenous role of the AhR in the mammalian brain remains elusive. 

In this context, we investigated the role of the AhR in the nervous system of mice. We monitored 

spontaneous and reflexive eye movements to assess the integrity of the gaze-related sensorimotor 

functions in the AhR-/- mice and identified a pendular horizontal nystagmus in those animals. The 

basic gaze stabilizing reflexes, namely the vestibulo-ocular and optokinetic reflexes, and the 

adaptative capacities of the cerebellum were then evaluated. 

Materials and methods 

 

Ethics Statement, animals and treatment 
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All procedures used were in strict compliance with the European Directive 86/609/EEC on the 

protection of animals used for experimental purposes. CNRS review board and the Direction 

Départementale des Services Vétérinaires approved this study ; authorization number 75-1641 and 

75-962. AhR-/- (C57BL/6J background) and AhR +/+ (Wild-Type, C57BL6/J) mice are a generous gift 

of Pr. PM Fernandez-Salguero [3]. Twenty-one AhR+/+ mice, thirteen AhR+/- mice and fifteen AhR-/- 

mice were used in this study. In addition, eight male mice (10 weeks) were injected i.p. with 200µL of 

TCDD (25µg per kg of body weight) or the vehicle (corn oil) (four mice/group). The chronic treatment 

consisted of one injection of TCDD each week during 5 weeks (total of 5 injections).  

 

Eye movements recording 

Male AhR-/-, AhR+/- and AhR+/+ mice aged of 10 weeks, were included in these tests (n=9 for 

AhR+/+, n=8 for AhR+/- and n=13 for AhR-/- mice). Surgical preparation and postoperative care for 

head implant surgery have been described previously [14]. Briefly, gas anaesthesia was induced using 

isoflurane. The head was shaved using an electric razor. A sagittal incision of about 2 cm was 

performed to access the skull. Then, a small custom-built head holder (0.3x0.3x0.5cm) was fixed using 

dental cement (C&B Metabond; Parkellinc, Edgewood, NY) to the skull just anterior to the lambda 

landmark [15]. Following the surgery, animals were isolated and closely surveyed for 48 hours. 

Buprenorphine (0.05mg/kg) was provided for postoperative analgesia and care was taken to avoid 

hypothermia and dehydration. 

The experimental set-up, apparatus, and method of data acquisition used to record eye movements 

were similar to those previously described [14,16]. Mice were head-fixed at a ~30° nose-down position 

to align the horizontal semi-circular canals on yaw plane [14,15,17] and then placed in a custom built 

Plexiglas tube secured on the superstructure of a vestibular stimulator. Eye movements were tracked 

using an infrared video system (ETL-200, ISCAN, Burlington MA). Recorded eye and head (table) 

position signals were sampled at 1 kHz, digitally recorded (CED power1401 MkII) under Spike 2 

environment and later exported into the Matlab (The MathWorks) programming environment for off-line 

analysis.  

Stimulation protocol: light intensity in the experimental room was of 350 Lux (Luxmeter Lux-1337 Iso-

tech). Light condition was used to record spontaneous eye movements, during visuo-vestibular conflict 

and for the optokinetic reflex. For tests performed in dark (spontaneous eye movements and VOR) all 

sources of light were turned off except for computer screen. The turntable is further surrounded with a 

closed box to isolate the animal from remaining light. “Dark” condition inside the box was measured as 

<0.02lux. The different tests were performed as follows: i) As eyes were recorded both at light and in 

the absence of light, 2% pilocarpine (Laboratoire Chauvin) was applied 10 minutes before to start the 

experiment to keep the pupil size constant [18,19]; ii) Spontaneous eye movements were first 

recorded in the absence of external stimulation at light (350lux) and then in dark (<0.02lux); iii) 

Vestibulo-ocular reflex in dark was tested during sinusoidal rotation of the turntable (at frequencies of 

0.2; 0.5; 1 and 2Hz performed at a constant peak velocity of 50°/s); iv) Optokinetic full field stimulation 
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was performed at light by rotating the animal at a constant velocity of 5°/s. In the mouse, optokinetic 

speed tuning curve for the eye movement responses demonstrated peak gains at velocities of rotation 

in range 0-5°/s (Stahl et al. 2004; see figure 8A in Beraneck and Cullen, 2007); v) in a separate 

session, the turntable was surrounded by a box with highly contrasted pattern and no ceiling. Visuo-

vestibular conflict (VVC) was then performed in light condition by rotating sinusoidally the animal en-

bloc with the visual surround at 0.5Hz (i.e. table and visual surround are moving in the same direction; 

peak velocity 50°/s). Training sessions lasted 45 min and 2 min-long eye movement recordings were 

performed every 15 min. Vestibulo-ocular reflex in dark was also recorded just before and right after 

each VVC training paradigm.  

 

Data analysis 

Analysis procedures for horizontal angular vestibulo-ocular reflex (VOR) and optokinetic reflex (OKR) 

have already been reported elsewhere [14]. Horizontal and vertical eye and head movements data 

were digitally low pass-filtered (cut-off frequency: 40 Hz), and position data were differentiated to 

obtain velocity traces. Segments of data with saccades were excluded from analysis. For horizontal 

sinusoidal rotations, at least 10 cycles were analyzed for each frequency. VOR gain and phase were 

determined by the least-squares optimization of the equation (a): 

 

 

!"! ! ! ! ! !!! ! ! ! !! ! !
!"         (a) 

 

Where EHv(t) is eye horizontal velocity, g (gain) is constant value, HHv (t) is head horizontal 

velocity, td is the dynamic lag time (in msec) of the eye movement with respect to the head movement, 

and C
te
 is an offset. td was used to calculate the corresponding phase (φ°) of eye velocity relative to 

head velocity. The Variance-Accounted-For (VAF) of each fit was computed as: 
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Where var represents variance, est represents the modeled eye velocity, and EHv represents 

the actual eye horizontal velocity. VAF values were typically between 0.70 – 1, where a VAF of 1 

indicates a perfect fit to the data. Trials for which the VAF was less than 0.5 were excluded from the 

analysis. 

Because AhR-/- mice show spontaneous nystagmus, OKR responses were measured as the 

mean eye velocities on segments longer than 2/Fn where Fn is the measured frequency of the 

spontaneous nystagmus. OKR gains were then calculated as the ratios of the mean eye velocities to 

the constant table velocity. 
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Immunohistochemistry 

Mice were perfused transcardially with 4% PFA, the brain was removed and post-fixed for 3 h, and 

then cryoprotected in 10% sucrose. Sagittal cerebellum sections of 14µm were cut using cryostat 

(Leica CM 3050S). Sections were blocked in 10% Normal Goat Serum (NGS, Invitrogen) in PBS 

containing 1% triton X-100 (Sigma-Aldrich) and incubated overnight at 4°C with primary antibodies 

mouse anti-CaBP (1:400, Swant) or guinea pig anti-VGLUT2 (1:1000, Millipore). After several washes, 

sections were incubated with secondary antibodies Alexa 488 Goat anti-mouse (1:400, Invitrogen) and 

Goat anti-guinea pig and Alexa 546 Goat anti-mouse (1:400, Invitrogen). Eyes of mouse were 

enucleated, post-fixed for 3h, and then cryoprotected in 10% sucrose for 1h at room temperature and 

in 30% sucrose overnight at 4°C. The samples were embedded in OCT solution (VWR) and frozen in 

isopentane. Sections of 20 µm were cut using cryostat (Leica CM 3050S), blocked in PBS containing 

0.2% of gelatin and 0.25% of Triton X-100 for 1h at room temperature and incubated with primary 

antibodies CaBP (1:500, Swant), Calretinin (1:500, Millipore), PKCα (1:500, Sigma), α-Recoverin 

(1:1000, Millipore). After washing, slides were incubated with secondary antibodies Alexa 488 chicken 

anti-rabbit (1:400, Invitrogen) or TRITC goat anti-mouse (1:100, Jackson ImmunoResearch). The 

number of retinal ganglion cells was assessed on flat mount retinal preparation after 

immunohistochemistry using ßIII-tubulin (1:500, Covance). Eight adult male mice (n=4 AhR+/+ and 

n=4 AhR-/-) was used and five pictures of each staining was taken for the quantification. 

The sections were, then, counterstained with DAPI (1:2000, Invitrogen) and examined under an 

epifluorescence microscope (Nikon Eclipse TE-2000E) and confocal microscope (Zeiss, LSM 710). 

The density of retina cells and the thickness of the layer is measured using imageJ software.  

 

In situ hybridization 

AhR probes were generated using cDNA from the mouse brain. A 1,2 kb fragment of AhR (nt: 1622-

2828 bp) was subcloned in pbluescriptKS+. Embryons (E12 and E14) of AhR+/+ and AhR-/- mice 

were removed and post-fixated during 24h in a solution containing 4% paraformaldehyde in 0.12 M 

phosphate buffer, pH 7.4 (PFA), cryoprotected in sucrose 10% O/N and frozen in isopentane. Coronal 

sections of 14 µm were cut with a cryostat (Leica CM 3050S). Sections were mounted on superfrost 

gold plus slides and store at -80°C until use. Tissue sections were hybridized with digoxigenin-labeled 

riboprobes. Tissue sections were post-fixed for 10 min in 4% PFA, washed in PBS, pH 7.4, treated 

with proteinase K (5 µg/mL; Invitrogen, Carlsbad, CA) for 2 min, postfixed for 5 min in 4% PFA, 

washed in PBS, acetylated, and washed in PBS 1% Triton X-100. Slides were incubated for 2 hr at 

room temperature in hybridization buffer (50% formamide, 5X SSC, 1XDenhardt's, 240 µg/mL yeast 

tRNA, and 500 µg/mL DNA salmon sperm), and then tissue sections were hybridized overnight at 

72°C with riboprobes (0.5 ng/µL). After hybridization, sections were rinsed for 2 hr in 2x SSC at 72°C 

and blocked in 0.1 M Tris, pH 7.6, 0.15 M NaCl, 0.1% Tween-20 (B1) containing 10% normal goat 

serum (NGS) for 1 hr at room temperature. Slides were incubated overnight at 4°C with anti-

digoxigenin antibody conjugated with the alkaline phosphatase (1:5000; Roche Diagnostics) in B1 
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containing 1% NGS. After washes, the alkaline phosphatase activity was detected using 

nitrobluetetrazolium chloride (NBT) (337.5 µg/mL) and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP) 

(175 µg/mL) (Roche Diagnostics). Sections were stained with DAPI (Invitrogen) and mounted in 

Mowiol (Calbiochem/Merck, Carlstadt, Germany). Control sense probe yielded no signal.  

 

Electroretinograms (ERGs) 

ERGs were recorded from male AhR-/- (n=8) and AhR+/+ mice (n=6) aged of eight weeks. Mice were 

dark-adapted overnight and prepared under red dim light. Mice were anesthetized with intraperitoneal 

injection of ketamine 500 (100mg/kg, Virbac, France) and xylazine (10mg/kg, Rompun 2%, Bayer). 

Pupils were dilated with tropicamide eye drops (Mydriaticum 0.5%, Théa, France) and anesthesized 

by oxybuprocain hydrochloride solution (Théa, France) applied prior to the recordings. ERGs were 

recorded from both eyes simultaneously. The electroretinography equipment (SIEM Bio-Médicale, 

France) consisted of a Ganzfeld bowl, an amplifier (0.1 to 300 Hz) and a PC-based control 

(VisioSystem). Single-flash responses were obtained under dark-adaptated (scotopic) and light-

adaptated (photopic) conditions. For the scotopic condition, five responses were averaged per light 

intensity with an inter-stimulus interval of 30s. Increasing white-flash stimuli ranged from 0.01 to 0.32 

cd.s/m
2
. For the photopic condition, light adaptation was performed with a uniform background light 

(0.03 cd.s/m
2
) during 5 minutes and ten responses of white-flash of 0.32 cd.s/m2 were averaged. 

Statistical analysis 

Statistical processing of all results was carried out using the Statistica 7.1 software (StatSoft France). 

For all behavioural tests, we performed a two-way repeated measure ANOVA followed by a post-hoc 

Tukey analysis. For quantification of retina cells, a Friedman test was perfored. The threshold for 

significance was set at p<0.05. Reported numbers and figure error bars represent ± standard 

deviations (SD).  
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Results 

 

The AhR-/- mice suffer from a nystagmus-like ocular instability  

Because a great deal is known about the anatomy and physiology of the circuits responsible for gaze 

control, spontaneous and reflexive eye movements can be used to assess the integrity of many 

sensorimotor functions [20]. Thus, to assess potential neurological brain dysfunctions, spontaneous 

and reflexive eye movements were monitored in the AhR-/- mice. First, video-oculography was 

performed in dark [14]. Figure 1A presents the eye position in horizontal and in vertical plans in the 

absence of head movements (spontaneous eye movements). As animals are quietly seated in dark, 

the eyes of wild-type mice (AhR+/+) and heterozygous mice (AhR+/-, not shown) remain stable. In 

contrast, the gaze of AhR-/- mice is unstable at rest, as revealed by the presence of a spontaneous 

horizontal movement observed in all animals (n=12) (Figure 1B). This ocular instability affects both 

eyes and is also observed in the light. It consists in rhythmic sinusoidal, purely horizontal eye 

movements. The frequency of the ocular instability varies from 0.5 to 5 Hz depending on each 

individual AhR-/- mouse (mean in dark=1.84±0.74 Hz; figure 1B with two examples: 0.5 Hz, upper 

panel to 2.8 Hz, lower panel; note absence of vertical movement) and varies with the lighting 

condition: indeed, we systematically measured the frequency of the eye oscillation for each mice 

(n=12) in the dark and in the light (Fig 1C). For a majority of individuals (n=8; equation: y=0.94+0.34x, 

r
2
=0.5089; ANCOVA F(1,22)=9.41, p<0.01), the frequency of the nystagmus in the light is higher. This 

last observation is commonly observed with congenital nystagmus in humans, as the nystagmus 

increases when the patient tries to fixate an object. 

We also performed the experiment with female mice (n=4) and identified a horizontal pendular 

nystagmus, similar to the one reported in males (not shown); the deficit is therefore not gender related. 

In addition, recordings obtained with 2 males tested at different ages (Figure S1) suggested that the 

nystagmus is present and evolves throughout the lifespan of the animals (pendular nystagmus to jerk 

nystagmus). Overall, the presence of a spontaneous nystagmus in mice of different ages and gender, 

demonstrates that the AhR-/- mice consistently suffer from impairment in gaze control.  

 

Assessment of the vestibulo-ocular reflex 

Typically, spontaneous nystagmus can be of visual and/or vestibular origins. To explore the putative 

vestibular origin of the pendular nystagmus, we tested the functional integrity of the vestibulo-ocular 

reflex (VOR) of the AhR-/- mice (Figure 2). Sinusoidal rotations of AhR+/+ (Figure 2A, left panel) and 

AhR+/- mice (not shown) in the dark leads to a typical stabilization of the eye movements as 

compensatory slow phases interrupted by quick-phases that re-center the eye in the orbit (Figure 2A). 

In contrast, in AhR-/- mice (Figure 2A, right panel), the spontaneous nystagmus overlaps with the 

former described pattern (Figure 2A, upper panel). Interestingly, at higher frequencies (above 1 Hz), 

the vestibular reflex dominates the spontaneous instability of the eye, which leads to a response 

qualitatively equivalent to the one measured in the AhR+/+ mice (Figure 2A, left and lower panel).  
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It should be noted that for the AhR-/-, the nystagmus frequency is in range or close to the range of the 

table frequencies tested, which makes it impossible to discriminate if the eye movement is caused by 

the nystagmus or in response to the head movement. We measured the amplitude (gain, i.e the ratio 

between the eye velocity and the head stimulation velocity, see methods) and timing (phase, i.e the 

synchrony between the head movement and the reflexive eye velocity, see methods) of the eye 

movement evoked during rotation of the table. At low frequencies (0.2 and 0.5Hz), the VOR dark gain 

of the AhR-/-is significantly lower than in controls, most probably because at these intensities, the 

nystagmus largely dominates the reflexive eye movements (F(2,25)=10.7, p<0.001) (Figure 2B). The 

phase of the reflex was also found abnormal at 0.5 and 1 Hz in the AhR-/- mice (Figure 2C) with also a 

significant effect of the genotype (F(2,25)=17.47, p<0.001). Those defects were not apparent at higher 

frequencies (2Hz), where both amplitude and phase were normal compared to controls. Overall, gaze 

stabilization was therefore found to be impaired at frequencies up to 1Hz. 

These observations indicate that the congenital nystagmus observed in AhR-/- mice impaired 

gaze stabilization as long as the head movement was of mild intensity; however, the vestibular 

stimulation triggered by head movements of higher intensity led to a normal compensatory eye 

movement and a proper gaze stabilization. Our interpretation is that despite the obvious impairment in 

gaze stabilization caused by the nystagmus, the 3 neurons-arc which constitutes the basic circuitry 

underlying the vestibulo-ocular reflex is functional and probably not directly affected by the AhR defect. 

Together with the absence of obvious deficits in postural control (data not shown), these results 

suggest that the nystagmus of AhR-/- mice is unlikely to be of purely vestibular origin. 

 

Assessment of cerebellum integrity and function 

The cerebellum plays a central role in gaze stabilizing reflexes, and in particular is part of the pathway 

involved in the OKR and in the tuning of the VOR. Cerebellar deficits are commonly accompanied by 

nystagmus [21,22]. In addition, AhR mRNA was reported in the cerebellum of mammals [23].We 

therefore explored the integrity and the function of the cerebellum in the AhR-/- mice. First, the overall 

cerebellar morphology in the AhR-/- mice was characterized. CaBP staining reveals similar cerebellar 

morphologies in the AhR-/- mice compared to AhR+/+ mice (Figure 3A). In both cases, the cerebellum 

has a normal foliation pattern and cytoarchitecture: the Purkinje cells (characterized by CaBP staining) 

are organized in regular rows and the climbing fibers (characterized by VGLUT2 staining) properly 

innervate the Purkinje cells (Figure 3A).  

While being normally structured, the cerebellum might still present defective functions. In response to 

a visuo-vestibular conflict, the cerebellum is known to play a central role in the gain-down adaptation 

of the VOR [24]. Figure 3B shows that the amplitude of the 0.5Hz VOR of AhR+/+ mice is adapted 

while the animals are exposed to the visual-vestibular conflict, from 0.90±0.06 to 0.60±0.09 after 45 

minutes of adaptation. In the AhR-/- mice, the VOR gain also significantly decreases from 0.95±0.04 

down to 0.70±0.04 (adaptation: F(4,36)=8.4537, p<0.001). In all conditions, the VOR phase is however 

significantly different between both AhR+/+ and AhR-/- mice (F(1,9)=34.109, p<0.001), but this 
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difference relates to the genotype, and is not specific to the adaptation. These results suggest that the 

AhR-/- mice are capable of adaptation and rule out major functional cerebellum-related deficit. 

 

Assessment of the optokinetic reflex: 

To assess the integrity of the visual pathway, we then tested the optokinetic reflex (OKR), a purely 

visual gaze-stabilizing reflex, by rotating the mouse at a constant velocity (5°/sec) in the light (full field 

OKR). The recording of the eye movements of both AhR+/+ and AhR-/- mice is illustrated in the figure 

4A. In response to optokinetic stimulation, the recording of the horizontal eye movements of the 

AhR+/+ mice (similar to the AhR+/- mice) shows a classical pattern of slow phases all directed in 

compensatory direction (same as visual stimulation). In contrast, the pattern recorded in the AhR-/- 

mice is perturbed by the presence of the spontaneous nystagmus superimposed to the optokinetic 

response.  

We then quantified the gain of the OKR by measuring the dominant eye velocity trend (see methods, 

dotted line represented in figure 4A). Figure 4B shows for the AhR-/- mice, that it is significantly 

decreased compared to AhR+/+ controls (F(1,36)=11.362, p<0.01), which suggests that the OKR 

circuitry is affected by the mutation. 

In conclusion, functional tests of gaze stabilizing reflex suggest that the nystagmus observed in AhR-/- 

mice would be compatible with the presence of visual or visuo-motor defects, while it unlikely reflects 

vestibular-specific or cerebellar-specific deficits. The cellular basis underlying the nystagmus is further 

addressed in the discussion.  

 

A role for the AhR in retina during development 

The presence of a congenital nystagmus in the AhR-/- mice and the deficit in the OKR reflex suggest 

that the AhR might play a developmental function in the visuo-motor system. Therefore, in situ 

hybridization was performed to characterize the expression of the AhR in wild-type embryos at 12 and 

14 days of development (Figure 5A: E12; figure 5B: E14) and focused on the eye, brainstem and 

cerebellum where most of OKR-related structures are found. Interestingly, the AhR is expressed in the 

retinal ganglion cells (RGCs) at E14, but not present at E12. On the other hand, no trace of the AhR 

mRNA was found in the brainstem oculomotor-related nuclei or in the cerebellum (data not shown). In 

the AhR-/- mice, no expression of AhR was detected (Figure 5C: E12; figure 5D: E14). The 

developmental expression of the AhR in the sensory cells responsible for the OKR would be 

compatible with the presence of a congenital nystagmus of visual origin. Together with the influence of 

light on the nystagmus and with the decrease in the OKR efficiency, these results point toward a role 

of the AhR in the development of the visuo-motor system. 

To further address the cellular origin of the deficit, we investigated the histology of the retina in the 

AhR-/- mice using immunohistochemistry. We quantified the number of cells in the retina of adult AhR-

/- mice (n=4) and AhR+/+ mice (n=4). Altogether, we found no quantitative difference between the 

number of retinal cells found in the AhR-/- and AhR+/+ mice (figure 6, bottom panels).However, we 

observed a disorganization of the synapses between the bipolar cells and the RGCs in the AhR-/- 
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mice (Figure 6, see the arrows in the bottom panel corresponding to the staining of PKCa in the AhR-/- 

mice); in the AhR +/+ mice, the distribution of the bipolar projections onto the RCGs dendrites was 

found to be lamina-restricted (Upper panel, PKCa staining) while these projections in the AhR-/- mice, 

were scattered with the axons of the bipolar cells disseminated throughout the IPL of the retina. 

To assess the function of the retinal cells, electrophysiological testing was performed using 

electroretinography. During a scotopic stimulation AhR+/+ response consisted of typical first negative 

a-wave followed by a positive b-wave (AhR+/+ mice on the left of figure 7A left traces). Responses 

observed in AhR-/- mice were similar to those of AHR+/+ (Figure 7A right traces). Quantification 

revealed no statistical difference between the two genotypes (Figure 7A bottom panels). 

The photopic ERG wave amplitudes, reflecting cone function were also recorded after 5 minutes of 

light adaptation (Figure 7B). There was no significant difference of the photopic b-wave between the 

adult AhR-/- and AhR+/+ mice. 

Altogether, our results demonstrate that the nystagmus observed in the AhR-/- mice is not related to a 

major histological or functional impairment of the retinal cells. However, decrease in optokinetic reflex, 

influence of light on the nystagmus, developmental expression of AhR in the retina and the observed 

disorganization of retinal cell layers all suggest that the nystagmus is likely of visual or visuo-motor 

origin. 

 

Exposure of adult mice to an exogenous AhR ligand, TCDD, does not induce a pendular 

nystagmus 

Finally, several recent reports suggest that exogenous AhR ligands might disrupt the endogenous 

function of the receptor. Sartor and colleagues reported in a hepatic cell line Hepa1c1c7 that the AhR 

binds different xenobiotic responsive elements with or without TCDD [25]. This phenomenon might be 

responsible for unpredicted toxicities. As a consequence, the disruption of the AhR functions through 

either the binding to exogenous ligands or genetic deletion could result in comparable phenotypes. 

To test this hypothesis, we treated adult AhR+/+ mice (10 weeks) with TCDD, an exogenous ligand of 

the AhR, and measured several visuo-motor parameters as in the AhR-/- mice; we performed a 

subchronic treatment with 25 µg/kg of TCDD (or corn oil, as sham control), once a week during 5 

weeks and daily observed the spontaneous eye movements (Figure S2). After 5 weeks of treatment, 

we did not observe any abnormal eyes movements, i.e no nystagmus was present, suggesting that in 

adult mice TCDD does not alter the putative physiological functions of the AhR related to the 

regulation of the gaze stabilizing homeostasis. 
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Discussion and conclusion 

 

Evidence for an endogenous role of AHR in CNS development 

Several studies investigated the effect of TCDD, the AhR ligand, on the brain development. TCDD 

exposure disrupts different cellular processes in neurons and glial cells such as apoptosis, 

proliferation and differentiation. For example, TCDD leads to an increase of apoptosis in granule 

neuron precursor cells [26] and in cortical neurons [6]. Moreover, using telencephalon tissues in E13.5 

mice, Gohlke and colleagues suggested a disruption of the differentiation of GABAergic neurons in the 

ventral telencephalon in TCDD-treated WT mice and in non-treated AhR-/- mice [27].  

Previous studies have suggested that the AhR plays a significant role in neuronal development and in 

neural functions in invertebrates. Interestingly, in C.elegans, the AhR plays a crucial role in the 

development of the fate of GABAergic neurons [10]. Based on these results, it is tempting to speculate 

that AHR endogenous functions in the CNS could have been conserved in vertebrates. Then, the 

binding of TCDD on the AhR could lead to a disruption of the endogenous functions of this receptor.  

Very few studies have been performed using vertebrate models on the role of the AhR in the nervous 

system. It was suggested that the AhR could play an endogenous role in the neural biology [27]. 

Indeed, Lin et al., which used primary cortical neurons of rats, showed that a knockdown of AhR by 

siRNA experiments protects neurons against NMDA-mediated excitotoxicity [28]. The knockdown of 

the AhR induced a reduction of the NMDA-induced [Ca2+]I influx due to a decreased expression of 

subunits of NMDA receptors. Still at the cellular level, the AhR also seems to be important for cell 

differentiation. The overexpression of the AhR in the murine Neuro2 cell line induces an outgrowth of 

the neuritis [29], which is also induced by treatment with TCDD, in granule neuroblast cells [8]. So far 

however, no study reported behavioural impairments in relation to AhR perturbation. 

 

Nystagmus: comparison with human pathologies. 

In our study, we showed that the AhR-/- mice suffer from a horizontal pendular nystagmus whose 

molecular mechanisms are not yet characterized. In humans, congenital nystagmus (or as reported by 

the Committee for the classification of Eye Movement Abnormalities and Strabismus: infantile 

nystagmus syndrome, INS) is characterized by conjugated involuntary oscillations of both eyes, which 

appear at birth or during early infancy. INS as a prevalence of about 1/1000 to 1/6000 (Abadi and 

Bjerre) is predominantly horizontal and often characterized by pendular waveforms in the 0.5-8Hz 

range, which can evolve with age in jerk movements. The nystagmus also increases with fixation 

attempt. The eye movement disorder we report in the AhR-/- mice shares many features with INS in 

humans. Hence, it appeared early in the animal development (<4weeks), was conjugated and 

predominantly horizontal. In addition as in humans, we report an evolution with age from pendular to 

jerk-like movements (supplementary figure S1). Mouse nystagmus was also greater at light than in the 

dark, a symptom, which resembles INS during fixation. Interestingly, zebrafish and sheepdogs were 

for long the only animal models used in INS research but their nystagmus is not persistent under 
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obscurity [30]. Recently, albino mice were proposed as a model for INS [31]. Melanin synthesis 

disorders have long been linked to visual and visuo-motor impairments and undoubtly constitute an 

interesting model for INS in albinos patients (~25% of INS patients; [32]). The AhR-/- mouse is 

complementary to these models and shows some unique features, which might be relevant to perform 

additional works that cannot be realized with other albino strains of mice or other animal models. 

Given the many common features between the AhR mouse and human INS, it would be interesting to 

characterize if the other strains of AhR-/- mice generated independently (whose phenotypes 

sometimes diverge) [4,5], display a nystagmus. 

 

Structure and systems potentially implicated in nystagmus of visual or visuo-motor origin: 

The functional deficit observed in the optokinetic reflex suggests that the pendular nystagmus 

observed in AhR-/- is likely of visuo-motor origin. The circuitry of the optokinetic system involves the 

retina, the afferent visual pathway, the accessory optic system, inferior olivary and cerebellum, many 

brainstem oculomotor-related nuclei, oculomotor nerves (III et VI for horizontal movement) and the 

extra-ocular muscles [33]. 

Congenital nystagmus is often associated to a decrease of visual acuity or retinal impairments. For 

instance, it may be due to a loss of photoreceptors like in the Leber’s congenital amaurosis (LCA) [34]. 

Interestingly, mutations of AIPL1 (AhR interacting protein like-1), which shares 49% identity and 69% 

similarity with the human AIP (AhR interacting protein), was identified as a cause for this inherited 

disease [35]. Our results suggest that AhR-/-mice do not suffer from a loss of retinal cells, or of 

photoreceptor as in LCA. We have however identified a disorganization of lamina-restricted 

connections between bipolar axons and RGCs dendrites, but ERG didn’t reveal any functional deficit in 

the retina, suggesting that the basic physiology of the retinal cells and circuitry might be preserved. 

Whether this disorganization of retina cell layers relates to the transitory expression of the AhR during 

development, the origin of the optokinetic reflex deficit and congenital nystagmus is currently unknown 

and will be the topic of future investigations.  

Finally, specific functional test of visual acuity in AhR-/- mice will be needed to distinguish between a 

purely visual or visuo-motor origin of the nystagmus. Hence, congenital nystagmus is most probably 

multifactorial, and other defects downstream of the retina could be implicated in both OKR deficit and 

nystagmus. The electrophysiological investigation of structures such as the NOT (Nucleus Optic 

Tract), inferior olivary nucleus, abducens and oculomotor nuclei, will likely be needed in order to 

functionally trace the neuronal origin(s) of the spontaneous nystagmus in the AhR-/- mice. 

 

 

Toxicological activation of AHR and myelination: 

Nystagmus are often found in myelin disorders [36,37]. It was recently demonstrated that the 

treatment of rats by TCDD during gestation altered the expression of genes involved in the myelin, 

suggesting that activation of the AhR by exogenous ligands might lead to disruption of myelin 
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homeostasis [38]. Future experiments focusing on the myelination of the AhR-/- brain will explore this 

hypothesis. 

Finally, treatment with TCDD might be also interesting to test the hypothesis of an endogenous 

disruption of the normal functions of the receptor. We already demonstrated that AhR+/+ mice treated 

by high doses of TCDD during 6 weeks do not exhibit an ocular instability. However, It will be 

interesting to treat pregnant mice to assess the consequences of TCDD exposure on the developing 

brain and grown behavior of the pups. 

 

Conclusion 

In conclusion, our study demonstrates a new endogenous role of the AhR in the homeostasis of the 

developing nervous system. To our knowledge, no mouse model of congenital nystagmus has been 

reported so far. Future work on the AhR-/- mice will help to better understand the developmental 

mechanisms underlying congenital nystagmus.  
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Figure 

 

Figure 1: AhR-/-mice have a horizontal pendular nystagmus  

(A) Positions of the eyes of the AhR+/+ mice in both horizontal (EHp) and vertical (EVp) plans in the 

absence of head movements in the dark. (B) Positions of the eyes of 2 different AhR-/- mice showing 

spontaneous nystagmus at low frequency in light (upper) and at high frequency in dark (bottom). The 

AhR-/- mice have an ocular instability exclusively in the horizontal plan whereas the eyes of AhR+/+ 

mice and AhR+/- mice are stable. (C) Frequencies of the nystagmus in light and dark conditions for 

each AhR-/- mouse (n=12). The linear regression is represented by the dotted line in grey. EHp: Eye 

Horizontal position; EVp: Eye vertical position. In this and all following figures, eye movements to the 

right are presented upward. 
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Figure 2: Normal vestibular function in AhR-/- mice  

(A) Example of eye movements evoked in AhR+/+ (left) and AhR-/- (right) during sinusoidal oscillation 

in the horizontal plan at a peak velocity of 50°/s. top: frequency of the oscillation equal to 0.2Hz; 

bottom: frequency of 2Hz. Shaded areas indicate quick phases. At low frequency, the nystagmus 

overlaps the normal VOR pattern. At high frequency, both AhR+/+ and AhR-/- mice show comparable 

reflexive eye movements. (B-C), Gain (B) and phase (C) of the VOR in the dark. Blue lines correspond 

to the AhR+/+ mice, green lines correspond to the AhR+/- mice and red lines correspond to the AhR-/- 

mice. At low frequency, the VOR gain and phase in the AhR-/- mice decreased compared to the AhR 

+/+ mice. At high frequency, VOR gain and phase did not differ from that of other groups suggesting 

that the vestibulo-ocular reflex is not affected in the AhR-/- mice 

Asterisk indicates statistical difference with p<0.05, EHp, Eye Horizontal position; EVp, Eye Vertical 

position; Ev, Eye velocity; Tv, Table velocity. In this and all following figures: head velocity traces have 

been inverted to facilitate comparison with eye velocities; the phase lead is positive (up); plots present 

mean ± Standard Deviation (SD). 
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Figure 3: Cerebellar morphology and function are not affected by the AhR invalidation 

(A)The morphology of the cerebellum in both AhR+/+ (left) and AhR-/-mice (right) is similar. Top: The 

size of the cerebellum and its foliation are normal in AhR-/-, as shown on sagittal sections labeled with 

anti-calbindin antibodies and counterstained with DAPI. Bottom: Climbing fibers (stained by VGLUT2) 

properly innervate the dendritic arborization of Purkinje cells (CaBP). Scale bars represent 250 µm 

(top) and 25 µm (bottom). (B-C) Normalized gain (C) and phase (D) during the visuo-vestibular conflict 

at 0.5Hz. The AhR-/- and AhR+/+ mice are capable of adaptation during and after the vestibulo-ocular 

conflict. Blue lines correspond to the AhR+/+ mice, and red lines correspond to the AhR-/- mice. 

Asterisk indicates statistical difference between the VOR gain before and after the conflict with 

p<0.001, # represent the statistical difference between the VOR phase during all the adaptation 

protocol with p<0.001. 
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Figure 4: The OKR of AhR-/- mice is decreased 

(A) Example of eye movements evoked in both AhR+/+ and AhR-/- mice in horizontal position (EHp) 

during a rotation at 5°/sec in light in counter-clockwise. (B) OKR gain at 5°/sec. The OKR gain is 

significantly decreased in the AhR-/- mice compared with AhR+/+ mice. The figure presents 

discontinuous time, as indicated by the vertical lines. Asterisk indicates statistical difference with 

p<0.01, EHp: Eye Horizontal position. 
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Figure 5: The AhR is expressed in the eyes during the development of AhR+/+ mice  

In situ hybridization is performed on coronal sections of the mice eyes at two embryonic stages (E12 

and E14) with digoxigenin-labeled riboprobes for AhR. (A & C) E12 coronal section of AhR+/+ (A) and 

AhR-/- mice (C); no expression of AhR is detected at this stage. (B & D) E14 coronal section of 

AhR+/+ (B) and AhR-/- mice (D); the black arrow (in B) indicates the expression of AhR in the retinal 

ganglion cells. Scale bar represent 250µm. 
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Figure 6: AhR-/- mice retinal cells are functional despite scattered bipolar to RCG connections. 

Immunohistochemistry experiments were performed in retina sections of adult AhR+/+ and AhR-/- 

mice. AhR+/+ and AhR-/- retina at P56 is represented. Retinal ganglion cells (RGC) are labeled with 

antibodies against ßIII-tubulin; bipolar cells are labeled with antibodies against PKCα (Protein Kinase 

C α), nucleus is labeled with DAPI; amacrine and displaced amacrine cells are labeled with both 

antibodies against calbindin (CaBP)-D28k and calretinin. Horizontal cells are stained with antibodies 

against calbindin. The density of RGC, bipolar, amacrine and displaced amacrine, and horizontal cells 

are not significant different between AhR+/+ and AhR-/- mice (see quantifications at the bottom of the 

figure). The thickness of the ONL is the same between both genotypes. The white arrows in the 

bottom panel of the PKCa staining indicate the disorganization of the synapses between the bipolar 

cells and the RGCs in the AhR-/- mice.Scale bar = 25µm. ONL: Outer Nuclear Layer, INL: Inner 

Nuclear Layer, GCL: Ganglion Cells Layer, OPL: Outer Plexiform Layer, IPL: Inner Plexiform Layer. 
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Figure 7: Electroretinograms are normal in AhR-/- mice. 

(A) Representative scotopic ERG at different light intensities (from -2 to -0.49 log cd.s/m
2
) in both 

AhR+/+ and AhR-/- mice. Quantifications of a-Wave and b-Wave amplitudes are represented in the 

lower panel. (B) Representative photopic ERG. The photopic response is obtained using a flash 

intensityto -0.49 log cd.s/m
2 

on light-adapted mice and measured for both mice. There are no 

significant differences between both genotypes in scotopic and photopic ERG. Blue lines correspond 

to the AhR+/+ mice, and red lines correspond to the AhR-/- mice. 
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Figure S1: Evolution of the nystagmus throughout mice aging 

Position of the eyes in the horizontal plan (EHP) of two AhR-/- mice at different ages (10 and 23 weeks 

for mice 1; 24 and 38 for mice 2). The figure presents discontinuous time, as indicated by the vertical 

lines. EHP, Eye Horizontal position. 
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Figure S2: TCDD treatment of adult AhR+/+ mice did not affect gaze stability 

Adult AhR+/+ mice were treated by 25 µg/kg of TCDD at day 0, 7, 14, 21, 28. The mice were 

monitored at day 0, 13, 27, 34 (respectively D0, D13, D27, D34). Positions of the eyes in horizontal 

(EHp) plan in the absence of head movements in the dark are presented. The AhR +/+ mice treated by 

TCDD did not exhibit a horizontal pendular nystagmus. Note D13 trace shows discontinuous time, as 

indicated by the vertical line. EHp, Eye Horizontal position. 
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D. Conclusion 

Notre étude a démontré que les souris AhR
-/-

 présentent une instabilité oculaire 

caractérisée par des mouvements spontanés des yeux, exclusivement dans le plan horizontal. 

Les analyses des réflexes de stabilisation du regard montrent que le VOR est efficace 

lorsqu’on le stimule à haute fréquence alors que l’OKR est significativement moins efficace. 

De plus, nos observations montrent que le cervelet des souris AhR
-/-

 a une morphologie 

semblable à celui des souris sauvages. Les souris déficientes pour le AhR ne présentent pas 

d’ataxie
24

 et sont capables d’adaptation du VOR ce qui suggère que cette fonction du cervelet 

n’est pas altérée chez ces souris.  

L’étude de l’expression du AhR a été réalisée afin de déterminer avec précision sa 

localisation tissulaire au cours du développement embryonnaire et chez l’adulte. De 

nombreuses difficultés sont apparues. Le marquage de la protéine AhR en 

immunohistochimie est le même chez les souris AhR
+/+

 que chez les souris AhR
-/-

. Ce résultat 

suggère que les anticorps commercialisés ne sont pas spécifiques et reconnaissent d’autres 

protéines; un bon candidat serait le répresseur du AhR (AhRR), protéine ubiquitaire qui 

possède une forte homologie de séquence avec le AhR (chapitre I-B-6-b). En conséquence, 

nous avons utilisé une autre technique de marquage, l’hybridation in situ, qui permet de 

détecter l’ARNm du AhR. Les sondes ont été dessinées au niveau de la partie C-terminale du 

AhR pour s’affranchir des fortes homologies de séquence que partagent les parties N-

terminales du AHR et du AhRR. Des souris AhR
+/+

 et AhR
-/-

 de différents âges ont été 

utilisées : 

• Embryons de 12 et 14 jours (E12.5 et E14.5) 

• Souris en période néonatale (P0.5) 

• Souris âgées de 10 jours et 56 jours (adulte) 

Les expériences d’hybridation in situ démontrent l’expression du AhR dans la couche 

des cellules ganglionnaires de la rétine chez les embryons âgés de 14 jours. L’expression du 

AhR dans cette région est transitoire comme le suggère l’absence de marquage chez les souris 

néonatales et postnatales. L’étude de l’histologie de la rétine (quantification du nombre des 

principales cellules de la rétine) chez les souris adultes, a été effectuée afin de déterminer si le 

développement et l’architecture de la rétine ont été altérés par l’absence du AhR au cours du 

développement. Nous n’avons pas observé de différences du nombre de cellules 

ganglionnaires, amacrines, horizontales, bipolaires et des photorécepteurs entre les souris 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
24

 L’ataxie est un trouble de coordination motrice. 
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adultes AhR
+/+

 et AhR
-/-

. Des électrorétinogrammes (ERG) ont également été effectués afin 

d’évaluer la fonction de la rétine chez les souris AhR-/-. Les réponses enregistrées lors de ce 

test, sont identiques entre les deux génotypes de souris, ce qui suggère que la rétine ne subit 

pas d’altérations majeures suite à l’invalidation du AhR.

De plus, nous n’avons pas observé de marquage dans les différentes régions cérébrales 

et ce, quel que soit l’âge des souris. Ce résultat peut paraître contradictoire avec ceux décrits 

dans la littérature, mais il peut s’expliquer par la limite de sensibilité de la technique 

d’hybridation in situ. Cependant, chez l’embryon âgé de 12 et 14 jours, nous avons observé 

une expression du AhR au niveau des précurseurs des cellules de Schwann dans les nerfs 

crâniens comme les nerfs faciaux, trigéminaux, et dans les ganglions rachidiens (Figure 36). 

 

 

Figure 36 : Hybridation in situ montrant la localisation du AhR dans les embryons de souris 

C57BL/6J de 12 jours. 

A. L’ARNm du AhR est exprimé au niveau des nerfs provenant du ganglion trigéminal 

(flèches) B. L’ARNm du AhR est présent dans les ganglions rachidiens (flèche). 

 

Un co-marquage avec des marqueurs spécifiques des cellules de Schwann (SOX10, 

S100) est en cours de réalisation afin de confirmer cette hypothèse.  

Les mécanismes moléculaires et anatomiques à l’origine du nystagmus sont encore à 

élucider. Nos résultats suggèrent une implication des circuits visuo-moteurs qui comprennent 

la rétine et les afférences du système visuel, différentes structures du tronc cérébral comme le 

noyau du tractus optique et le système optique accessoire, ainsi que les nerfs et muscles 

oculomoteurs. Le nystagmus pendulaire horizontal peut aussi être lié à un défaut de 

myélinisation des différents nerfs. Cette hypothèse serait en accord avec l’expression précoce 

!" #"
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du AhR dans les précurseurs des cellules de Schwann ainsi qu’avec d’autres résultats 

comportementaux que j’ai obtenus chez le modèle de souris AhR
-/-

 et que je présente ci- 

dessous. 

Nous avons réalisé des tests d’ « openfield » ou test à champ ouvert et de rotarod chez 

les souris AhR
+/+

, AhR
+/-

 et AhR
-/-

. L’openfield est un test qui met en évidence des troubles 

de la locomotion, de la curiosité et l’anxiété des animaux: il consiste à placer un animal 

dans un environnement nouveau, ici un cube de 30 cm
3
 avec des murs transparents et à filmer 

ses déplacements à l’aide de 8 caméras placées de part et d’autre de la surface du cube. 

L’animal est déposé au centre du cube et ses déplacements sont filmés pendant 10 minutes. La 

distance parcourue, la vitesse de déplacement et le nombre de « rearings
25

» sont alors mesurés 

et quantifiés (Figure 37).  

 

Figure 37 : Test de l’openfield. 

A) Déplacement et préférence de position des souris AhR
+/+

, AhR
+/-

 et AhR
-/-

. Les dimensions 

de la surface « ouverte » sont données en X et Y (30 cm). En haut de la figure, la ligne rouge 

indique le déplacement de l’animal sur la période de 10 minutes. En bas, la préférence de 

place des souris est représentée (en bleu : aucun passage dans cette zone, en rouge passage 

de la souris pendant plus de 7 sec) B) De gauche à droite, distance parcourue (« total 

distance »), vitesse moyenne (« average speed ») des déplacements et nombre de « rearings » 

des différents groupes de souris. **, p<0,01 ; ***, p<0,001. 
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Contrairement aux souris AhR
+/+

 et AhR
+ /-

 qui explorent l’ensemble de l’espace et se 

déplacent au centre du cube, les souris AhR
-/-

 restent cantonnées au niveau du périmètre du 

cube et ne se déplacent que très rarement au centre de celui-ci. De plus, la distance parcourue 

et la vitesse moyenne de déplacement sont significativement diminuées chez les souris AhR
-/-

. 

Le nombre de « rearings » est également réduit : en effet, les souris AhR
-/-

 se lèvent en 

moyenne 12 fois alors que les souris AhR
+/+

 se lèvent en moyenne 60 fois au cours du test. 

Ces observations suggèrent que les souris AhR
-/-

 ont des problèmes de locomotion et/ou 

d’anxiété.  

Afin de compléter ce résultat, nous avons ensuite réalisé le test du rotarod. Ce test 

permet de mettre en évidence des troubles de coordination motrice et d’apprentissage 

moteur (voir p.45). Nous avons effectué un protocole à vitesse constante. Les animaux sont 

placés sur une barre cylindrique tournant à 14 rotations/minute. Les animaux sont entrainés 

pendant 5 jours. Le temps de maintien des souris sur la barre est calculé (Figure 38).  

 
 

Figure 38 : Test du rotarod. 

Le temps de maintien de chaque groupe de souris AhR
+/+

, AhR
+/-

 et AhR
-/-

 est mesuré pendant 

5 jours. ***, p<0,001 correspond à la différence significative avec le premier jour 

d’apprentissage, #, p<0,001, ANOVA à 2 facteurs entre les différents groupes, NS : résultats 

non significatifs. 

 

Le temps de maintien des souris AhR
+/-

 et AhR
-/-

 est significativement diminué par 

rapport aux souris AhR
+/+

. Ce résultat montre que les souris AhR
-/-

 ont des troubles de 

l’apprentissage moteur et de la coordination motrice. Les défauts de maintien sur le rotatod 

peuvent être dus à plusieurs facteurs comme un défaut cérébelleux, une altération de la force 

musculaire ou de l’innervation des muscles. Ces questions sont actuellement étudiées par 

l’équipe du Pr. Massaad (CeSEM) avec qui nous collaborons.  
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Le traitement de souris AhR
+/+

 avec un ligand exogène très affin du récepteur (TCDD) 

a été réalisé par la suite afin d’étudier la perturbation de la fonction endogène du AhR. Nous 

avons utilisé une dose élevée de dioxine pour cette étude (25 µg/kg de TCDD pendant 6 

semaines avec 1 injection par semaine). Toutefois, nous n’avons pas observé l’apparition du 

nystagmus spontané chez ces souris après ce traitement sub-chronique. Toutefois, les résultats 

de marquage du récepteur ont montré son expression transitoire pendant le développement 

embryonnaire dans des structures potentiellement impliquées dans les réflexes de stabilisation 

du regard (ex: cellules ganglionnaires de la rétine). Il serait intéressant de voir les effets d’un 

traitement avec des doses aigües et chroniques de TCDD de femelles sauvages gestantes sur 

l’apparition du nystagmus chez les souris de génération F1. 

  



!)(!

 



! ))!

Article 2 : Endogenous disruption of the Aryl hydrocarbon 

Receptor functions in the mouse cerebellum 

 

Auteurs: Aline Chevallier, Chris Ottolenghi, Frank Letourneur, 

Sébastien Jacques, Stéphane Pierre, Linh-Chi Bui, Robert Barouki, 

Xavier Coumoul 

 

Article en préparation 
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V. Perturbation endogène des fonctions du AhR dans le cervelet de souris C57BL/6 

par la dioxine. 

Article en préparation. 

A. Contexte scientifique 

En parallèle des études comportementales réalisées chez la souris AhR
-/-

, j’ai travaillé 

sur l’identification de nouveaux gènes cibles régulés par le AhR dans le système nerveux 

central. Par ailleurs, nous avons souhaité compléter ce travail par l’étude de la « perturbation 

de la fonction endogène » du AhR dans le cervelet par la TCDD
26

.  

La « perturbation de la fonction endogène » est une hypothèse basée sur plusieurs 

travaux publiés par des laboratoires indépendants résultant d’études menées sur les modèles 

animaux AhR KO. Initialement, le AhR a été décrit comme un récepteur de xénobiotiques et 

sa principale fonction décrite est son rôle dans la régulation du métabolisme de ces composés. 

Comme indiqué précédemment, chez les invertébrés, les orthologues du AhR ne lient pas la 

TCDD et régulent des fonctions endogènes (différenciation neuronale,…). L’acquisition de la 

« fonction de récepteur » au cours de l’évolution pourrait simplement être assimilée à un gain 

de fonction sans perte des propriétés régulatrices précitées, toutefois, plusieurs observations 

récentes indiquent qu’un détournement ou une perturbation de la fonction endogène pourrait 

aussi intervenir en cas de liaison à un polluant. Ainsi, de manière surprenante, les effets d’une 

invalidation de la fonction du AhR et ceux d’un de ses ligands les plus puissants, la TCDD 

sont souvent équivalents, à titre d’exemple, les souris AhR KO développent une fibrose 

hépatique portale que nous observons chez des souris traitées par la TCDD de manière sous-

chronique (voir 3
ème

 article). Plus récemment, l’équipe du Dr A. Puga (qui avait déjà montré 

que des lignées hépatiques AhR KO et AhR
+/+

 traitées par la TCDD se comportaient de la 

même manière) a réalisé des expériences de puces à ADN couplées à du « ChIP on chip » 

(Chromatin ImmunoPrecipitation on chip) sur des cellules d’hépatocytes murines Hepa-1c1c7 

(Sartor et al., 2009). La liaison du AhR aux promoteurs des gènes cibles a été caractérisée en 

présence et en l’absence de TCDD et de benzo(a)pyrène (BaP), un autre ligand du AhR. 

Ainsi, à l’état basal (sans TCDD ou BaP), 750 promoteurs sont liés par le AhR, renforçant 

l’hypothèse d’un rôle endogène de ce récepteur. De plus, la plupart des gènes identifiés 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
26

 La TCDD, ligand exogène le plus affin pour le AhR, entraîne de nombreux effets 

toxiques dont certains observés au niveau du système nerveux central. En effet, plusieurs 

études ont démontré qu’un traitement par la TCDD provoque une perturbation des processus 

de prolifération, de différenciation et d’apoptose des cellules granulaires du cervelet (voir 

paragraphe II-B-2-c).  
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possèdent des fonctions transcriptionnelles, incluant de nombreux gènes à « homeobox » et 

sont impliqués dans le développement embryonnaire de certains organes. La liaison du AhR 

sur ces promoteurs en absence de ligand exogène pourrait s’expliquer par la présence de 

ligand endogène ou par des régulations post-transcriptionnelles (ex : phosphorylation, 

chapitre I.B.5.d) (Pollenz, 2002). Lorsque les cellules sont traitées par la TCDD ou le BaP, 

une modification des groupes de promoteurs liés par le AhR est observée : i) certains 

promoteurs de gènes impliqués dans le développement ne sont plus liés par le AhR ii) de 

nouveaux groupes de gènes émergent, comme ceux du métabolisme des xénobiotiques.  

Nous posons donc l’hypothèse d’une plasticité structurale du AhR dont la fonction 

transcriptionnelle serait modifiée par la nature de son ligand (dans ce cas, ligand exogène 

versus ligand endogène). Cette hypothèse est illustrée dans la figure 39 : 

 

Figure 39 : Illustration de l’hypothèse de la perturbation endogène 

Cette hypothèse fait intervenir le AhR et les ligands (xénobiotiques) de ce récepteur dont la 

liaison entraîne un détournement des fonctions de celui-ci et éventuellement une toxicité. 

Elle est renforcée par des expériences réalisées au laboratoire qui montrent que le AhR 

ne lie pas le même élément de réponse (XRE) en fonction de la nature de son ligand exogène 

(dioxines vs. polyphénols) (chapitre I.B.5.c et chapitre VII). 

 

B. Buts de l’étude 

 

Nous avons réalisé une étude transcriptomique globale (puces à ADN) en utilisant des 

homogénats de cervelets issus de souris AhR
+/+

 et AhR
-/-

 traitées par 10 µg/kg de TCDD ou 
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contrôles, traitées par de l’huile de maïs (solvant utilisé pour diluer la TCDD) pendant 48h 

après injection intra-péritonéale. Le dessin expérimental est présenté dans la figure 40. 

L’analyse des gènes dans les quatre conditions a permis de mettre en évidence : 

1. Les gènes régulés par le AhR physiologiquement dans le cervelet de souris par 

comparaison des listes de gènes régulés chez les souris AhR
-/-

 contrôles et les souris 

AhR
+/+

 (« Wild-Type ») contrôles. Ces résultats nous ont permis de définir de très 

nombreux gènes cibles endogènes du AhR dans le cervelet de souris. 

2. Les gènes régulés par un traitement à la TCDD en comparant la liste de gènes régulés 

chez les souris AhR
+/+

 traitées et les souris AhR
+/+

 contrôles. Ces résultats nous ont 

permis d’identifier de nouvelles cibles géniques de la TCDD dans le cervelet de souris 

qui pourraient, par leur dérégulation, être à l’origine de certaines toxicités. 

3. Les gènes régulés par un traitement à la TCDD en absence de AhR en comparant la 

liste de gènes régulés chez les souris AhR
-/-

 traitées et les souris AhR
-/-

 contrôles. Ces 

résultats nous ont permis de déterminer les effets de la TCDD passant par des voies 

indépendantes du AhR.  

4. La correspondance entre les résultats obtenus avec les souris AhR KO et les souris 

traitées avec de la TCDD dans le cadre de l’hypothèse de la « perturbation 

endogène ». 

 

Figure 40 : Dessin expérimental de l’analyse transcriptomique. 

Etude réalisée sur le cervelet des souris AhR+/+ et AhR-/-. 

Dans une seconde partie de l’étude, nous avons comparé les gènes identifiés dans 

l’étude du cervelet avec d’autres travaux menés sur d’autres tissus comme le foie et le rein 

(Boutros et al., 2009).  
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C. Résumé en français 

La TCDD ou 2,3,7,8 TétraChloroDibenzo-p-Dioxine, contaminant environnemental, 

est un agent neurotoxique qui active le AhR. Plusieurs études montrent que la dioxine altère 

l’homéostasie du cervelet en perturbant la différenciation des précurseurs des cellules 

granulaires et en induisant l’apoptose. De manière intéressante, les orthologues du AhR 

identifiés chez les invertébrés, sont exclusivement exprimés dans les neurones et jouent des 

rôles importants dans le développement neuronal. Ainsi, ce récepteur pourrait également être 

important pour la mise en place du système nerveux central des mammifères. Cependant, ces 

fonctions n’ont pas été identifiées à ce jour. Nous avons caractérisé le profil global 

d’expression des gènes dans le cervelet de souris C57BL/6J AhR
+/+

 et AhR
-/-

 traitées ou non 

par de la dioxine (10 µg/kg) pendant 48h. L’expression de 2735 gènes est significativement 

régulée chez les souris AhR
-/-

 comparées aux souris AhR
+/+

, incluant des gènes à 

« homéobox » et des régulateurs de la différenciation neuronale. De plus, 1010 gènes ont une 

expression altérée par la dioxine chez les souris AhR
+/+

, dont les enzymes du métabolisme des 

xénobiotiques. Seulement 155 gènes ont une expression modifiée chez les souris AhR
-/-

 

traitées par la dioxine. L’utilisation de l’analyse « Focus » (Cole et al., 2003), nous a permis 

d’identifier un grand nombre de gènes dont l’expression est régulée de la même manière par 

la dioxine, chez les souris AhR
+/+

, et chez les souris AhR
-/- 

non traitées. Ces résultats montrent 

que le AhR régule de nombreux gènes impliqués dans le maintien de l’homéostasie du 

cervelet de souris et que le traitement par un ligand exogène comme la TCDD, perturbe ses 

fonctions de régulation endogène. 
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Abstract 

The environmental contaminant TCDD (2,3,7,8 TetraChloroDibenzo-p-Dioxin) is a neurotoxic agent, 

which acts through the Aryl hydrocarbon Receptor (AhR). A previous work has shown that TCDD 

affects the homeostasis of the cerebellum by disrupting the differentiation of granular precursor cells 

and inducing apoptosis. Interestingly, orthologs of AhR in C. elegans are exclusively expressed in 

neurons and are involved in the development of the nervous system. We hypothesized that this 

receptor might also play an important role in the mammalian central nervous system (CNS). However, 

any CNS function in mammals remains putative. We characterized the global gene expression profile 

in the cerebellum of C57BL/6J wild-type and AhR-/- adult mice treated or not with TCDD (10 µg/kg) 

during 48h. The expression of 2735 genes was significantly affected by the absence of the AhR, 

including homeobox genes or regulators of neuronal differentiation. Furthermore, the expression of 

1010 genes was significantly affected by TCDD in an AhR-dependent manner, including xenobiotic 

metabolizing enzymes. In the AhR-/- mice, only 155 genes have their expression regulated by TCDD. 

Interestingly, we found that several genes show similar changes of expression levels after both TCDD 

treatment of wild-type animals and by ablation of the AhR. Our findings provide evidence that the AhR 

possesses important endogenous functions in the cerebellum of mice and that the treatment by TCDD, 

disrupts those processes.  



Introduction 

2,3,7,8 TetraChloroDibenzo-p-dioxin (TCDD) is a persistent organic pollutant that exerts its toxicity 

leading ultimately to cancer through a ligand activated transcription factor, the Aryl hydrocarbon 

Receptor (AhR). The AhR belongs to the basic Helix-Loop-Helix/Per-ARNT-Sim (bHLH/PAS) family. 

After ligand binding, the AhR translocates into the nucleus and heterodimerizes with its nuclear 

partner, Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator (ARNT). The complex binds to xenobiotic 

responsive elements (XRE) located in the promoter of target genes and induces their transcription (ex: 

xenobiotic metabolizing enzymes or XME such as Cyp1A1). TCDD is associated with neurotoxicity in 

humans and animals. Indeed, children exposed to a mixture of PCB (polychlorinated biphenyls) and 

TCDD display a delayed motor development and hypotonia, two pathological phenotypes linked to the 

cerebellum function [1]. Furthermore, the head circumference of the children was negatively correlated 

with the quantity of TCDD found in the maternal milk [2]. Neurobehavioral studies in rodents exposed 

to TCDD during development showed an impairment of the performance in rats on the rotarod, a 

device which measure the motor coordination and motor learning [3]. Several studies have 

demonstrated that TCDD disturbs the cerebellar development. For example, gestational exposure to 

TCDD alters differentiation of granule neuron precursor cells [4]. In parallel, a recent study showed 

that TCDD induces apoptosis in cerebellar granule cells and increases the production of reactive 

oxygen species (ROS) REF. 

Interestingly, the use of knock out models has unraveled some endogenous functions of the AhR in 

both invertebrates and vertebrates [5,6,7,8]. Orthologs of AhR in invertebrates do not bind exogenous 

ligands as in mammals and are involved in neuronal development and homeostasis [9,10]. These 

ancestral functions might be conserved in mammalian species but few studies have been performed to 

test this hypothesis. For example, Collins et al.,have revealed that the cerebellum of adult AhR-/- mice 

express lower levels of the GABAergic receptor α6, a marker of granule cell in cerebellum, and a 

decreased DNA content [4]. These results suggest a physiological role of this receptor in the central 

nervous system, especially in the cerebellum. 

According to the expression of AhR in the adult cerebellum of the rat [11], we performed a large-scale 

transcriptomic study on the cerebellum of mice (both wild-type (WT) and AhR KO (KO), treated or not 

with TCDD) to identify pathways regulated by the AhR. Interestingly, our analysis of the data led us to 



conclude that the AhR might be a modulator of TCDD action and that TCDD also disrupts the 

endogenous functions of the receptor, which raises important questions relevant to the toxicity of 

persistent organic pollutants. 



Materials & Methods 

Mice experiments  

All procedures used were in strict compliance with the European Directive 86/609/EEC on the 

protection of animals used for experimental purposes.  INSERM review board and the Direction 

Départementale des Services Vétérinaires approved this study; authorization number 75-962. AhR-/- 

and Wild-Type (AhR +/+) mice are a generous gift of Pr. PM Fernandez-Salguero [7]. Eight AhR+/+ 

mice and eight AhR-/- mice were used in this study. Male mice (7 weeks) were injected i.p. with 200 µl 

of TCDD (10 µg per kg of body weight) or the vehicle (corn oil) (four mice/group) during 48h. TCDD 

was purchased from LCG Promochem (Molsheim,
 
France). Then, mice were euthanized by CO2 

inhalation. After sacrifice, the brain was immediately harvested and the cerebellum was dissected, 

directly freezed in liquid nitrogen and conserved at -80°C until use. 

 

RNA sampling from cerebellum (including tissue extraction, RNA purification, checking of RNA 

purity) 

A half of cerebellum was placed in 1 mL of Trizol reagent (Invitrogen) with 2 stainless steel beads 

(Qiagen, Courtaboeuf, France) and was homogenized with a Tissuelyser system (Retsch MM300, 

Germany). Total RNA was prepared using the RNeasy Lipid Mini Kit from Qiagen, following the 

manufacturerʼs instructions. DNase I step (Qiagen) was added to the RNeasy elution column 

according to protocol described by the manufacturer. The quality of total RNA was monitored by 

Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent technologies, Massy France). 

 

Microarrays experiments (including hybridization and analysis) 

Microarrays were carried out with Affymetrix Mouse Gene 1.0 ST arrays (a genome wide array with 

28000 probe sets) according to the manufacturerʼs protocol. Briefly, total RNA (300 ng) was labeled 

and cRNA (antisens RNA) was synthetized using the Affymetrix WT cDNA Synthesis and Amplification 

Kit. After cleanup protocol, ssDNA (sense single stranded DNA) was synthetized, fragmented and 

labeled with biotin. Biotin-ssDNA was hybridized onto microarrays according to the manufacturerʼs 

instructions. After 16h at 45°C, microarrays were washed and stained using Affymetrix fluidics station 

450 and scanned with an Affymetrix GeneArray scanner 3000 7G. Fluorescence data were imported 



into two softwares for analysis: Affymetrix® Expression Console™ and R Bioconductor. Gene 

expression levels were calculated using the RMA algorithm in Expression Console and flags were 

computed using a custom algorithm within R [12]. To limit potentially biased measurement 

(background or saturating) all probes that normalized intensity measures, were outside of a confidence 

interval were flagged 0. The confidence interval was 2 * standard deviation from the mean intensities 

of each chip. Three probe lists have been used for each comparison according to flagged 

measurement in the relevant chips. The “PP” list is made of probes only flagged as “Present” for all 

chips involved in the comparison. The “P50” list has been created filtering probes flagged as “Present” 

for at least half of the chips. The “All” list is made of all probes without any filter. 

Unsupervised analysis of normalized gene expression values involved principal component analysis 

(PCA) using the svd function in R. The analysis was performed both on the entire non-filtered dataset 

and on a subset of transcripts that were selected for greatest differential expression across the four 

experimental conditions tested. The parameter measuring the degree of non-directional differential 

expression was the “total variance” calculated with the Focus software ([13]; see below). Filtering by 

total variance was meant to reduce the influence of variation unrelated to the experiments and indeed 

improved classification while preserving the overall topography of the PCA plots (Figure 1 shows the 

results based on a representative Focus total variance threshold corresponding to the top 1299 

genes). This represents a modified (class-unbiased) form of the “semi-supervised PCA” concept of 

Bair & Tibshirani by incorporating some information on the classes of interest [14,15] but it makes no 

assumptions on any expected direction of change or relative importance thereof [16].  

As for the supervised analyses, we carried out linear contrastsʼ analyses using the Focus software 

v.5.0 [13]. Focus starts combining the across-dataset standard deviations of log ratios and differences 

of either the mean or the minimum untransformed expression values per gene per condition. These 

parameters are weighted by normalized contrasts that describe either a pairwise directions of change 

or any selected multiclass profiles of interest. Next, Focus either combines the resulting scores with 

scores representing the dataset-normalized single gene variance of the means, or directly calculates a 

false discovery rate (FDR) on the mininum expression values by a machine learning algorithm (PRIM, 

see [13]). Therefore, Focus scores reduce the effect of single gene variance estimation, as the latter 

may be little reliable in the presence of few replicates. Focus was found to ensure a 2-fold increase in 



sensitivity at usual levels of false discovery rate [13]. We also used the standard FDR calculation on 

log ratios at optimal cutoffs estimated by bootstrap simulation, as implemented in the Focus software.   

Hierarchical clustering analysis was performed with the Genepattern software 

(http://www.broadinstitute.org/cancer/software/genepattern/) on the statistical scores derived from 

supervised Focus analyses rather than on expression levels. This was meant to reduce data variability 

and to emphasize the relations between the conditions of interest.     

Data were subsequently submitted to the Database for Annotation, Visualization and Integrated 

Discovery version 6.7 (DAVID, http://david.abcc.ncifcrf.gov/, [17,18] to model networks among genes. 

 

qRT-PCR experiments 

The mRNA levels of selected genes were measured by RT-qPCR. After RNA extraction, total RNA 

concentration was assessed with a spectrophotometer (ND-1000 NanoDrop, Nanodrop products, 

Wilmington, DE, USA). Reverse transcription was carried out on 2 µg of each sample using the cDNA 

High-Capacity Archive Kit (Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) in a final reaction of 20 µl 

according to the manufacturerʼs instructions. Specific oligonucleotides were designed using
 
the OLIGO 

Explorer software (Molecular Biology Insights, Inc.,
 
Cascade, CO); gene specific primers used for real 

time PCR were: TDO2: forward 5ʼ-TTACCTGCGTTCAACTGTG-3ʼ and reverse 5ʼ-

AAAAGCCGACTGAGAATCC-3ʼ and GAPDH: forward 5ʼ-GTGGACCTCATGGCCTACAT-3ʼ and 

reverse: 5ʼ-TGTGAGGGAGATGCTCAGTG-3ʼ. RT-qPCR was performed using 20 ng of cDNA and 100 

nM of each primer and absolute SYBR Green Rox Mix (Thermo Electron SAS, Courtaboeuf, France) in 

a final volume of 10 µl. RT-qPCR measurements was carried out on an ABI PRISM 7900HT Sequence 

Detection System (Applied Biosystems). PCR cycles were proceeded as described previously [19]. 

mRNA values were normalized to the expression level of GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase). They were performed on an independent set of samples (n=5) for stringent 

validation. 



Results 

Protocol design 

According to Petersen et al, the AhR is expressed in the adult central nervous system, especially in 

the cerebellum [11]. To identify the endogenous target genes regulated by the AhR in the cerebellum, 

we compared the expression patterns in this organ from both wild-type (WT) and AhR knock-out (KO) 

mice by a large-scale transcriptomic study using Affymetrix Mouse Gene 1.0 ST arrays (28100 

probes). Moreover, to identify new target genes of the TCDD-AhR axis, we also compared untreated 

WT vs TCDD-treated WT mouse cerebellum. In addition, we analyzed the effects of TCDD in the AhR 

KO mice to identify potential alternative pathways activated by this pollutant. 

 

Comparison of WT versus KO mouse cerebellum 

We first investigated the transcriptional responses of the cerebellum to AhR invalidation by comparing 

AhR KO to the AhR WT cerebellum. The list of differentially expressed genes included 1734 and 1001 

genes that were up- and down-regulated, respectively, with a fold difference > 1.2 and passed the 

bootstrap cutoff by standard FDR estimation.  

The DAVID analysis showed that the up-regulated genes in the KO mice (1734) were enriched in 

mitochondrial and nuclear cellular localizations. The enriched functions were diverse, including 

acetylation, various processes related to RNA metabolism (mRNA, tRNA and ncRNA), DNA 

metabolism and repair, and catabolism as well as biosynthesis and localization of proteins. Structural 

categories included phosphoproteins, zinc fingers and helicases (data not shown). 

The converse list of top gene ontology categories down-regulated in the KO mice (1001) included 

many well-known developmental genes, some with identified roles in neuron differentiation and, 

particularly, many classical homeobox genes. In addition, proto-cadherins as well as phospholipases 

were depleted in the KO (data not shown). 

 

Comparison of untreated vs treated WT mouse cerebellum 

In order to identify the target genes regulated by xenobiotic ligands of the AhR, we used TCDD, which 

is a highly stable persistent organic pollutant, the only known cellular effect of which is to bind the AhR 

and activate well-characterized genes of the xenobiotic metabolism pathway. 



We identified 707 and 303 transcripts that were up or down-regulated by TCDD, respectively.  

The DAVID analysis showed that the up-regulated genes belonged to nuclear and nucleolar cellular 

localization ontologies and were involved in functions such as chromatin remodeling or DNA repair. 

Protein transport, acetylation, regulation of kinase functions were also enriched. Structural categories 

included zinc-finger domains, phosphoproteins and, as expected, xenobiotic metabolizing enzymes. Of 

note, several of these gene ontology categories were also up-regulated in the KO cerebellum (data not 

shown).  

Strikingly, the converse list of top gene ontology categories down-regulated by TCDD in the WT 

cerebellum was also similar to the corresponding one which was down-regulated in the KO versus WT 

rodents, including many well-known developmental genes as well as several classical homeobox 

genes. The Glycoprotein category was also top scoring, including many cadherins. Other significant 

categories mostly represented other features associated with these two groups of genes (data not 

shown). 

 

Comparison of untreated vs TCDD-treated KO mouse cerebellum 

The only known molecular effect of TCDD is to bind and activate the AhR. In parallel to the WT mice, 

we also treated KO mice with TCDD in order to compare both mRNA expression profiles in the 

cerebellum of non-treated and treated AhR KO mice and to identify AhR-independent TCDD-

dependent pathways. 

The list of genes differentially expressed between the control KO and the KO-TCDD animals was 

shorter than for the above comparisons, with 104 up- and 51 down-regulated genes at the bootstrap 

optimal FDR cutoff. This shorter list was consistent with the hypothesis that TCDD mainly activates the 

AhR pathway. However, the DAVID analysis of these genes showed that only several cytochromes 

P450 (along with related categories) were enriched in the KO-TCDD cerebellum (CYP2B23, 

CYP2D40, CYP26C1), whereas the phosphorylation category was the only one significantly down-

regulated. We asked whether a longer list of differentially expressed genes would be more informative 

and generated a new list based on an increased Focus score cutoff without applying FDR control, as 

this was found useful in an unrelated microarray analysis [16]. This resulted into 372 genes up and 

413 down in the KO-TCDD (focus score 7 cutoff). The up-regulated categories in the KO-TCDD 



cerebellum included mitochondrial proteins, oxidoreductases, acetylation, ubiquitin-related process, 

protein biosynthesis and other ribosome related activities (data not shown). The categories 

significantly down in the KO-TCDD included only phosphoproteins and acetylation (data not shown). 

Because one ontology category (acetylation) was present both in up and down genes, and because 

the yield of significant hits was relatively poor, we inferred that the alterations induced by TCDD in the 

AhR KO mice were quite mild or heterogeneous or, else, they mostly reflected currently poorly 

recognized pathways.  

 

Unsupervised PC analysis of all the samples (WT and KO cerebellum in presence or absence 

of TCDD) 

We next performed an unsupervised PCA (Principal component analysis), on the most variable genes 

from the complete dataset in order to identify which factor(s) impact the most on the observed 

variations (Figure 1 and see Methods). The greatest amount of genome-wide transcriptional variation 

(41%) was clearly the result of the differences between WT vs KO animals and was unrelated to 

TCDD (the first principal component or PC1, x-axis). The second greatest amount of correlated 

variation (PC2) accounted for 15% of total variance. PC2 reflected the differences related to TCDD; 

interestingly, the direction of the differences was affected by the genotype (WT vs KO). Indeed, the 

distribution of TCDD-treated vs untreated samples was opposite along PC2 depending on whether 

they were from WT or KO mice. Thus, PC2 represents genes that respond to TCDD in opposite 

directions depending upon the AhR expression. This result, consistent with the notion that the AhR 

acts as a modulator of TCDD rather than as its direct effector, was not anticipated from the gene 

ontology analysis (see above). 

 

Combined analysis of WT-TCDD and KO-TCDD mouse cerebellum 

In order to test if PC2 described a genuine effect, we plotted the focus scores measuring differential 

expression that all the genes showed for the comparison WT vs WT-TCDD (x-axis) with the focus 

scores for the comparison KO vs KO-TCDD (y-axis) (Figure 2A). As expected, we observed a major 

trend of negative correlation when we compared the degree of gene up-regulation induced by TCDD in 

the WT versus those induced by TCDD in the KO cerebellum. This trend was confirmed by the 



subsets of genes passing the bootstrap-estimated FDR cutoff (for both pairwise comparisons defining 

the x- and y-axis), which were enriched in the same quadrants of the plot as the majority of the 

unselected genes (colored dots of Figure 2A; see legend). Thus, in the cerebellum, most TCDD-

responding genes are regulated in opposite directions, depending on whether the AhR is present or 

not. 

 

Combined analysis of WT/KO vs WT/WT-TCDD mouse cerebellum 

In order to investigate to which extent and how TCDD action was mediated by the AhR function in the 

cerebellum, we compared the transcriptional changes induced by TCDD in the WT cerebellum to those 

observed between KO and WT cerebellum. We observed that several GO categories were similarly 

regulated in the WT-TCDD cerebellum and in the untreated KO cerebellum. 

Thus, we plotted the focus scores that all the genes showed for the comparison WT vs WT-TCDD (x-

axis) with the focus scores for the comparison WT vs KO (y-axis) (Figure 2B). If TCDD had a major 

action of activating/exacerbating the normal AhR function (as it would be expected for a traditional 

ligand – receptor couple), we would expect a negative correlation between the effects of TCDD and 

those of the KO. In contrast, we found an striking positive correlation, with >30 fold more genes 

showing a similar change of expression level with TCDD in the WT animals and in the untreated KO 

ones, than those showing a discordant change (2949 vs 86, or 615 vs 18, among the differentially 

expressed genes at focus score thresholds of 4 or 6, respectively.). Again, this pattern was 

reproduced by the genes most strongly associated with either pairwise comparison by FDR (colored 

dots of Figure 2B, see legend). This suggests that, in terms of the number of genes involved, by far 

the greater effect of TCDD was to repress/reduce rather than activate the endogenous AhR function in 

cerebellum. This result was then consistent with the DAVID analysis on the original pairwise 

comparisons, whereby we found that several gene ontology categories were enriched or depleted both 

in the untreated KO and in the TCDD-treated WT-mice as compared to untreated WT animals (see 

above). 

Overall, the results depicted in Figure 2 (panels A and B) suggest that more genes show a similar 

expression change (up or down) in the WT treated by TCDD and in the KO rodents as compared to 

untreated WT ones, as well as a change in the opposite direction in the KO treated by TCDD as 



compared to the untreated KO (WT-TCDD>WT, KO>WT and KO>KO-TCDD, or the reverse 

inequalities). This correlation trend over the three pairwise comparisons is confirmed in the panels C 

and D (Figure 2) which map the genes that are most strongly up- or down-regulated (based on 

boostrap estimated FDR) in one comparison (WT vs KO in C, and KO vs KO-TCDD in D) onto the plot 

representing the scores of those genes in the two other comparisons. Therefore, the most common 

trend of variation is a similar regulation with the WT-TCDD condition and the KO condition. 

Nevertheless, the degree to which individual genes showed this “common” profile was quite 

heterogeneous. 

 

Genes responding similarly to AhR ablation and TCDD 

When we analyzed the expression patterns of individual genes, distinct expression patterns were 

consistent with the inferred “similarity” between the TCDD-treated WT and the untreated KO mice. For 

instance, some genes were down-regulated by TCDD in the WT, down-regulated to a similar degree in 

the KO, and were back at the WT level in the TCDD-treated KO. These genes included well-known 

developmental neuronal genes such as Lhx2 (LIM homeobox protein 2), Lhx9 (LIM homeobox protein 

9), the ephexin gene Ngef (neuronal guanine nucleotide exchange factor), Nrgn (neurogranin) and 

Cyp26C1 (Table 1); the expression intensities of the 19 top-scoring genes for this profile by bootstrap 

FDR are presented in Table 2. 

Further down the list, the Tdo2, en enzyme involved in the metabolism of kyrunenin (see Discussion) 

responded to TCDD in the wild-type mice though with relatively high variance, thus not passing the 

FDR cutoff. By real-time PCR, Tdo2 showed a strong up-regulation in both the TCDD-treated WT and 

the untreated KO mice as compared to untreated WT ones, thus consistent with the major genome-

wide trend (Figure 3). 

Other genes fitted this pattern more subtly. In particular, some of them showed a large difference 

between the KO and WT, whereas TCDD induced a much smaller change, yet in opposite directions 

depending on genotype.  

Other genes, including Reep6 (receptor accessory protein 6), B4Galnt1 (ß-1,4-N-acetyl-

galactosaminyl transferase 1), and Mid1 (Midline 1), showed the mirror pattern of changes (up-

regulation in the KO and WT-TCDD treated mice) (Table 1). 



Examples of the minority of genes that had expression patterns consistent with TCDD activating the 

AhR were Cldn1 (Claudin1), Fah (fumarylacetoacetate hydrolase). However, Claudin1 had similar 

levels in the TCDD-treated KO and in untreated WT rodents, thus indicating that they responded to 

TCDD, though to a different degree, both in the presence of the AhR and in its absence (Table 1).  

 

Comparison of three different tissues (liver, kidney, cerebellum) 

We analyzed a published dataset from a microarray study on the effect of TCDD and AhR-KO in the 

mouse liver and kidney [20]. As we did for the cerebellum, we plotted the focus scores that all the 

genes of either organ showed for the comparison WT vs WT-TCDD (x-axis) with the focus scores for 

the comparison WT vs KO (y-axis; Supplemental Figure 1). For both liver and kidney (plotted 

separately), there was a slight trend toward a positive correlation, yet this was by far less conspicuous 

than in the cerebellum. Indeed, unlike the cerebellum genes, a large number of liver and kidney genes 

showed expression changes that were consistent with TCDD activating the AhR. 

The data suggested that the shared feature of these tissues was an action of TCDD that was similar to 

the ablation of the endogenous AhR function. In order to test if such a shared condition was ancestral, 

we carried out a hierarchical clustering analysis (HCA) on the 123 genes that showed the most 

significant expression changes in the three tissues, either in the KO vs WT or in the WT vs WT-TCDD 

comparisons (figure 4). In other terms, the list contains genes that were either systematically up (or 

down) regulated in all three tissues, as either the effect of TCDD or of AhR invalidation (see Methods). 

This helped us to classify the 6 corresponding conditions (3 tissues x 2 conditions). We found that 

while, in cerebellum, WT-TCDD and untreated KO conditions clustered together, for the two other 

tissues, the conditions clustered by the TCDD treatment (WT-TCDD and KO-TCDD), with these 

TCDD-treated conditions closer to the set of untreated KO and WT-TCDD conditions in the cerebellum 

as compared to the other conditions in this organ. This suggests that the negative correlation between 

the TCDD effect and the AhR function is ancestral and that the cerebellum preserves such an 

ancestral condition, whereas kidney and liver have developed additional AhR functions, many of them 

unrelated to TCDD and/or cerebellum.  



Discussion & Conclusion 

The primary goal of our study was to identify new target genes of the Aryl hydrocarbon Receptor 

(AhR) with two main approaches: 1) the comparison of mRNA expression profiles in the cerebellum 

between WT and KO mice models to characterize new endogenous functions of the AhR in this organ. 

2) the comparison of mRNA profiles between the non-treated and the TCDD-treated cerebellum in 

order to characterize new target genes of the receptor, activated by a xenobiotic.  

The most striking difference between the conditions tested was due to the genotype (WT vs KO) as 

indicated by the raw comparison between their mRNA profiles, the GO categorization and by the 

unsupervised principal component analysis (i.e., the PC1 in the PCA). Surprisingly, the PC2 (genomic 

variation due to TCDD) is modulated by the genotype suggesting that the AhR may modulate the 

response to TCDD rather than merely acting as its downstream effector. Such a putative “modulator” 

function suggests that the TCDD-AhR axis could represent one among several AhR-dependent 

pathways that respond to endogenous or exogenous signals. Moreover, using a similar approach and 

also, as suggested by the GO categorization, we found that the TCDD treatment acts similarly to the 

AhR ablation, suggesting that TCDD may also act as a disruptor of the endogenous functions of the 

receptor. For example, protocadherins and homeobox proteins were similarly down-regulated by 

TCDD or by the ablation of the AhR in the cerebellum.  

The disruption of the endogenous functions of the AhR was previously suggested by several 

experimental studies. For example, Sartor et al. used the Hepa1c1c7 hepatoma cell line to study the 

binding of the AhR on promoters of target genes under two conditions (no treatment versus treatment 

with TCDD or benzo(a)pyrene) [21]. Chip on chip experiments showed that the AhR binds to 750 

promoters in the absence of an exogenous ligand. Interestingly, several identified target genes belong 

to the homeobox transcription factor family and were characterized as regulators of embryonic 

development. The TCDD treatment modified the binding pattern of the AhR, which switched, for 

example, to promoters of xenobiotic metabolizing enzymes. This is highly consistent with our inference 

that the endogenous functions of the AhR are disrupted by the exposure to xenobiotics (Figure 5). 

 

This raises several important questions related to the consequence of the exposure to xenobiotics. 

Firstly, what are the consequences of this disruption in term of toxicity? The description of the AhR as 



a xenobiotic receptor leads to the classical view that most toxicities rely on the subsequent regulation 

(mostly activation) of target genes but not on the dysregulation of endogenous transcriptional patterns. 

Secondly, what timing of exposure is needed to eventually lead to toxic consequences? Indeed, acute 

disruption of endogenous transcriptional patterns might not be associated to long-term toxicity but 

could correspond to a simple adaptative process, which allows transient detoxication without 

significantly affecting the endogenous processes.  

Additional questions related to those endogenous regulations also emerged. Indeed, the number of 

genes regulated by the AhR in the absence of any xenobiotic is much larger than the number of genes 

regulated by the TCDD-AhR axis. This could mean that the main role of the AhR is the endogenous 

one but in fact, this could take multiple forms. Indeed, several studies have shown that, according to 

the nature of the ligand, the AhR does not regulate the same targets, due to binding to alternative 

XREs [22]. This transcriptional plasticity, which might be the result of a structural plasticity, may be 

important because recent studies have identified several endogenous ligands of the receptor, 

including FICZ or kynurein [23]. Thus, the endogenous disruption could be the result of a competition 

between xenobiotics and endogenous ligands but it is important to consider that each endogenous 

ligand might have a different effect. Moreover, the persistence of the ligands is another important 

parameter to consider beyond of their affinity. For example, FICZ has a higher affinity for the human 

AhR than TCDD but is very instable. Consequently, it would be interesting to test the « endogenous 

disruption » hypothesis with alternative ligands of the AhR including classically studied xenobiotics 

(such as benzo(a)pyrene or polychlorinated biphenyls) but also polyphenols or suspected endogenous 

ligands (such as FICZ or kynurein). Finally, several experimental studies have shown that the AhR 

could be regulated by alternative mechanisms including post-transcriptional regulations (such as 

phosphorylation), adding more complexity to the whole picture [24]. 

Beside those exciting aspects, intriguing points are also raised by our study. For example, several 

TCDD-responding targets are activated in the absence of the AhR. While historically controversial, 

alternative receptors might then be involved similarly to the ones identified into the nuclear receptor 

family [25]. Moreover, the anti-endogenous AhR effect of TCDD is stronger in the cerebellum than in 

other organs such as liver or kidney, which express higher levels of the AhR. This could be explained 

by the predominant ancestral functions of the AhR in the neuronal tissue as compared to other organs 



and by the secondary acquisition of the “xenobiotic receptor” function in those organs which are 

considered as essential in the detoxication processes. 
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Figure 1: Unsupervised Principal Component Analysis (PCA) of the top variables genes (1299 

genes) for all conditions.  

Each symbol represents a condition, WT (yellow triangle); WTT (black triangle); KO (yellow square); 

KOT (black square). PC1: first principal component (X-axis) and PC2: second principal component (Y-

axis). Genotype is responsible for the majority of variability in global gene expression (PC1: 41%), 

whereas treatment by TCDD is responsible for 15% of the variability (PC2: 15%) 
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Figure 2: Supervised Focus analysis  

Focus scores corresponding to the degree of differential expression shown by each gene in pairwise 

comparisons of relevant conditions were plotted in this graph. A, C: genes differentially expressed in 

WT vs WT-TCDD (X-axis) and KO vs KO-TCDD (y-axis) in mouse cerebellum, B, D: genes 

differentially expressed in WT vs WT-TCDD (X-axis) and KO vs WT (y-axis) in mouse cerebellum. In 

all plots, each grey dot represents all the genes from the gene expression dataset. In A and B, colored 

dots identify gene subsets of greater interest because they pass the bootstrap-estimated FDR cut-off : 

blue and yellow dots are the top list genes up- or down-regulated by TCDD in the WT (vs the WT, A 

and B), whereas red and green dots are the top list genes that are up- or down-regulated either by 

TCDD in the KO vs the KO (A) or by ablation of AhR vs WT (B). In C and D, colored dots represent the 

genes that are most strongly up-regulated (by bootstrap estimated FDR) in a distinct pairwise 

comparison. In C, red and green dots represent genes that are up- or down-regulated in the KO 

relative to WT. The panel also shows that the green genes map to areas of the plot corresponding to 

genes up- in the KO+TCDD relative to KO and up in the WT relative to WT+TCDD. The red genes 

show the reverse association. In D, red and green dots represent genes that are up- or down-

regulated in the KO-TCDD relative to KO. The panel also shows that the green genes map to areas of 

the plot corresponding to genes up- in the KO relative to KO+TCDD and up in the WT+TCDD relative 



to WT. Thus, C and D show that a significant proportion of genes show similar expression changes in 

the KO and WT-TCDD relative to WT and the opposite direction of change in the KO+TCDD relative to 

KO. 



WTT/WT KO/WT KOT/KO

Lhx2 LIM homeobox protein 2 0.79 0.74 1.38

Lhx9 LIM homeobox protein 9 0.66 0.58 1.73

Ngef neuronal guanine nucleotide exchange factor 0.78 0.68 1.37

Nrgn neurogranin 0.56 0.52 2.10

Cyp26C1 cytochrome P450. family 26. subfamily c. polypeptide 1 0.79 0.75 1.31

Reep6 receptor accessory protein 6 1.15 1.27 0.83

B4Galnt1 beta-1.4-N-acetyl-galactosaminyl transferase 1 1.10 1.12 0.91

Mid1 midline 1 0.94 2.50 1.07

Cldn1 claudin 1 0.86 1.32 0.71

Fah fumarylacetoacetate hydrolase 0.91 1.45 0.97

Fold induction 
Gene nameGene symbol

 

Table 1: mRNA target genes of the AhR with altered expression due to TCDD exposure 

(WTT/WT) in an AhR-dependant manner, (KOT/KO) in an AhR-independent manner and altered 

by the abolition of the AhR. The fold induction is represented in this table. 

 

WTT/WT KO/WT KOT/KO

CYP26C1 cytochrome P450. family 26. subfamily c. polypeptide 1 0.79 0.75 1.31

4930401B11RIK RIKEN cDNA 4930401B11 gene 0.75 0.70 1.35

GM9860 predicted gene 9860 0.80 0.62 1.50

OLFR479 olfactory receptor 479 0.88 0.75 1.53

TMEM114 claudin 26 0.88 0.76 1.30

ALX1 ALX homeobox 1 0.81 0.82 1.15

DKKL1 dickkopf-like 1 0.85 0.84 1.183

C130060K24RIK RIKEN cDNA C130060K24 gene 0.81 0.84 1.22

FGD5 FYVE. RhoGEF and PH domain containing 5 0.93 0.80 1.24

OLFR550 olfactory receptor 550 0.94 0.84 1.23

RASSF1 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 1 1.14 1.03 0.87

NKAP NFKB activating protein 1.06 1.23 0.76

10368654 1.28 1.25 0.90

SDAD1 SDA1 domain containing 1 1.19 1.45 0.82

B4GALNT1 beta-1.4-N-acetyl-galactosaminyl transferase 1 1.10 1.12 0.91

MPHOSPH6 M phase phosphoprotein 6 1.29 1.27 0.94

RFC1 replication factor C (activator 1) 1 1.13 1.24 0.87

REEP6 receptor accessory protein 6 1.15 1.27 0.83

RNF160 listerin E3 ubiquitin protein ligase 1 1.22 1.28 0.87

Gene symbol/Affymetrix probe Gene name
Fold Induction

 

Table 2: 19 top-scoring genes whose expression is up-regulated and down-regulated by the 

TCDD exposure in WT mice and in AhR KO mice. The fold induction is represented in this table. 

 



)'

*'

+'

('

,'

-'

.'

/0' /010233' 45'

!
"
#$
%
&
"
'(

!
)
*
'#
"
&
"
#'
+
"
#$
%
&
"
',
-
'.

/
'

0
-
0
',
+
"
$
,
"
1
'(

23
"
'

66'

666'

 

 

Figure 3: TDO2 mRNA expression in WT, WT-TCDD and KO mice. TDO2 mRNA levels were 

analyzed by quantitative real time PCR. **, p<0.01 and ***, p<0.001. Kruskall-Wallis statistical test was 

performed. Standard deviation (SD) is represented.  



 

Figure 4: Hierarchical clustering analysis of 123 transcripts that show the greatest changes 

between cerebellum, liver and kidney. The rows represent the genes and the columns represent 

the enrichment score for each gene in the condition (Cerebellum, liver or kidney x TCDD or KO). 
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Figure 5: Schematic representation of the hypothesis of endogenous disruption of the AhR by 

its exogenous ligands. We hypothesize that AhR plays physiological functions in several tissues 

such as the cerebellum. The binding of an exogenous ligand, TCDD for example, disrupts 

physiological functions of the receptor and leads to transient activation of xenobiotic metabolizing 

enzymes.  
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Supplementary Figure 1. Focus scores corresponding to the degree of differential expression shown 

by each gene in pairwise comparisons of relevant conditions involving liver (A) or kidney (B) were 

plotted in this graph. As in Figure 2B, the x-axis represents the differential enrichment for WT+TCDD 

vs WT, and thee y-axis represents the differential enrichment for KO vs WT. As roughly indicated by 

the regression line, there is a slight positive correlation between TCDD and KO. Nevertheless, the 

magnitude of the effect is clearly small, and all the quadrants of the plot are highly populated, with 

many genes thus showing a discordance between the direction of change with TCDD and in the KO. 
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D. Conclusion 

 

Ce travail a permis de : 

i) Identifier de nouvelles cibles transcriptionnelles du AhR par la comparaison des 

expressions des gènes chez les souris AhR
+/+

 et AhR
-/-

 dans les conditions basales 

(souris traitées par de l’huile de maïs), dans le cervelet de souris. Celles dont 

l’expression est diminuée en absence du AhR, correspondent à des gènes à 

« homeobox » ainsi que des régulateurs de la différenciation neuronale. Ces 

résultats suggèrent que le AhR régule de nombreuses cibles géniques dans le 

cervelet à l’état basal. Toutefois, dans le premier article, la morphologie et l’une 

des fonctions du cervelet (évaluée par l’adaptation du VOR) ont été explorées et 

nous n’avons pas vu d’altération majeure de cette fonction cérébelleuse ni de 

changement morphologique visible par microscopie. D’autres fonctions du 

cervelet pourraient cependant être affectées par l’absence du AhR. De plus, ces 

modifications pourraient intervenir à différents stades du développement ; nous 

n’avons, pour l’instant, analysé que les cervelets d’animaux AhR
-/-

 âgés de 7 

semaines.  

ii) Identifier de nouvelles cibles transcriptionnelles de la dioxine dépendant du AhR 

dans le cervelet (1010 gènes). Les enzymes du métabolisme des xénobiotiques 

sont, comme attendues, régulées par ce polluant. De nouveaux gènes comme la 

TDO2 (« tryptophan 2,3-dioxygenase ») sont régulés. La TDO2 est une enzyme 

clé du métabolisme de la cynurénine. Une augmentation de son expression, et par 

conséquent de la cynurénine, est associée à certains troubles mentaux comme la 

schizophrénie et les troubles bipolaires (Miller et al., 2008). De plus, la cynurénine 

a récemment été décrite comme ligand du AhR (Opitz et al., 2011). De ce fait, il 

est possible qu’une activation du AhR soit entretenue par ce mécanisme. 

iii) Comparer des gènes dont l’expression varie de la même manière dans le cervelet 

des souris AhR
-/-

 et des souris AhR
+/+

 traitées à la dioxine, nous a permis de 

confirmer notre hypothèse, à savoir que la dioxine perturbe des « fonctions » 

endogènes du AhR. Nous avons ensuite comparé les gènes dont l’expression est 

régulée par la dioxine et/ou le AhR dans le cervelet avec ceux régulés dans 

d’autres organes comme le foie et le rein (Boutros et al., 2009). Une signature 

commune à plusieurs tissus a pu être dessinée. Nous avons également montré que, 
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dans ces tissus, la perturbation de la fonction endogène est moins prononcée. Cette 

observation soulève des questions sur le plan évolutif. Chez les mammifères, le 

AhR est ainsi exprimé de manière ubiquitaire et une de ses fonctions notoires est la 

régulation de l’expression des enzymes du métabolisme des xénobiotiques. Une 

hypothèse pour expliquer le fait que la perturbation est moins prononcée dans le 

foie et le rein, pourrait être que la fonction de régulation des EMX dans ces 

organes est plus importante que dans le cervelet ce qui « masque » en partie la 

perturbation. 

iv) Enfin, nous avons identifié 155 gènes dont l’expression est régulée par la dioxine 

indépendamment de la présence du AhR. Les mécanismes impliqués n’ont pas 

encore été élucidés. Des récepteurs alternatifs (comme ceux identifiés récemment 

dans le cas des récepteurs stéroïdiens) pourraient expliquer ce phénomène mais 

cette hypothèse n’est pas évoquée dans la littérature. Il est à noter toutefois qu’un 

récepteur alternatif de ligands du AhR a été récemment identifié: le récepteur 

adrénergique pouvait lier le BaP (Mayati et al., 2012). 
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VI.  Les voies de signalisation du AhR : implications pharmacologiques et 

toxicologiques  

Revue acceptée dans Drug Discoveries & Therapeutics  

 

Durant ma thèse, j’ai participé à l’écriture d’une revue générale sur les différentes 

voies de signalisation du AhR et de leurs implications pharmacologiques et toxicologiques 

respectives. La première voie de signalisation décrite pour ce récepteur se met en place 

lorsqu’un ligand exogène (dioxine, polychlorobiphenyls, ...) se lie au récepteur. Le AhR subit 

alors une translocation nucléaire et se lie à des éléments de réponses classiques (XRE) situés 

dans les promoteurs de gènes cibles dont les enzymes du métabolisme des xénobiotiques. De 

nouveaux éléments de réponses ont été identifiés (Gouedard et al., 2004) et la liaison du AhR 

à ces XRE alternatifs entraîne la régulation de gènes impliqués dans les processus d’apoptose 

(BAX) ou anti-athérosclérotique (paraoxonase 1, PON1). Par ailleurs, les phénotypes des 

différents modèles de souris AhR
-/-

 démontre que le récepteur joue un rôle dans le 

développement de nombreux organes. La cascade de signalisation déclenchée par le AhR 

pourrait ainsi être modulée par le type de ligand (endogène ou exogène) ou par des 

modifications post-transcriptionnelles du récepteur. 

 Dans cette revue, je me suis consacrée aux parties concernant les fonctions 

physiologiques du récepteur et ses ligands endogènes.  
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Abstract  "!

The Aryl Hydrocarbon Receptor is a transcription factor which is activated by diverse #!

compounds and regulates the expression of xenobiotic metabolism genes. Recent studies have $!

unraveled unsuspected physiological roles and novel alternative ligand-specific pathways for this %!

receptor. In this review, we discuss these novel aspects and focus on the different responses elicited &!

by the diverse endogenous/exogenous AhR ligands. In addition to challenge the relevance of the '!

“agonist/antagonist” classification of ligands, we introduce the concept of AhR plasticity as a primordial (!

factor in the generation of these pathways. Finally, we evoke several promising perspectives for the )!

pharmacological modulation of these responses.  *!

 "+!

""!
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Endogenous functions and ligands of the AhR "!

The commonly accepted model of AhR activation has been described in several reviews #!

(Figure 1 on the right) (1). This model may be summarized, briefly, as follows. In the cytosol, AhR is $!

associated with chaperones. When a ligand binds to the receptor, the complex translocates into the %!

nucleus and dissociates. In the nucleus, hetero-dimerization with its partner ARNT (AhR Nuclear &!

Translocator) occurs. This heterodimer binds to specific responsive elements, called XREs (xenobiotic '!

responsive elements), located in target gene promoters and it modulates the transcription of these (!

genes. The prototypical, and most studied, target gene is cytochrome P450 1A1 (CYP1A1), a )!

xenobiotic metabolizing enzyme. *!

Recent observations suggest that the AhR has physiological functions. This hypothesis is "+!

supported by the marked degree of conservation among species and the constitutive expression ""!

during development and in adult tissues of the AhR, and, even more importantly, by the developmental "#!

aberrations observed in AhR KO animal models. "$!

The AhR is expressed in invertebrates such as Caenorhabditis elegans (worm) and "%!

Drosophila melanogaster (fly) and in vertebrates. Interestingly, in contrast to the vertebrate AhRs, "&!

there is no evidence that the fly and nematode AhR orthologs can bind exogenous ligands such as "'!

TCDD (2,3,7,8-tetrachlorobenzo(p)dioxin) (2, 3). The reason for this lack of binding is probably due to "(!

divergence of the PAS-B domains (essential for ligand binding in mammalian AhRs). Studies of ")!

chimeras between murine and Drosophila AhRs have identified subdomains, which play critical roles "*!

in the binding of ligands (4). Although TCDD does not bind to the AhR of invertebrates, this does not #+!

exclude the binding of other ligands, including endogenous ones, by the AhR. Those ligands remain to #"!

be identified. Moreover, the AhR signaling pathway in these invertebrates is highly conserved ##!

(heterodimerization with ARNT orthologs and binding to XREs). #$!

Studies using invertebrates and vertebrates in which the AhR has been knocked out have #%!

unraveled some functions of the AhR that are not related to xenobiotic metabolism. In the worm, AHR-#&!

1 is expressed in several neurons and blast cells during embryonic and larval development. Worms #'!

that lack AHR-1 display several neurological defects (ex: social feeding behavior), which affect #(!

neuronal differentiation, axon guidance and cell migration. These functions appear to be due to the #)!

indirect transcriptional control that AHR-1 exerts on a G-coupled neuropeptide receptor and on some #*!
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members of the soluble guanylate cyclase family (5). In the fly, SPINELESS is expressed in several "!

tissues during embryonic and pupal development but mainly it regulates the leg development, the #!

morphology of the peripheral nervous system and the differentiation of photoreceptors that are $!

required for color vision (6). %!

These observations demonstrate that AhR orthologs play a role in the development of &!

invertebrates. However, the mechanism by which AhR is activated in these organisms remains '!

elusive, particularly as to whether or how a ligand might be involved. There is little evidence, at (!

present, that demonstrates that the functions that the receptor exerts in invertebrates, such as )!

promoting neuronal development, are conserved in vertebrates. One might speculate that, during *!

evolution, mutations in the PAS domains led to the acquisition of new functions, (ex:xenobiotic "+!

metabolism) and to a broader tissue distribution of the receptor.  ""!

In vertebrates, the AhR genes are divided into two distinct clade lineages, AhR1 and AhR2. "#!

During vertebrate evolution, these two clades underwent tandem gene duplication events. For "$!

example, in fish, several AhR isoforms are present (2-6 per species), whereas mammals express only "%!

a single protein. In the zebrafish, three forms have been identified (7). The first form, AhR1a, does not "&!

bind exogenous ligands. Its function is unknown. In contrast, the biological functions of AhR2 appear "'!

to be similar to those of the mammalian AhR. Recently, a third form, AhR1b, was identified which can "(!

also bind exogenous ligands (8). The three isoforms are expressed differently in tissues. A number of ")!

questions remain unanswered. In particular, it is unclear whether AhR1a and AhR1b possess "*!

physiological functions in the brain and in the other organs in which they are expressed and whether #+!

some or all of these functions are conserved in mammals.  #"!

The characterization of AhR orthologs and paralogs provides insights into the ancestral ##!

functions of the receptor and suggests that AhRs, in mammals, play roles in addition to that of #$!

regulating the expression of xenobiotic-metabolizing enzymes. Indeed, three laboratories have #%!

observed phenotypic abnormalities in mice lacking the AhR (9). These three mouse models share #&!

many phenotypic similarities such as resistance to dioxin toxicity, infertility, liver and cardiovascular #'!

abnormalities and a delay of growth. These models, however, also display significant differences (ex: #(!

sensitivity to infection (10)).  #)!
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All these recent studies suggest that the AhR can be active in the absence of exogenous "!

ligands. The discovery of endogenous ligands is, thus, a crucial aspect for better understanding the #!

biology of the AhR. Heart and lung extracts (11) have been shown to contain AhR activators and $!

several molecules have been identified as putative ligands: arachidonic acid and leukotrienes, heme %!

metabolites and UV photoproducts of tryptophan (12). Among the most significant studies, 6-&!

formylindolo[3,2-b]carbazole (FICZ), a tryptophan derivative with a very high affinity for the AhR, has '!

been identified as a ligand and activator of CYP1A1 transcription (13). FICZ action on cells is transient (!

due to metabolism by CYP1. Another tryptophan metabolite, kynurenine, has been shown to bind to )!

the AhR, and was recently implicated in the development of brain tumors (14). It is noteworthy that the *!

AhR, as well as several of its ligands, has been associated with the promotion or the prevention of "+!

atherosclerosis (15, 16). The presence of AhR activating compounds, such as oxidized LDL, also has ""!

been demonstrated in sheared human and bovine sera (17).  "#!

In parallel to the identification of putative endogenous ligands, new AhR xenobiotic activators, "$!

substantially different from polycyclic aromatic hydrocarbons, have been identified and characterized "%!

(12, 18). They have been described as AhR antagonists because they usually antagonize CYP "&!

induction. However, recent studies have demonstrated that these molecules activate the AhR, "'!

differentially, through alternative transcriptional responses.  "(!

Alternative  AhR transcriptional responses (Figure 1)  ")!

The XRE track "*!

The first relevant study concerned the pro-apoptotic protein Bax, which is induced by DMBA (a #+!

Polycyclic Aromatic Hydrocarbon) in mouse oocytes (19). This regulation largely explains oocyte death #"!

upon PAH treatment. The authors show that the AhR is central to this induction, but surprisingly TCDD ##!

had no effect. Analysis of the promoter led to the identification of a TCDD-unresponsive XRE, which #$!

was defined as an unusual responsive element (Table 1). We, also, identified an unusual AhR target, #%!

paraoxonase-1 (PON1), which is a high-density lipoprotein-associated enzyme, involved in the #&!

elimination of organophosphorous xenobiotics and toxic endogenous compounds. Several AhR #'!

ligands (polyphenolic compounds such as quercetin or resveratrol but also 3-methylcholanthrene) #(!

have been shown to induce PON1 in a human hepatoma cell line in an AhR-dependant manner (20). #)!

However, TCDD was a poor inducer. Interestingly, promoter analysis has led to the identification of a #*!
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critical sequence in the proximal part of the promoter, which is slightly different from the consensus "!

XRE (Table 1). Finally, another alternative sequence similar to the one identified in the promoter of #!

PON1 (named AhR-RE type III) (Table 1) was recently found in the tyrosine hydroxylase gene $!

promoter (21).  %!

The participation of alternative XREs in the AhR transcriptional response suggest that the &!

binding of a particular ligand might adapt the structure of the AhR to permit binding to a particular XRE '!

sequence. The model hypothesizes that the AhR mediated transcriptional response is modulated by (!

selective ligands of the receptor, in accord with the SAhRM concept (Selective AhR modulators) )!

initially described by Stephan Safe (22). The identification of selective modulators of other receptors *!

has strengthened the SAhRM concept, which is now gathering additional support and more focus.  "+!

 ""!

The SAhRM concept "#!

In some experimental systems, TCDD has been identified as an anti-estrogenic compound "$!

possibly having anti-tumorigenic effects. Stephen Safe and his colleagues focused their SAhRM "%!

research toward the identification of an AhR ligand (6-methyl-1,3,8-trichlorodibenzofuran or methyl-"&!

substituted diindolylmethanes) having the same ability as TCDD to inhibit estradiol-induced mammary "'!

tumor growth but not having any toxic effects with associated anti-estrogenic and anti-tumorigenic "(!

activities (22). Since then, new discoveries that elucidate the interactions between the AhR and ")!

nuclear receptor signaling have been made. However, the impact of the knowledge of these "*!

mechanisms on the further development of SAhRMs is still unclear (23).  #+!

 #"!

Crosstalk between AhR signalling and other transcription factors or pathways  ##!

Interaction with the Estrogen Receptor alpha pathway #$!

A number of AhR ligands have been shown to display endocrine disrupting activities. One of #%!

the main interacting partners of the AhR is the estrogen receptor alpha (ERa). Under some #&!

experimental conditions, it has been shown that treatment with dioxin can decrease the incidence of #'!

mammary tumors in Sprague Dawley rats (24). The AhR has been reported to inhibit ERa activity #(!

through a variety of mechanisms. Indeed, dioxin induces the expression of target genes such as #)!

Cyp1A1 and Cyp1B1, which are involved in the catabolism of steroid hormones including estrogens #*!
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(25). The heterodimer AhR/ARNT can also bind inhibitory XREs (iXRE) located in promoters of ERa "!

target genes (pS2, Cathepsin D, table 1) thus blocking their transcription (26). Moreover, it has been #!

demonstrated that the AhR can be part of a ubiquitin ligase complex which targets and degrades sex $!

steroid receptors (27). These studies suggest an anti-estrogenic role for the AhR and appear to %!

designate TCDD as an antagonist of ERa activation. However, recent studies have shown that the &!

effect of TCDD is more complex. Indeed, in the absence of 17β-estradiol, the AhR interacts with ERa '!

and this complex induces transcription of ERa target genes (28). In conclusion, AhR has a dual role (!

depending on the estrogen concentration.  )!

Despite a large number of studies on this crosstalk, many questions remain unanswered. Indeed, it is *!

tempting to hypothesize that diverse AhR ligands will act differently on the ERa pathway. Moreover, "+!

the binding of the AhR to iXREs has not been investigated, yet, in the presence of these new AhR ""!

ligands. "#!

 "$!

Interaction with the NFkB pathway "%!

Clearly, the AhR is involved in inflammatory pathways. The interaction of the AhR with NFkB "&!

could be a critical feature of this effect. NFkB is a family of ubiquitously expressed transcription "'!

factors, which are composed by the association of two subunits among RelA (p65), RelB (p50), c-Rel "(!

and p52). ")!

Recent studies, attempting to unravel the mechanisms underlying the crosstalk between the "*!

AhR and NFkB, have demonstrated a complex interplay between these transcription factors. First, the #+!

AhR physically interacts with different NFkB subunits. A complex associating RelA and the AhR (but #"!

not ARNT) induces the proto-oncogene c-myc through binding to an NFkB responsive element in ##!

human breast cancer lines (29). Conversely, it has been found that RelA represses AhR-controlled #$!

CYP1A1 expression (30). Moreover, two signaling pathways (the classical AhR pathway and a novel #%!

pathway, which depends upon the activation of protein kinase A) have been shown to induce the #&!

formation of a RelB/AhR heterodimer (no ARNT) in the human monocyte cell line U937 (31). The #'!

existence of this latter pathway is supported by previous studies, which indicate that cAMP and PKA #(!

can activate the AhR (32). The authors also have demonstrated the participation of a novel responsive #)!

element, RelB-AhRE (Table 1), localized in the promoter of the interleukin 8 gene (33, 34). #*!
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Immunosupressive effects of TCDD also have been described. A number of studies have "!

shown that dioxin and the AhR can suppress NFkB activity in immune murine cell lines (35, 36). Ruby #!

and colleagues showed that this inhibition was due to the formation of a RelA-AhR dimer, without DNA $!

binding. %!

AhR ligands may be considered as potential modulators of NFkB. In this respect, resveratrol &!

and other stilbene derivatives also display anti-inflammatory properties (37). Although several '!

mechanisms likely play a role, it is conceivable that the AhR could be involved. (!

 )!

Signaling pathways controlling the AhR transcriptional responses (Figure 1) *!

In addition to being ligand-mediated, the activity of the AhR is controlled also by "+!

phosphorylation via various kinases such as the c-Src kinase, MAPkinases and protein kinases A or ""!

C. Although several MAPK phosphorylation sites of the AhR have been identified, their actual effects "#!

on ligand binding and signaling have not been studied yet. In contrast, several studies have focused "$!

on the PKA and PKC. An increased intracellular cAMP concentration leads to the phosphorylation and "%!

nuclear translocation of AhR in a mouse hepatoma cell line cells via a PKA-dependent pathway (32). "&!

Interestingly, ARNT does not co-precipitate with AhR under these conditions. Nuclear translocation of "'!

this phosphorylated form of AhR does not affect CYP1A1 transcription suggesting that it may activate "(!

a still-unknown alternative response. Other studies have shown that PKC activity is required for ligand-")!

dependent AhR signaling (38). PKC-dependant phosphorylation of the AhR and/or ARNT seems to be "*!

required but it is not sufficient for the transcriptional activity of this heterodimer. One can suspect that, #+!

as for nuclear receptors, this phosphorylation also may impact co-activator recruitment.  #"!

Calcium also has been shown to regulate the AhR pathway. Increased intracellular calcium in ##!

cells exposed to TCDD- or PAH has been reported but Ca
2+

 also modulates the AhR response since it #$!

has been shown to be required for the complete induction of Cyp1A1 (39). Further investigations to #%!

characterize the calcium-related signaling pathway involved in the up-regulation of AhR target genes #&!

by dioxin have identified CaMKIa in MCF-7 cells as being involved in TCDD-induced AhR activation #'!

(40).  #(!

The AhR can also modulate the activity of kinases: recent studies have shown that the AhR #)!

forms a cytosolic complex with Src. Binding of TCDD to the AhR triggers the release of Src and, #*!
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potentially, affects the level of activation of this kinase which is critical for several pathways involving "!

cell proliferation and migration (41). This is probably the best-characterized, non-genomic action of the #!

AhR. $!

 %!

Fine-tuning of the AhR response  &!

An important issue regarding the response of the AhR is whether its activation is transient or '!

sustained. This may have an impact on the toxicity of the AhR pathway. Several fine-tuning (!

mechanisms may contribute to the prevention of uncontrolled, sustained activation of the AhR. Several )!

studies have shown that the amount of AhR protein is decreased, considerably, following activation by *!

TCDD (42). This decrease is due to a stimulated, selective degradation by the proteasome and "+!

constitutes a simple feedback mechanism at the protein level. Another critical feedback mechanism ""!

involving the AhR Repressor (AHRR) was discovered several years ago by the Fujii-Kuriyama group. "#!

The AhRR is induced by the AhR; it can form a heterodimer with ARNT, bind XRE and act most likely "$!

as a dominant negative protein (43). These mechanisms, however, have been challenged by several "%!

groups, which have shown that the increased expression of ARNT or of a defective DNA-binding "&!

domain in the AhRR had no effect on the repressive action of the AhRR (44), (43). "'!

The distributions of the AhR and ARNT and their regulations, during development, are also "(!

elements that are important for controlling their endogenous functions or their roles under stress. In ")!

C57Bl/6N mice embryos, in the early stages of development, the AhR is expressed, predominantly, in "*!

the neuroepithelium and in the heart. In these tissues, the level of AhR decreases at later stages. #+!

However, in other tissues (ex: liver), it gradually increases during organogenesis (45, 46). These #"!

findings suggest a role for the AhR in development and indicate a possible switch in AhR function and ##!

control during development. ARNT also participates in additional signalling pathways such as that #$!

stimulated by hypoxia, and it is essential for life since ARNT KO mice are not viable (47). Activation of #%!

these pathways may significantly reduce AhR signalling in tissues, which express low levels of ARNT. #&!

AhR ligands as potential pharmacological tools (Figure 2) #'!

Recent studies in several areas have suggested clearly that the pharmacological modulation #(!

of AhR activity will be important in the near future.  #)!
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For example, SAhRM have been developed as new anti-tumorigenic agents, but have been "!

shown to be relevant for fields other than cancer. Dioxins and the AhR have been linked to the control #!

of inflammatory processes with interactions between the AhR and NFkB factors which seem to be key $!

mechanisms (48-50). Gary Perdew’s group have demonstrated that several AhR ligands repress %!

genes involved in the acute inflammation response, through decrease in RELA and C/EBP/ß &!

recruitment to the gene promoter (51). In addition, they synthesize a new AhR ligand, (substituting a '!

hydroxy group for a methoxy one to a selective estrogen receptor modulator named Way-169916) (!

which does not exhibit ER binding (52) but still displays the anti-inflammatory effect. Perdew’s group )!

also has identified a unique set of characteristics for a compound, named GNF351, defined as a “pure *!

antagonist” which displays a high affinity for the AhR and an anti-inflammatory potential (53) "+!

In addition to its modulation of inflammation, the AhR also has been recently associated with ""!

the regulation of other immune pathways (54, 55). The Th17 cells  are suspected to play a role in "#!

several autoimmune diseases. In contrast, regulatory T cells (Treg) are a specialized subpopulation of "$!

T cells that maintain tolerance to self-antigens. The AhR specifically regulates the balance between "%!

both populations of cells in mice (56, 57). Indeed, in a mouse model of autoimmune pathology "&!

(Experimental Autoimmune Encephalomyelitis), treatment with TCDD reduces the pathological "'!

manifestations due to an increased ratio of Treg/Th17. In contrast, FICZ has the exact opposite effect "(!

to that of TCDD. The authors demonstrated the critical involvement of the AhR, which directs the ")!

differentiation of Th17 cells in the presence of this ligand (58, 59). These observations indicate that "*!

two different ligands of the AhR can trigger either positive or negative effects on health. Importantly, #+!

these studies demonstrate that the AhR displays key immunological functions and, indicate that #"!

immunomodulation is a field in which the use of AhR ligands should be considered from a therapeutic ##!

perspective. #$!

Finally, in a library of 100,000 molecules, an AhR ligand, with antagonistic properties, has #%!

been identified as a potent inducer of the proliferation of hematopoietic stem cells (HSC) ex vivo (60). #&!

The latter discovery represents a major hope in the widespread use of HSC transplantation, even if #'!

safety studies remain to be carried out to confirm the potential of this molecule as a therapeutic option. #(!

#)!
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Concluding remarks: the AhR(t) of plasticity  "!

Recent studies using multiple models have clearly suggested that the functions of the AhR are #!

more diverse than previously thought. Interestingly, the effects of ligands on signaling pathways seem $!

to be highly plastic with associated responses which cannot be classified using the simple %!

agonist/antagonist pharmacological alternatives. The nature of the ligand and the way it binds to the &!

receptor, seem to determine the nature of the targeted XRE and the related transcriptional responses. '!

For example, resveratrol must be considered not only as an antagonist of TCDD (which it actually is (!

for the induction of CYP1A1) but also as an inducer/agonist of PON1. Nevertheless, this increased )!

complexity of the AhR system is not bad news and has led to the concept of SAhRM and to the *!

development of novel AhR ligands with interesting pharmacological activities.   "+!

Many mechanisms mediating the effects of AhR ligands remain elusive. Few large-scale ""!

studies have been performed which could be useful to study the global transcriptional responses of the "#!

AhR bound to alternative ligands (61, 62). At the molecular level, there is still no structure for the AhR. "$!

The discovery by Denison and co-workers of an antagonist that inhibits selectively the effects of dioxin "%!

and other related HAHs but not those of PAHs, flavonoids and indirubin suggests that the promiscuous "&!

PAS-B domain could have either different binding sites or a highly plastic one (63). The consequences "'!

of the activation of AhR by alternative ligands extend beyond the binding to XREs alone. The "(!

recruitment of co-activators or co-repressors has not been investigated extensively with the exception ")!

of a study by Hestermann and Brown who showed that, 3,3'-diindolylmethane and ß-naphtoflavone (ß-"*!

NF) allowed the recruitment of p160 family co-activators (NCoA1-3) and p300 acetyltransferase. #+!

Interestingly, those recruitments (including the AhR) display a sinusoidal variation after ß-NF treatment #"!

suggesting that this process is highly dynamic. However, only ß-NF triggered the binding of RNA ##!

polymerase II (64). Finally, several studies have established that AhR ligands may also trigger AhR-#$!

independent processes (at the cell membrane). These effects need to be better characterized in order #%!

to determine clearly the responses regulated by the AhR. Several approaches can be proposed to #&!

solve these questions. For example, AhR KO models will be suitable tools to decipher the effects of #'!

alternative ligands such as resveratrol and large-scale, high-throughput studies will be very relevant in #(!

this experimental picture. Moreover, development of reporter genes sensitive to each pathway #)!
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modulated by the AhR as well as the elucidation of its three-dimensional structure will be "!

breakthroughs in the field. #!

The AhR has been, directly or indirectly, linked to pathophysiological processes including $!

atherosclerosis, inflammation, immunomodulation and cancer. Interestingly, even if many aspects of %!

the AhR are insufficiently developed in terms of drug development, many drugs approved by the FDA &!

are AhR ligands or at least activators of this pathway including omeprazole, leflunomide, flutamide, '!

nimodipine (65). Both toxicological and pharmacological consequences should be considered. This is, (!

therefore, a stimulating time for all AhR experts and discoveries concerning this receptor are certainly )!

forthcoming, which may well expand the interest in the AhR well beyond traditional toxicological *!

considerations. "+!
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Figure 1: The Aryl hydrocarbon Receptor (AhR) is activated by various ligands which leads to $!

alternative transcriptional responses. The AhR is a cytoplasmic protein that is complexed to heat %!

shock proteins (HSP). Upon binding to a ligand, the AhR translocates into the nucleus and forms a &!

heterodimer with its partner, ARNT (AhR Nuclear Translocator). The release of the AhR from the '!

complex is also associated with the cytoplasmic activation of the Src kinase. The binding to aromatic (!

hydrocarbons (dioxins, polycyclic aromatic hydrocarbons) leads to adaptative responses including the )!

up-regulation of xenobiotic metabolism enzymes (XME) (on the right of the figure). Alternatively, *!

several polyphenols have been shown to activate the AhR but activate poorly the adaptative "+!

responses associated with xenobiotic metabolism. Quercetin or resveratrol, two polyphenols activate ""!

the AhR and the up-regulation of paraoxonase 1 (PON1) through binding to alternative XRE "#!

(Xenobiotic Responsive Elements). Finally, the AhR displays an endogenous function which might be "$!

regulated by endogenous ligands or other kinds of stimuli (phosphorylation…) and might involve the "%!

binding of the receptor on responsive elements (RE). The use of AhR KO models has shown that this "&!

function (which also depends on nuclear translocation, heterodimerization and DNA binding) is "'!
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associated to the regulation of liver, immune, cardio-vascular and neuronal functions. In this model, "!

the binding of exogenous ligands to the AhR might lead to disruption of the endogenous AhR #!

regulatory process. $!
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Résumé De nombreux polluants environnementaux sont des ligands du récepteur Ah ou AhR
qui est un facteur transcriptionnel dont le rôle historiquement décrit était celui d’un régulateur
de l’expression d’enzymes permettant justement l’élimination de ces polluants. Les dioxines
et de nombreux autres hydrocarbures activent le récepteur et conduisent à une toxicité très
variable des organismes exposés. Ces composés sont des contaminants de la chaîne alimentaire
qui pour certains, s’accumulent dans les tissus adipeux. Un défi majeur de la toxicologie est
de comprendre les mécanismes qui conduisent à ces toxicités. Des études récentes montrent
que le AhR régule l’expression d’un grand nombre de gènes et que cette régulation peut aussi
se faire en l’absence de ligands exogènes. Le but de cette revue d’articles est de présenter
le récepteur et ses caractéristiques intrinsèques tout en abordant à la fois les problèmes de
toxicité liés à une activation par des polluants mais aussi les nouvelles fonctions endogènes.
© 2011 Société française de nutrition. Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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Summary Many organic pollutants are ligands of the Aryl hydrocarbon Receptor (AhR), which
is a transcriptional factor whose historical function was to regulate the expression of xenobiotic
metabolizing enzymes involved in detoxication. Dioxins and aromatic hydrocarbons are ligands
and activators of the AhR and lead to various toxicities on animal models. They contaminate
the food chain and some of them can also accumulate in adipose tissues (namely the persistent
organic pollutants). One critical challenge of toxicology is to define the mechanisms respon­
sible for those toxicities. Recent studies also showed that the AhR regulate numerous genes
sometimes without binding to a foreign compound. In this review, we will introduce the AhR
and its ligands (exogenous and endogenous compounds) and present the toxicities related to
the exposure to such molecules but also its endogenous functions.
© 2011 Société française de nutrition. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

∗ Auteur correspondant.
Adresse e­mail : xavier.coumoul@parisdescartes.fr (X. Coumoul).

1 Contribution équivalente.

0007­9960/$ — see front matter © 2011 Société française de nutrition. Publié par Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
doi:10.1016/j.cnd.2011.01.002



68 A. Chevallier et al.

Introduction : polluants
environnementaux et xénobiotiques

Les populations des pays industrialisés et celles de pays
en voie de développement sont communément exposées à
divers polluants environnementaux. Ces expositions peuvent
être aiguës (ex. : marée noire d’hydrocarbures, empoi­
sonnements) ou chroniques (ex. : contamination des sols
et produits de l’agriculture par utilisation à faible dose
mais régulière de pesticides). Ces contaminations posent
la question de leur influence sur les écosystèmes et leurs
populations notamment en termes de santé publique. Une
autre problématique majeure engendrée par ces pollu­
tions est la persistance de certains de ces contaminants
dans l’environnement. En effet, si un nombre important
de ces molécules peut être métabolisé par des enzymes
de détoxication (appelées « enzymes du métabolisme des
xénobiotiques2

», ou EMX) produites par divers organismes,
un certain nombre d’entre elles présente à la fois une
résistance à la biotransformation et une hydrophobicité qui
conduisent toutes deux, à leur stockage progressif dans
les tissus adipeux, avec des demi­vies associées de plu­
sieurs années [1—3]. Ainsi, une exposition à ces « polluants
organiques persistants », ou POPs, peut conduire à une expo­
sition chronique, le tissu adipeux jouant à la fois un rôle
protecteur (« éponge » captant ces molécules, « épargnant »

les autres tissus) et de libération continue. De nom­
breux pays ont signé un accord international plus connu
sous le terme « convention de Stockholm » pour forma­
liser une liste (régulièrement mise à jour) de produits
considérés comme des POPs et dont l’usage doit être inter­
dit (http://chm.pops.int/Convention/ThePOPs/tabid/673/
language/en­US/Default.aspx). Comme dit précédemment,
les xénobiotiques non­POPs peuvent être modifiés chimique­
ment par une batterie d’enzymes appelée EMX. Le niveau
d’expression de ces protéines est finement régulé au niveau
transcriptionnel par des récepteurs aux xénobiotiques dont
le AhR dont nous allons parler dans cet exposé.

Existence de récepteurs aux
xénobiotiques et découverte du récepteur
Ah (AhR pour Aryl hydrocarbon Receptor)

Bien que des centaines de milliers de xénobiotiques puissent
être dénombrées, la première étape conduisant à leur
métabolisme au sein des organismes exposés dépend de
seulement quelques récepteurs intracellulaires (appelés
récepteurs de xénobiotiques) : pregnane X receptor (PXR,
reconnaissant plus de 60 % des médicaments), constitutive

androstane receptor (CAR) et aryl hydrocarbon receptor

(AhR) sont considérés comme les trois grands récepteurs
de xénobiotiques compte tenu de l’absence de ligands
endogènes clairement identifiés pour ces protéines (de
nombreuses molécules endogènes lient le AhR, mais leur
importance d’un point de vue physiologique est discutée
à la fois en raison de problèmes liés à leur constante
de dissociation et à leur synthèse locale) [4]. À cette
liste, peuvent être rajoutées d’autres protéines comme par
exemple les récepteurs peroxisome proliferator­activated

receptor (PPAR alpha) et estrogen receptors (ERs) décrits

2 Xénobiotiques : petites molécules étrangères à l’organisme sus­
ceptibles d’exercer une toxicité sur les organismes exposés).

Figure 1. A. Le AhR appartient à la famille des protéines PAS (Per­
ARNT­Sim). C’est un facteur transcriptionnel composé d’un domaine
de liaison à l’ADN et de dimérisation (bHLH : basic Helix Loop Helix),
d’un domaine de liaison des ligands (PAS) et d’un domaine de tran­
sactivation (localisé dans la partie C­terminale de la protéine).
B. Voie de signalisation du AhR.

historiquement comme possédant un ligand endogène (ex. :
les estrogènes pour les ERs) mais identifiés depuis quelques
temps comme récepteurs de xénobiotiques (phtalates pour
le PPAR alpha ou certaines pesticides pour les ERs) [5—8].
Il est donc délicat de définir strictement une catégorie
de récepteurs aux xénobiotiques mais tous possèdent une
caractéristique commune : ils agissent comme des facteurs
de transcription.

À ce titre, le récepteur Ah ou AhR a été découvert dans les
années 1990. L’existence d’un locus Ah a été décrite à la fin
des années 1970 et au début des années 1980 notamment par
l’équipe de D.W. Nebert qui évoquait alors l’existence d’un
ensemble de gènes contrôlant l’induction d’enzymes à acti­
vité « aryl hydroxylase » [9]. L’identification des acteurs de
la voie de signalisation se fera au début des années 1990 avec
le clonage à la fois du AhR et de son partenaire AhR nuclear

translocator (ARNT) [10,11]. Tous deux appartiennent à la
famille des protéines PAS (Per—ARNT—Sim) dont un grand
nombre d’acteurs est impliqué dans le contrôle du rythme
circadien chez la drosophile [12—15]. Le AhR a depuis été
identifié à la fois chez les invertébrés (où son expression est
neuronale [16—19]) et chez les vertébrés (où son expres­
sion est ubiquitaire) [20,21]. La fonction de récepteurs aux
xénobiotiques a été acquise au cours de l’évolution car les
récepteurs des invertébrés étudiés jusqu’à présent (AhR­
1 chez les nématodes, Spineless chez la drosophile) ne lient
pas de xénobiotiques [22]. Contrairement aux récepteurs
PXR et CAR qui appartiennent à la famille des récepteurs
nucléaires [23—25], le AhR est un membre de la famille
basic Helix Loop Helix (bHLH)/PAS [10,26,27] ; sa structure
par domaines est présentée sur la Fig. 1A.

Le AhR est présenté généralement comme formant un
complexe cytoplasmique avec des chaperonnes et des co­
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chaperonnes (Heat Shock Proteines 70 et 90 ; XAP2 ou X
associated Protein ; p23 [28—31]. Quand un organisme est
exposé à un ligand du AhR (composants de la fumée de
cigarette, dioxines présentes dans notre alimentation, voir
paragraphe ci­dessous), la liaison de ce dernier au récep­
teur provoque à la fois sa translocation dans le noyau et
la dissociation du complexe [29]. Le AhR lie alors son par­
tenaire ARNT et l’hétérodimère se lie à des éléments de
réponse appelés xenobiotic responsive element (XRE) loca­
lisés dans des promoteurs de gènes cibles (Fig. 1B) [20,32].
Très logiquement, les équipes travaillant sur ce récepteur
identifièrent dans un premier temps de nombreuses EMX
comme gènes cibles (assurant le métabolisme du ligand
du AhR selon un rétrocontrôle [33]) et définirent un grand
nombre de ligands (la plupart, xénobiotiques) du AhR.

Les xénobiotiques de toute nature se lient à un
petit nombre de récepteurs des dioxines—dont AhR ou
récepteur des dioxines—qui activent l’expression des
enzymes de leur métabolisme.

Le récepteur des dioxines est activé par
de nombreux ligands, polluants
environnementaux présents dans notre
alimentation

Le AhR est communément appelé récepteur aux « dioxines ».
Ce terme fait faussement référence à de nombreux pol­
luants organiques persistants dont les PolyChlorinated
Dibenzo­p­dioxins (PCDDs, 75 au total), les PolyChlorinated
Dibenzo­p­furanes (PCDFs, 135 congénères) et les Poly­
Chlorinated Biphenyls (PCBs). Des facteurs d’équivalence
toxique (TEF, ou toxic equivalent factor) leur ont été assi­
gnés pour comparer leur toxicité [34,35]. Certains composés
polybromés (PBDEs, ou PolyBromoDiphenylEthers) peuvent
aussi exercer des activités proches de celles des dioxines
[35]. La toxicité de ces composés (qui, pour la plupart, lient
le AhR) est très variable en fonction des espèces considé­
rées en raison d’une grande variabilité de leur constance de
dissociation vis­à­vis du AhR (Kd) [36].

Contrairement aux PCBs qui furent très utilisés dans
l’industrie en raison de leur grande stabilité (résistance à
la pression, stabilité chimique, composés non inflammables
et non conducteurs), les PCDDs et PCDFs sont presque tou­
jours synthétisés involontairement notamment au cours de
combustions incomplètes (incinérateurs municipaux) ou de
processus industriels utilisant du chlore (blanchiment du
papier, fabrication de PCBs ou de pesticides, recyclage de
matériel électronique). En raison de cette grande stabilité
physicochimique, les PCDDs et PCDFs sont des POPs dont
la bioaccumulation peut s’étendre sur plusieurs décennies.
Peu de microorganismes sont capables de les métaboliser
efficacement [37]. Au niveau du compartiment biotique, la
position des organismes dans la chaîne alimentaire influence
le niveau de contamination (qui est plus élevé en haut de
chaîne) mais n’est pas le seul élément ; ainsi, le régime
alimentaire joue un rôle fondamental (ex. : oiseaux ne
consommant que des poissons eux­mêmes contaminés). Le
risque de contamination chez l’Homme est ainsi moins
important que chez d’autres espèces bien qu’en position
élevée dans la chaîne alimentaire.

Au niveau des écosystèmes et des aliments, les niveaux
de POPs sont très variables en fonction des régions et
des activités de ces dernières (industrielles, agricoles,. . .).
L’histoire de certains pays est également directement liée
à ces niveaux (ex. : guerre du Vietnam et utilisation de
l’agent Orange comme défoliant contenant de très grandes
quantités de dioxines) [38]. Des accidents industriels ont
aussi été à l’origine de contaminations importantes des
populations environnantes (ex. : dioxine et Seveso en Ita­
lie) [39]. Des contaminations volontaires ont également
été observées (ex. : le président ukrainien V. Yushchenko
en 2004 pendant la campagne présidentielle). Toutefois,
l’essentiel des contaminations se fait via l’alimentation et
notamment les produits laitiers, la viande et le poisson (en
moyenne, 1—2 pg/kg par jour de PCDDs ou PCBs à activité
dioxine dans la plupart des pays) [40—42]. Compte tenu de
leurs importantes demi­vies et de leur accumulation dans
les tissus adipeux, la quantité totale de dioxines peut aug­
menter de cinq à dix fois chez un individu entre 20 et 60 ans
et ce bien que les quantités rejetées dans l’environnement
tendent à diminuer depuis les années 1970 en raison de
contrôles de plus en plus stricts [43,44]. Cette tendance
peut notamment être observée par mesures des concentra­
tions dans le lait maternel [45—49].

L’alimentation n’est pas qu’une source de « ligands AhR
contaminants ». Des études récentes ont permis de montrer
qu’un certain nombre de composés naturels de notre alimen­
tation (fruits, thé, vin, légumes) sont aussi des ligands du
récepteur ; c’est le cas de certains flavonoïdes (flavones, fla­
vonols, flavanones, catéchines, isoflavones, anthocyanines,
chalcones), indigoïdes, caroténoïdes, rétinoïdes, polyphé­
nols (curcumine, resvératrol) [50]. De nombreuses études
ont montré que ces derniers pouvaient jouer à la fois le
rôle d’agonistes ou d’antagonistes du récepteur Ah. Toute­
fois, les concentrations sanguines mesurées de ces composés
laissent plutôt supposer une action antagoniste (vis­à­vis
des contaminants type PCDDs ou PCBs) [50]. Un autre fac­
teur important à prendre en compte est leur métabolisme
important (impliquant notamment des EMX) conduisant pour
certains à leur inactivation. L’hydrophobicité, la pharma­
cocinétique de ces composés dans l’organisme sont donc
des facteurs importants à prendre en compte pour mesurer
leur efficacité en tant que ligands du AhR (et compéti­
teurs vis­à­vis des polluants environnementaux) et étudier
leur éventuel bénéfice pour les organismes consommateurs
notamment en tant qu’antagonistes des PCDDs, PCDFs ou
PCBs.

Une série de composés alimentaires « naturels » sont
ainsi des ligands de AhR et leur présence est plutôt
protectrice.

Rôles du AhR : protection versus toxicité
de ses ligands

Historiquement, le AhR et son partenaire ARNT ont été
caractérisés comme des régulateurs transcriptionnels de
plusieurs enzymes et transporteurs du métabolisme des
hydrocarbures polycycliques aromatiques (HAP) et/ou halo­
génés (HAH) et des polychlorobiphényls (PCB). Compte
tenu de la toxicité et de la réactivité des certains de
ces composés (réactivité chimique vis­à­vis de macromolé­



70 A. Chevallier et al.

cules comme les protéines ou l’ADN avec pour conséquence
l’apparition de mutations [51]), cette voie de signalisation
a été décrite comme permettant l’élimination de ces xéno­
biotiques détectés par le AhR (en tant que ligands) d’où
le terme associé de « détoxication ». Toutefois, ce modèle
doit être nuancé par le fait que certains de ces composés
peuvent être transformés par les EMX en des intermé­
diaires plus réactifs. Le cas le plus classiquement décrit est
celui du benzo(a)pyrène (BaP, un HAP) dont le métabolisme
par le cytochrome P450 1A1 et l’époxyde hydrolase (deux
EMX) conduit à la formation d’un composé intermédiaire
diol­époxyde hautement mutagène (d’où le terme associé
d’« activation ») [52] ; cet intermédiaire peut toutefois être
pris en charge par des EMX de phase II (dont certaines éga­
lement régulées par le AhR) ce qui limite sa toxicité. La
carcinogénicité du benzo(a)pyrène dépend donc d’un équi­
libre entre activités et niveaux d’expression de l’ensemble
de ces enzymes qui n’est pas équivalent entre deux individus
(polymorphismes) [53].

En plus de ce double rôle (détoxication vs activation),
certaines EMX peuvent également conduire à l’apparition
d’un stress oxydant [54]. Le benzo(a)pyrène (BaP, sub­
strat du AhR et inducteur du CYP1A1) est ainsi un substrat
découplant du CYP1A1 : au sein du site actif de l’enzyme,
le BaP entraîne dans 70 % des réactions, une utilisation
« biaisée » du dioxygène conduisant à la production de per­
oxyde d’hydrogène (H2O2) et à un stress oxydant. Le rôle de
ce dernier dans certaines pathologies est clairement évoqué
(vieillissement, cancer).

La liaison de certains xénobiotiques à l’AhR permet une
détoxication mais peut aussi aboutir à la production de
molécules oxydantes et mutagènes.

La toxicité des ligands du AhR dépend donc en grande
partie de leur nature chimique. Ainsi, les HAP exercent une
grande part de leur toxicité du fait de leur très haute réac­
tivité chimique et par exemple de leur potentiel mutagène.
Ce dernier dépend du phénomène d’activation préalable­
ment décrit et donc de la régulation des enzymes impliquées
dans cette activation. Le AhR joue donc une part non négli­
geable dans ces phénomènes. Cela serait d’autant plus
intéressant si on considère le cas hypothétique d’un cocktail
de xénobiotiques contenant à la fois de bons ligands du AhR
(dioxines) et des substrats du CYP1A1 (HAPs) où la présence
des dioxines par activation de l’expression des EMX aug­
menterait considérablement la toxicité des HAPs. Le terme
hypothétique doit être nuancé par le fait que la plupart des
études menées sur les xénobiotiques ne concernent pas les
mélanges (cocktails) alors que ces derniers constituent en
fait une réalité environnementale. La présence conjointe
des dioxines et des HAPs dans l’environnement est donc loin
d’être une simple hypothèse.

La toxicité des ligands du AhR passe également par
l’activation simple de ce récepteur comme le montrent les
études animales et épidémiologiques sur les effets in vivo
des dioxines (stables chimiquement et qui n’exercent
leur action que via le récepteur) : chez l’Homme, les
données sont certes limitées (études chez des personnes
exposées accidentellement ou volontairement) ; une conta­
mination aiguë conduit le plus souvent à une chloracné
(manifestation dermatologique) [55]. Des troubles du
développement ont été également relevés (minéralisa­
tion du squelette, émail dentaire, retard de croissance

intra­utérin ou de développement sexuel, dysfonctions
neurologiques) [56]. D’autres effets sanitaires sont égale­
ment possibles mais restent insuffisamment documentés
(hépatotoxicité, troubles du métabolisme lipidique, dia­
bètes, effets immunologiques. . .) [57]. La formation des
cancers reste l’effet le plus controversé d’autant que
l’exposition aux dioxines est rarement individuelle et plutôt
le fait de cocktails de xénobiotiques. L’International
Agency for Research on Cancer (IARC) a classé la
dioxine de Seveso comme carcinogène de type I en 1997
(http://monographs.iarc.fr/ENG/Monographs/vol69/mono69­
10.pdf) sur la base des études chez l’animal et de nouvelles
données épidémiologiques chez l’Homme mais des études
plus récentes semblent contrebalancer cette définition. La
dioxine semble exercer un effet notable sur les cancers
hématologiques (lymphomes, myélomes) [58]. L’utilisation
des modèles animaux a permis de mieux caractériser la
toxicité des dioxines (et donc celle liée à l’activation du
AhR) : diminution du poids des animaux, hépatotoxicité,
inflammation, hyper­ ou hypoplasies, atrophie thymique,
anomalies du développement (fente palatine), cancéro­
génicité (notamment chez les rongeurs [59,60]). Plusieurs
laboratoires dont le nôtre ont montré que le AhR régulait
les phénomènes de migration et d’invasion cellulaire
[61]. Cela est à mettre en parallèle avec les défauts de
développement observés chez les animaux traités par la
dioxine, qui impliquent ces phénomènes.

L’ensemble de ces résultats n’est pas facilement trans­
posable à toutes les espèces dont l’Homme en raison des
différences d’affinité forte entre les isoformes de récep­
teurs. De plus, malgré cette caractérisation descriptive des
pathologies associées à une exposition aux dioxines, peu
de données sont encore connues pour expliquer d’un point
de vue mécanistique (rôles des gènes dont l’expression
est modulée), cette toxicité induite par le AhR. Une des
récentes hypothèses est que l’effet des ligands pourrait
aussi être lié à une perturbation des fonctions endogènes
du récepteur.

Un rôle endogène pour le AhR ?

Historiquement, le AhR a été décrit comme un récep­
teur de xénobiotiques mais des observations ou expériences
récentes menées dans plusieurs laboratoires laissent
entendre que ce dernier est impliqué dans plusieurs autres
fonctions biologiques : le récepteur est très conservé entre
les espèces et exprimé très tôt au cours du développe­
ment embryonnaire dans plusieurs tissus. Toutefois, les
arguments les plus convaincants proviennent des modèles
de recombinaison homologue ou « Knock out » (KO) : en
plus des vertébrés (oiseau, amphibiens, poissons, mammi­
fères), le AhR est exprimé chez les invertébrés comme
Caenorhabditis elegans (nématode) et Drosophila melano­

gaster (mouche) [62]. Chez C. elegans, AhR­1 possède 38 %
d’identité (acides aminés) avec le AhR humain dans sa par­
tie N­terminale, impliquée dans la liaison à l’ADN, aux
ligands, aux chaperonnes et la dimérisation [63]. Spine­
less, l’orthologue chez la drosophile, possède 71 % et 45 %
d’homologie avec l’isoforme humain pour les domaines
bHLH et PAS, respectivement. À l’inverse des AhR de ver­
tébrés, AhR­1 et Spineless ne lient aucun ligand exogène
(TCDD ou ß­napthoflavone) et ne régulent aucune enzyme du
métabolisme des xénobiotiques [22]. Un acide aminé (argi­
nine 346) absent du domaine de liaison au ligand chez les
isoformes d’invertébrés et présent chez les isoformes de
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vertébrés semble être impliqué dans cette spécificité [64].
Cela n’exclut toutefois pas une liaison éventuelle de ligands
endogènes. Le reste de la voie de signalisation est conser­
vée avec une hétérodimérisation aux orthologues d’ARNT et
une liaison aux XREs. Quel est le rôle du AhR chez les inver­
tébrés si ce dernier ne participe pas au métabolisme des
xénobiotiques ?
• chez C. elegans, AhR­1 est exprimé spécifiquement dans

plusieurs neurones. Chez l’animal KO, plusieurs défi­
cits neurologiques sont ainsi observés (différenciation
moins importante, déficit de migration neuronale et
d’élongation axonale). Par exemple, Huang et al. ont
démontré que AhR­1 est impliqué dans la différenciation
GABAergique de motoneurones innervant les muscles de
la tête [16]. Sur le plan phénotypique, Qin et al. ont aussi
montré le rôle du récepteur dans le comportement social
alimentaire du nématode [17,18]. La perte spécifique de
AhR­1 dans quatre neurones (AQR, PQR, URXR and URXL
qui innervent le pseudocœlome) provoque un déficit de
l’agrégation des vers autour du point de nourriture [63].
Cet effet est lié au contrôle transcriptionnel indirect de
AhR­1 sur NRP­1 (un récepteur aux neuropeptides couplés
aux protéines G) et plusieurs membres de la famille des
guanylate cyclases ;

• chez D. melanogaster, Spineless est exprimé dans plu­
sieurs tissus pendant le développement embryonnaire
et joue un rôle central dans la morphologie du sys­
tème nerveux central et l’architecture des ommatidies
qui assurent la vision chez cet animal [65]. Dun­
can et al. montrent que des mutations de Spineless
altèrent la différenciation de la région distale de
l’antenne (qui est substituée pour un segment distal de
jambe).

Indépendamment de sa liaison aux xénobiotiques, AhR
joue un rôle dans le développement embryonnaire.
L’effet de la présence de xénobiotiques sur cette
fonction reste à étudier.

L’ensemble de ces observations prouve que le AhR joue
un rôle dans le développement embryonnaire chez les inver­
tébrés. Toutefois, le mécanisme d’activation du récepteur
reste mal caractérisé. Certaines interrogations demeurent
aussi chez les vertébrés : chez les poissons, plusieurs iso­
formes sont exprimées (deux à six en fonction des espèces)
contrairement aux mammifères [66]. Ainsi, chez le poisson
zèbre, il existe trois AhR [66—68] :
• AhR1a qui ne lie pas de ligands exogènes (TCDD ou ß­

naphtoflavone) et dont la fonction est mal caractérisée.
Son expression est spécifique du cerveau, du cœur et de
la gonade ;

• AhR1b, récemment identifié (Karchner et al., 2005 [66]),
exprimé très tôt dans le développement et proche
structurellement et fonctionnellement de la troisième
isoforme ;

• AhR2, ubiquitaire et proche fonctionnellement du AhR de
mammifères

Ce nombre important d’isoformes est probablement le
fait d’une duplication génomique (Hahn et al.). Leur rôle
demeure insuffisamment compris dans l’ensemble (redon­
dance, rôle spécifique au sein de l’espèce, conservation des
rôles chez les vertébrés). Chez les vertébrés, le gène a été
invalidé chez la souris (Mus musculus) dans trois laboratoires

indépendants (AhR KO) (exon 1 [domaine basique du bHLH]
[69] ; exon 1 [70] ; exon 2 (bHLH) [71]). Ces trois modèles
présentent des similarités phénotypiques (résistance à la
toxicité de la TCDD, infertilité, développement hépatique
anormal, déficit de croissance, anomalies du développement
du système cardiovasculaire) et des différences (léthalité
importante pour les modèles invalidés au niveau de l’exon
1 avec pour le groupe de F. Gonzalez, un déficit immuni­
taire conduisant à une surinfection par Helicobacter pylori

[72].
Toutes ces études suggèrent que le AhR pourrait être

actif en l’absence de ligands exogènes. La découverte de
ligands endogènes constitue donc une voie de recherche
majeure pour la compréhension des mécanismes régulés
par cette protéine. Plusieurs molécules ont été identifiées
comme ligands endogènes potentiels : les métabolites de
l’acide arachidonique (lipoxanthine A2), de l’hème (bili­
rubine, biliverdine), du tryptophane (indigoïdes) [4]. Le
6­formylindolo[3,2­b]carbazole (FICZ), un dérivé du trypto­
phane, lie le AhR avec une très haute affinité (Kd = 0,07 nM ;
KdTCDD = 0,48 nM) [73,74] et active l’expression du cyto­
chrome P450 1A1 (qui le métabolise par ailleurs). FICZ est
produit in vivo par l’Homme, des métabolites se retrouvant
dans les urines [75]. Sa production par irradiation UV est tou­
tefois locale et rien n’atteste que cette molécule active le
AhR dans l’ensemble des tissus de l’organisme. La présence
d’autres activateurs a été identifiée dans des échantillons
de sérums bovins et humains [65,76,77]. Une étude récente
a montré que les LDL oxidés pouvaient activer le AhR tout
comme le 7­kétocholestérol (7KC), un produit majeur de
l’oxydation du cholestérol agissant comme un antagoniste
sur l’induction du cytochrome P450 1A1 par la TCDD [78].
Ces études sont concordantes avec celles démontrant le
rôle physiologique du AhR sur le système cardiovasculaire
[65,76,77].

Perspectives

Si la toxicité des dioxines et la voie de signalisation du
AhR sont bien connues, la « compréhension des mécanismes
d’action » du récepteur est encore « loin d’être élucidée ».
Cela présente un intérêt pour la compréhension des phé­
notypes observés en cas d’intoxication mais aussi pour la
définition de nouvelles cibles afin de contrer cette toxicité.
Une autre difficulté de la recherche en toxicologie est de
caractériser précisément les niveaux d’exposition des popu­
lations. « La plupart des personnes sont ainsi contaminées de
manière chronique, par des mélanges de xénobiotiques, et
à faible dose ». Il est difficile de réaliser des modélisations
équivalentes sur l’animal chez qui se pose également le pro­
blème des différences d’affinité du récepteur. Des modèles
de rongeurs exprimant des récepteurs humains (souris huma­
nisées) ont été développés [79] mais leur utilisation reste
délicate. De plus, la sensibilité d’une espèce varie grande­
ment en fonction de l’âge. « Un défi majeur en toxicologie
est celui de prédire les contaminations » et le niveau de
ces dernières (toxicologie « prédictive ») par le développe­
ment de biomarqueurs d’exposition et de réponse. Enfin,
les récepteurs des xénobiotiques jouent un rôle majeur dans
la toxicité de ces derniers. « Une meilleure compréhension
de leur mode d’action notamment de leurs fonctions endo­
gènes s’avère nécessaire », ne serait­ce que pour définir si
leur liaison à des xénobiotiques conduit à une dérégulation
de ces fonctions.
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Conclusion

De nombreux hydrocarbures (aromatiques, halogénés. . .)
sont des contaminants de notre alimentation. Les prin­
cipales familles de ces contaminants sont les dioxines,
les furanes, les polychlorobiphényles, les retardateurs de
flamme polybromés, les hydrocarbures aromatiques poly­
cycliques (benzo(a)pyrène). Chez les vertébrés, un grand
nombre de ces xénobiotiques lient et activent un récepteur
appelé AhR pour aryl hydrocarbon receptor qui, via un méca­
nisme transcriptionnel, régule l’expression de nombreux
gènes. Historiquement, des EMX ont été identifiées comme
cibles du AhR. Ce mécanisme assure notamment la détoxifi­
cation de la plupart des xénobiotiques décrits ci­dessus, par
augmentation de leur métabolisme. Des études récentes ont
montré que cette voie de signalisation pouvait aussi engen­
drer une toxicité (par exemple, par augmentation du stress
oxydant ou par formation de métabolites hautement réac­
tifs vis­à­vis de l’ADN ou des protéines). Par ailleurs, de
nouvelles cibles transcriptionnelles du AhR autres que les
EMX ont été mises en évidence ; ces études ont permis de
montrer que le récepteur jouait un rôle important dans la
migration cellulaire. L’activation du AhR pourrait ainsi être
impliquée dans la dérégulation de phénomènes physiolo­
giques (développement) et physiopathologiques (métastases
cancéreuses). Ces observations sont à mettre en paral­
lèle à celles menées sur les fonctions endogènes du
récepteur. Des expériences de recombinaison homologue
menées sur différents modèles (souris, nématode, droso­
phile) ont permis de montrer que le AhR en l’absence de
ligands, jouait un rôle important dans le développement
embryonnaire.
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Articles annexes 

VIII. Induction d’une fibrose hépatique dépendante du AhR chez les souris traitées par 

la dioxine 

Article soumis à Hepatology le 29 septembre 2012. 

A. Contexte scientifique 

Au cours de ma première année de thèse, j’ai participé à une étude portant sur les 

effets d’un traitement de la TCDD sur le foie de souris (en parallèle des études 

transcriptomiques menées sur le cervelet). Ce travail a rapidement conduit à des résultats 

particulièrement intéressants dans le cadre de l’hypothèse de la perturbation endogène. Ceux-

ci concernent l’apparition d’une fibrose hépatique chez les souris exposées à la TCDD. En 

effet, de précédentes études menées chez les souris AhR
-/-

 (modèle AhR∆
1/

∆
1Gonzalez

 et 

AhR∆
2/

∆
2Bra

) ont montré une altération du foie, caractérisée par une fibrose portale (chapitre 

I.B.7) (Corchero et al., 2004, Lahvis et al., 2000) (Figure 41). 

 

Foie d’uns souris AhR
+/+

 Foie d’une souris AhR
-/-

 

  

Figure 41 : Histologie du foie d’une souris AhR
+/+

 (à gauche) et d’une souris AhR
-/-

 (à 

droite). 

Comparativement au foie de la souris AhR
+/+

 (gauche), la présence d’une fibrose modérée est 

observée (flèches) chez la souris AhR 
-/-

 (droite). HA : artère hépatique, PV : veine portale, 

BD : canaux biliaires (Fernandez-Salguero et al., 1995). 

 

La fibrose portale résulte d’une inflammation chronique de l’espace porte
27

 du foie. 

C’est un processus de défense de l’organisme suite à une lésion, une intoxication à l’alcool, 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
27

 Le foie est divisé en lobules centrés par une veine centro-lobulaire et limités en périphérie 

par les espaces portes qui sont constitués d’une ou plusieurs sections de canal biliaire, veine 

porte et artère hépatique.  
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une infection par un virus hépatique ou bien l’exposition à des toxiques. Elle se caractérise 

par le dépôt de molécules spécifiques d’un tissu mésenchymateux comme le collagène de type 

I, qui vont progressivement remodeler et détruire l’architecture du tissu sain. Une fois que la 

fibrose est établie, la physiologie du tissu hépatique peut soit revenir à son état initial, soit 

évoluer en cirrhose (pathologie irréversible). Plusieurs acteurs sont responsables de cette 

fibrose. Parmi eux, le TGFß (« Transforming Growth Factor beta ») a un rôle majeur dans 

l’induction de cette pathologie. Des concentrations élevées de TGFß ont été observées dans 

l’espace péri-portal et dans les hépatocytes des souris AhR
-/-

 (Zaher et al., 1998).  

Les cellules responsables de la sécrétion de TGFß sont des myofibroblastes activés. 

Leur origine reste mal connue et plusieurs types cellulaires sont candidats. Un des 

mécanismes impliqués dans la formation des myofibroblastes activés pourrait être la 

transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) (Choi et al., 2010). La transition épithélio-

mésenchymateuse est la conversion de cellules épithéliales en cellules mésenchymales. Elle 

est impliquée dans différents processus physiologiques dont la formation de l’axe médian au 

cours du développement embryonnaire. Cependant, elle peut contribuer aussi à la fibrose de 

certains organes et à la progression cancéreuse en stimulant les propriétés migratoires et 

invasives des cellules (Thiery et al., 2009). Il existe également un phénomène opposé, la 

transition mésenchymo-épithéliale (TME). Dans le foie, les hépatocytes et les 

cholangiocytes
28

 pourraient subir une TEM et ainsi former des myofibroblastes (Ikegami et 

al., 2007). Cependant, plusieurs observations laissent supposer que les cellules étoilées 

hépatiques (HSC), localisées dans l’espace de Disse, seraient les plus sujettes à devenir des 

myofibroblastes et à produire une fibrose (Ikegami et al., 2007) (Figure 42).  

 

Figure 42 : Représentation schématique des différents types cellulaires impliqués dans le 

développement de fibrose hépatique. 

HSC : cellules étoilées hépatiques, EC : cellules endothéliales, KC : cellules de Kupffer
29

 

(Adapté de (Ikegami et al., 2007). 
 

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
28

 Les cholangiocytes sont les cellules épithéliales localisées dans les canaux biliaires.  
29

 Les cellules de Kupffer sont les macrophages résidents du foie  
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Différentes études in vitro dont certaines menées au laboratoire, ont démontré que la 

TCDD, via le AhR, augmente l’expression de gènes impliqués dans les processus de 

migration et de TEM (Bui et al., 2009, Carvajal-Gonzalez et al., 2009b, Tomkiewicz et al., 

2012).  

Nous avons, avec le Dr Stéphane Pierre, pris en charge les protocoles de gestion et de 

traitement des souris par la TCDD (voir partie ci-dessous « B. Buts de l’étude ») et étudié en 

parallèle, l’expression de plusieurs gènes de la TEM (Stéphane Pierre) et de plusieurs 

marqueurs de l’inflammation et de la fibrose hépatique (ma contribution) dans le cadre de 

l’hypothèse de la « perturbation endogène » présentée préalablement. 

B. Buts de l’étude 

Pour cette étude, nous avons injecté de la TCDD ou son véhicule (huile de maïs) par 

voie intra-péritonéale à des souris mâles C57BL/6J âgées de 8 semaines suivant deux 

protocoles différents :  

 

• 2 injections de 25 µg/kg de TCDD à 1 semaine d’intervalle et sacrifice des animaux 1 

semaine après la seconde injection (15 jours de traitement) 

• 6 injections de 25 µg/kg de TCDD, une fois par semaine et sacrifice des animaux, 1 

semaine après la dernière injection (7 semaines de traitement) 

 

Nous avons entrepris une analyse histologique du foie et démontré la présence d’une 

fibrose portale. En parallèle, nous avons étudié l’expression de plusieurs gènes impliqués dans 

la fibrose hépatique par qPCR et Western Blot.  

 

C. Résumé en français  

Le rôle des polluants environnementaux dans des phénomènes pathologiques tels que 

l’induction d’une fibrose hépatique est très peu étudié. In vitro, des études suggèrent que la 

TCDD et d’autres ligands du AhR augmentent l’expression de plusieurs gènes induits lors de 

la fibrose hépatique. Le but de cette étude était de déterminer par quel mécanisme les 

polluants, ligands du AhR, pouvaient induire une fibrose hépatique.  

Pour cela, des souris C57BL/6J ont été traitées par de la TCDD (25 µg/kg) ou son 

véhicule (huile de maïs) pendant 2 ou 6 semaines et l’expression des gènes (qPCR et Western 

blot) ainsi que l’histologie du foie, ont été étudiées pour chaque traitement.  
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Nous avons démontré que le traitement des souris par la TCDD durant 2 semaines 

modifie l’expression de marqueurs pro-fibrotiques tels que le collagène de type I et l’αSMA 

(« α-SMooth Actin »). A la suite du traitement de 6 semaines, des altérations structurales du 

foie des souris sont observées (fibrose avec présence de collagène de type I et d’actine type 

SMA). En parallèle, les niveaux d’expression de plusieurs cytokines pro-inflammatoires (IL-

1ß, TNF-α) et de marqueurs des fibroblastes activés sont augmentés. De plus, l’expression de 

certains membres de la voie du TGB-ß comme le TGF-ß lui-même et ZEB2 (« zinc finger E-

box binding homeobox 2 »), est augmentée et corrélée avec la diminution du niveau 

d’expression du micro-RNA, miR-200a. Nous avons également exploré l’hypothèse de la 

présence d’une transition épithélio-mésenchymateuse dans le foie des souris traitées. La 

mesure de l’expression de marqueurs épithéliaux et mésenchymateux, a permis de mettre en 

évidence l’augmentation de deux membres de la famille Snai et de leurs cibles, des 

métalloprotéases (MMP-2 et MMP9) et la vimentine. De plus, on observe la diminution de 

l’E-cadhérine et de la claudine 1, marqueurs épithéliaux. 

En conclusion, la TCDD, ligand du AhR, induit une fibrose hépatique chez les souris 

en régulant directement des différentes voies de signalisation pro-fibrotiques. Ce phénotype 

rappelle les observations effectuées avec les souris AhR KO et renforce l’hypothèse que la 

fibrose induite par la TCDD résulte d’une perturbation de la fonction endogène du AhR au 

niveau hépatique. Ces travaux sont à mettre en parallèle de ceux auxquels j’ai participé pour 

caractériser les mécanismes de régulation de la TEM par les polluants (Bui et al., 2009). 
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).$$6% `Y9@a=%/("0*$% 42+"(+$*606%*,'%+(,.%B*""(_1'."25.'%).$$6f%Y(_.5."=% ".).,0% 2,5.6028*02(,6%&*5.%6388.60.'%

0&*0%&./*0()#0.6%3,'."8(2,8%./20&.$2*$1B.6.,)&#B*$%0"*,6202(,%`SJCa%'2".)0$#%("% 2,'2".)0$#%)(,0"2+30.%0(% $25."%

42+"(626%/"(8".662(,%`G1Daf%Q,'..'=%6.5."*$%)$2,2)*$%*,'%.7/."2B.,0*$%603'2.6%&*5.%6&(_,%0&*0%&./*0()#0.%'.*0&%

*66()2*0.'% _20&% )&"(,2)% $25."% 2,M3"#% 26% (,.% (4% 0&.% 2,202*$% 60./6% $.*'2,8% 0(% 42+"(626% `N1eaf% J(".(5."=% )3$03".'%

/"2B*"#%&./*0()#0.6%("%&./*0()#0.%).$$%$2,.6%0&*0%*".%0".*0.'%_20&%0"*,64("B2,8%8"(_0&%4*)0("%l%`C[Ala=%'26/$*#%

628,242)*,0%".5."62(,%(4%0&.2"%./20&.$2*$%/&.,(0#/.=%*,'%*)\32".%)&*"*)0."2602)6%(4%B.6.,)&#B*$%).$$6%`^af%&"#$!$%%

603'2.6%362,8%"('.,06%*,'%$2,.*8.10"*)2,8%.7/."2B.,06%*$6(%2,'2)*0.%0&*0%$25."%42+"(626%B28&0%2,5($5.%*,%./20&.$2*$%

B.6.,)&#B*$%0"*,6202(,%`SJCa%(4%&./*0()#0.6%`G1Da%+30%0&.6.%)(,)$362(,6%".B*2,%)(,0"(5."62*$%`<Waf%%

!$0&(38&% 6.5."*$% ./2'.B2($(82)*$% 603'2.6% 6388.60% 0&*0% 0&.% /"(8".662(,% (4% )&"(,2)% $25."% '26.*6.6% 0(%

42+"(626%26%.,&*,).'%+#%.,52"(,B.,0*$%4*)0("6%2,)$3'2,8%)28*".00.%6B(K.%`<<1<Iaf%C&.%3,'."$#2,8%B.)&*,26B6%(4%

*)02(,% *".% /(("$#% 3,'."60(('f% Q,% /*"02)3$*"=% 20% 26% 3,)$.*"%_&.0&."% 42+"(626% "26K% .,&*,).B.,0% ".63$06% 4"(B% 0&.%

$25."%0(72)20#%(4%)28*".00.%6B(K.%)&.B2)*$6=%4"(B%2,'2".)0%6#60.B2)%.44.)06=%63)&%*6%2,63$2,%".6260*,).=%("%4"(B%*%

B(".%0*"8.0.'%.44.)0%(4%6(B.%(4%0&.6.%)&.B2)*$6%(,%0&.%42+"(8.,2)%/*0&_*#6f% Q,%*''202(,=%0&.6.%(+6."5*02(,6%

"*26.%*%B(".%8.,."*$%\3.602(,%*6%0(%_&.0&."%.,52"(,B.,0*$%/($$30*,06%)(,0"2+30.%0(%)&"(,2)%$25."%'26.*6.6f%c,.%

_*#% 0(%*''".66% 0&26% 2663.% 26% 0(%.7/$(".% 0&.%.44.)06%(4% 7.,(+2(02)% 628,*$$2,8%/*0&_*#6%(,% 0&.%+2($(82)*$% 0*"8.06%

*66()2*0.'% _20&% 0&.% '.5.$(/B.,0% (4% 42+"(626% '.6)"2+.'% *+(5.f% c,.% (4% 0&.% B(60% 2B/("0*,0% ".)./0("6% (4%

.,52"(,B.,0*$% )&.B2)*$6% 26% 0&.% !"#$% &#'"()*"+(,% -.)./0("% `!&-a% `<Da% _&2)&% 26% *% )#0(6($2)=% $28*,'1*)025*0.'%

0"*,6)"2/02(,%4*)0("f%C&.%!&-%&*6%*%5."#%$*"8.%"./."0("#%(4%$28*,'6=%2,)$3'2,8%.,52"(,B.,0*$%/($$30*,06%63)&%*6%

'2(72,6=% 43"*,6%*,'%/($#)&$("2,*0.'%+2/&.,#$6% `;@F6a%*6%_.$$%*6%6.5."*$%/($#*"(B*02)%&#'"()*"+(,6%/".6.,0% 2,%
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)28*".00.% 6B(K.f% T/(,% *)025*02(,=% 0&.% !&-% 0"*,6$()*0.6% 2,0(% 0&.% ,3)$.36% _&.".% 20% 4("B6% *% &.0."('2B."2)%

)(B/$.7% _20&% 0&.% !&-% R3)$.*"% C"*,6$()*0("% `!-RCaf% C&26% )(B/$.7% +2,'6% 0(% 6/.)242)% O.,(+2(02)% -.6/(,625.%

S$.B.,06% `O-S% )(,6.,636% )(".g% D]1[@[C[1Ga% *,'% 2,'3).6% 0&.% 0"*,6)"2/02(,% (4% 6/.)242)% 0*"8.0% 8.,.6% 2,)$3'2,8%

7.,(+2(02)% B.0*+($2L2,8% .,L#B.6% `OJSa% 63)&% *6% 0&.% )#0()&"(B.% ;IDW% `@o;a% <% 4*B2$#% `<Daf% Q,% *''202(,% 0(%

'.0(7242)*02(,%43,)02(,6=%".).,0%!"#$!'(%%603'2.6=%2,)$3'2,8%(3"%(_,=%&*5.%6&(_,%0&*0%*)025*02(,%(4%0&.%!&-%.$2)206%

'25."6.%).$$3$*"%".6/(,6.6%63)&%*6%0&.%*$0."*02(,%(4%).$$3$*"%B("/&($(8#%*,'%B28"*02(,%*,'%0&.%2,'3)02(,%(4%SJC%

B*"K."6%`<N1<^a%`>Waf%C&.6.%).$$3$*"%*$0."*02(,6%)(3$'%B.'2*0.%/*"0%(4%0&.%$(,810."B%0(72)20#%(4%0&.%!&-%$28*,'6%

2,%&3B*,6%*,'%*,2B*$6% `><1>Ga% `>Iaf%c,.%(4% 0&.%B(60%/(0.,0%!&-% $28*,'% 26%>=G=U=e1C.0"*@&$("(X2+.,L(X2(72,%

`C@XXa=% *,% .,52"(,B.,0*$=% &28&$#% /."6260.,0=% 0(72,% *,'% *% /"(0(0#/2)*$% !&-% *)025*0("f% F(0&% 2,% &3B*,6% *,'% 2,%

*,2B*$6=%.7/(63".%0(%C@XX%$.*'6%0(%6.5."*$%0(72)%.44.)06%63)&%*6%)&$("*),.=%_*602,8%6#,'"(B.=%0."*0(8.,2)20#=%

2BB3,(0(72)20#=%,.3"(0(72)20#=% 03B("%/"(B(02(,=%)*")2,(8.,.626%*,'%*$6(%*$0."*02(,%(4% $25."% 43,)02(,6% `>D1G>a%

`GGaf%C&.".4(".=%_.%&#/(0&.62L.'%0&*0%*)025*02(,%(4%0&.%!&-%)(3$'%0"288."%+2($(82)*$%/*0&_*#6%*66()2*0.'%_20&%

$25."%42+"(626f%Q,%0&.%/".6.,0%_("K=%_.%6&(_=%4("%0&.%42"60%02B.=%0&*0%0&.%!&-%$28*,'%*,'%.,52"(,B.,0*$%/($$30*,0=%

C@XX=% ".83$*0.6% 6.5."*$% 42+"(626=% 2,4$*BB*0("#=% ./20&.$2*$% *,'%B.6.,)&#B*$%B*"K."6% 2,%B(36.% $25."% *,'% 0&*0%

.7/(63".%0(%C@XX%$.*'6%0(%$25."%42+"(626f%

%
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>0#%+"0$.'016'=%#)*6.'

,1"=0$.E' #+%0#=%1#.' 016' #"..-%' %F#+07#"*1G' C&.% *,2B*$% 0".*0B.,0% /"(0()($% _*6% 63+B200.'% 0(% *%

+2(.0&2)*$%)(BB200..%`,p%@SS!GIfJ!fWWGf<>af%J*$.%B2).%`U%_..K6%($'a%_.".% 2,M.)0.'% 2f/f%(,).%_20&%>WWjE%(4%

.20&."%C@XX%`>D%j8%/."%K8%(4%+('#%_.28&0a%("%0&.%5.&2)$.%`)(",%(2$af%C@XX%_*6%/3")&*6.'%4"(B%E@[%;"(B()&.B%

`J($6&.2B=
%
A"*,).af%93+)&"(,2)%0".*0B.,0%)(,62602,8%(4%0_(%2f/f%2,M.)02(,6%(4%C@XX%`>D%j8kK8%+f_fa%("%)(",%(2$%*0%

'*#%W%*,'%'*#%U%_.".%/."4("B.'%*,'%B2).%_.".% 6*)"242).'%*0%'*#%<If% E(,8."% 0".*0B.,0% )(,62602,8%(4% 627% 2f/f%

2,M.)02(,6%(4%C@XX%`>D%j8kK8%+f_fa%("%)(",%(2$%*0%'*#%W=%U=%<I=%><=%>e=%*,'%'*#%GD%_.".%*$6(%/."4("B.'%*,'%0&.%

B2).%_.".%6*)"242).'%*0%'*#%I>f%C&.%$25."6%_.".%".B(5.'%2BB.'2*0.$#%*,'%4"(L.,%2,%$2\32'%,20"(8.,f%

%

H".#*$*9B'016'"==-1*)".#*7)%=".#+Bf%E25."6%_.".%427.'%_20&%/*"*4("B*$'.&#'.%`;A!a1Iq%*,'%/*"*442,%

.B+.''.'f% C2663.% 6.)02(,6% `0&2)K,.66g% I% jBa% _.".% 60*2,.'% _20&% &.B*0(7#$2,1.(62,% ("% /2)"(162"236% ".'% 4("%

5263*$2L*02(,%(4%&./*02)%)($$*8.,f%QBB3,(60*2,2,8%(4%6B((0&%B36)$.%r1*)02,%`r19J!a%_*6%/."4("B.'%362,8%0&.%

s.)0("%JfcfJ%2BB3,('.0.)02(,%K20%`s.)0("%E*+("*0("2.6a%*,'%*%B(,()$(,*$%*,02+('#%'2".)0.'%*8*2,60%r19J!%

`928B*=% <g<WWW% '2$302(,af%X.0.)02(,%_*6% /."4("B.'%_20&% 0&.% T$0"*s262(,% E;% '.0.)02(,% K20% `C&."B(% 9)2.,0242)a%

362,8% B.0*$1.,&*,).'% '2*B2,(+.,L2'2,.% `X!Fa% 63+60"*0.% `C&."B(% A26&."af% 9$2'.6% _.".% )(3,0."60*2,.'% _20&%

*\3.(36%&.B*0(7#$2,f%

%

?I,'016'="?I,'%F#+07#"*1.'J+*='$"4%+'#"..-%G'C&2"0#%B8%(4% $25."%02663.%_.".%36.'%4("%0&.%.70"*)02(,f%

c,.%BE%(4%0"2L($%`Q,520"(8.,a%*,'%>%60*2,$.66%60..$%+.*'6%`t2*8.,a%_.".%36.'%0(%)"36&%0&.%6*B/$.%`G%B2,30.6=%>D%

Y."0Laf%!40."% D%B2,30.6%(4% 2,)3+*02(,% *0% "((B% 0.B/."*03".=% >WW%jE%(4% )&$("(4("B%_.".% *''.'f% C&.% 6*B/$.6%

_.".% 5("0.7.'% *,'% ).,0"2438.'% *0% <>=WWW% "/B% 4("% <D%B2,30.6% *0% Ip@f% A("% 0&.% -R!% 6*B/$.6=% (,.% 5($3B.% (4%

.0&*,($% UWq% _*6% *''.'% 0(% 0&.% 3//."% /&*6.f% A2,*$$#=% 0(0*$% B-R!% _*6% .70"*)0.'% 362,8% 0&.% -R.*6#% B2,2% K20%

`t2*8.,a%*6%'.6)"2+.'%+#%0&.%B*,34*)03"."f%A("%0&.%B2-R!%6*B/$.6=%(,.%5($3B.%(4%26(/"(/*,($%_*6%*''.'%0(%

0&.%3//."%/&*6.=% 6*B/$.6%_.".% 5("0.7.'% *,'% 0&.,% ).,0"2438.'% *0% <>=WWW% "/B% 4("% GW%B2,30.6% *0% Ip@f% ;.$$.06%

_.".% _*6&.'% _20&% (,.% 5($3B.% (4% .0&*,($% UWq% *,'% ).,0"2438.'% <D% B2,30.6% *0% <>=WWW% "/B% 4("% *,(0&."% GW%

B2,30.6%*0%Ip@f%;.$$.06%_.".%*2"1%'"2.'%*0%"((B%0.B/."*03".%4("%*%4._%B2,30.6f%XR!6.%Q%`-R!6.1A"..%XR!6.%6.0=%

t2*8.,a%0".*0B.,0%*0%GUp@%4("%<D%B2,30.6%_*6%/."4("B.'f%A2,*$$#=%0(0*$%-R!%_.".%'266($5.'%2,%60."2$.%_*0."f%

'
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@%$$'@-$#-+%'016'7)%="70$.G%Y3B*,%&./*0()*")2,(B*%Y./[>%).$$6% `!C@@%uYF1eWNDa%_.".%)3$03".'
%
*6%

'.6)"2+.'% /".52(36$#% `<Naf% C&.% '*#% +.4(".% 0".*0B.,0% _20&% C@XX=% 0&.% ).$$6% _.".% )3$03".'% 2,% XJSJ%_20&(30%

/&.,($%".'%*,'%63//$.B.,0.'%_20&%Gq%)&*")(*$10".*0.'%`'.60."(2'2L.'a%4.0*$%)*$4%6."3Bf%@.$$6%_.".%B*2,0*2,.'%

2,%0&26%B.'23B%'3"2,8%0&.%.7/."2B.,06f%C#/2)*$$#=%0&.%).$$6%_.".%0".*0.'%("%,(0%_20&%>D%,J%C@XXf%

%

?I,'%F#+07#"*1' J+*=' 7%$$' 7-$#-+%.G% C(0*$% -R!%_.".% .70"*)0.'% 362,8% 0&.%-R.*6#%B2,2% K20% `t2*8.,a% *6%

/".52(36$#%'.6)"2+.'%`<Naf%%

%

?%4%+.%' #+01.7+"2#"*1' 016' K-01#"#0#"4%' ?!LM@?' *J' =?I,G% -.5."6.% 0"*,6)"2/02(,% _*6% /."4("B.'% (,
%

-R!%6*B/$.6%`<%j8a%362,8%0&.%)XR!%Y28&1@*/*)20#%!")&25.
%
K20%4"(B%!//$2.'%F2(6#60.B6%`@(3"0*+(.34=%A"*,).a%2,%

*% DW% jE142,*$
%
".*)02(,% 5($3B.% *))("'2,8% 0(% 0&.% B*,34*)03"."v6

%
2,60"3)02(,6f% 9/.)242)% ($28(,3)$.(02'.6% _.".%

'.628,.'% 362,8
%
0&.% cEQ[c% S7/$("."% 6(40_*".% `J($.)3$*"% F2($(8#% Q,628&06=% Q,)f=

%
@*6)*'.=% @caf% [.,.% 6/.)242)%

/"2B."6%36.'%4("%".*$%02B.%;@-%_.".g%%

)*+,g%4("_*"'%D]1![[!@[![![@!CCC!@![!![1G]%*,'%".5."6.%D]1[!![[![[!@!@![!C1G]%

)--,.g%4("_*"'%D]1@[C![![C@![@![!!@CC[[1G]%*,'%".5."6.%D]1@[[C[C[[C![[!CCC![[C@1G]%

)-/012!"3g%%4("_*"'%D]1[[C@C[[@[!@!CC![C[[1G]%*,'%".5."6.%D]1%[[[C!![![[CC[CCCC@@[1G]%

)-%//045"6'7856&0/8+03g%%4("_*"'%D]1C@!C@[C[[@CC@C@C[1G]%*,'%".5."6.%D]1%@[CC[![C@@[C@CCC[1G]%

)-9:3*3g%4("_*"'%D]1!C[![CCC[[[[![[CC!@C[1G]%%*,'%".5."6.%D]1!!C[![[@C[C@C[C[!C[C@1G]%

);6<02+5(!"g%%4("_*"'%D]1[[@C[[!@@[![![![CC!@1%G]%*,'%".5."6.%D]1[[@!@CC[!@@@C[!C!@[1G]%

)=>:3g%%4("_*"'%D]1[!@![@!!@![[[!@!!C[%1G]%*,'%".5."6.%D]1%[@[!![!![@@![![C!![[%1G]%

)?*:@Ag%%4("_*"'%D]1[C[[!@@C@!C[[@@C!@!C1G]%*,'%".5."6.%D]1%C[C[![[[![!C[@C@![C[1G]%

)&B3C5'0g%%4("_*"'%D]1[@@!@@CCCC[!@![C[!C[1G]%*,'%".5."6.%D]1C@C@@!@![@@!@!!C[![%1G]%

)D-:3g%%4("_*"'%D]1![[C@@@C[C@!C[@CC@C[1G]%*,'%".5."6.%D]1[@C[@C[[C[!C@@C@CC[C1G]%

)DD:Eg%%4("_*"'%D]1C[[@!C@[@C@![!C@@[C[1G]%*,'%".5."6.%D]1[![@C@![[@@![!!C[C[[1G]%

)DD:Fg%%4("_*"'%D]1@!CC@[@[C[[!C!![[![C1G]%*,'%".5."6.%D]1@!@C[@![[![[C@[C![[C1G]%

),0G?,:3g%4("_*"'%D]1@!!![[!C[[C[[!CC@C[1G]%*,'%".5."6.%D]1C@C@[C@C@C[@C[!C[![1G]%

)>"0!3g%%4("_*"'%D]1[CC[[![@[[C@![@!!!![1G]%*,'%".5."6.%D]1[C@C[@!@[!@@C[C[[!!![1G]%

)>"0!Eg%%4("_*"'%D]1@@CCC@C@CC[@@@C@!@C[1G]%*,'%".5."6.%D]1!@![@![@@![!@C@@C@!C1G]%

)HI=0/8+0g%%4("_*"'%D]1[[[[[@CC@@![!!@C@1G]%*,'%".5."6.%D]1[[[@C!@![[@CC[C@!@1G]%
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)J!)5"'!"g%%4("_*"'%D]1@@@C[!!@@C[![![!!!@1G]%*,'%".5."6.%D]1!C@[C[!C[@C[![!![C@1G]%

+>"0!Eg%4("_*"'%D]1@C@@@@@[C[C[![CC@C!!1G]%*,'%".5."6.%D]1![@C!@@@!!C[[@@C@C@C1G]b%%

+,:B3K*g%%4("_*"'%D]1@@C[[![[![!![![[!!![![!1G]%*,'%".5."6.%D]1[![[!@@C@C[C[C!CCC[C@!!1G]f%

c$28(,3)$.(02'.6%_.".%(+0*2,.'% 4"(B%S3"(8.,0.)% `E.6%T$26=
%
A"*,).af%t3*,020*025.

%
-C1;@-%B.*63".B.,06%_.".%

/."4("B.'%(,%*,%!FQ%;"26B%U^WW%9.\3.,).
%
X.0.)0("%6#60.B%`!//$2.'%F2(6#60.B6a%*6%'.6)"2+.'%+#%F32%.0%*$%`<Naf%

C&.% ".$*025.%B-R!% $.5.$6%_.".%.602B*0.'%362,8% 0&.%'.$0*1'.$0*%@0%B.0&('%_20&%-;E<G!%*6% 0&.% ".4.".,).% 4("%

&3B*,%6*B/$.6%*,'%[!;XY%4("%0&.%B(36.%6*B/$.6f%%

%

' ?%4%+.%' #+01.7+"2#"*1' 016' K-01#"#0#"4%' ?!LM@?' *J'="?I,G'-.5."6.% 0"*,6)"2/02(,% *,'% \-C1;@-%_.".%

/."4("B.'%362,8%0&.%R@('.%B2-R!%A2"60190"*,'%)XR!%6#,0&.626%*,'%\-C1;@-%K206%`Q,520"(8.,af%9/.)242)%4("_*"'%

B2-R!%/"2B."6%_.".% '.628,.'% *))("'2,8% 0(% 0&.%B*,34*)03"."v6% 2,60"3)02(,% 4("% 0&.%B2-R!%>WW% 4*B2$#f% C&.6.%

/"2B."6%_.".g%

B2>WW*g% D]1C!!@!@C[C@C[[C!!@[!C[C1G]b% B2>WW+g% D]1C!!C!@C[@@C[[C!!C[!C[1G]%b% B2>WW)g%

D]C!!C!@C[@@[[[C!!C[!C[[!1G]%b% B2<I<g% % D]1C!!@!@C[C@C[[C!!![!C[[1G]%b% B2I>^g% D]1

C!!C!@C[C@C[[C!!!!@@[C1G]f% t3*,020*025.
%
-C1;@-%B.*63".B.,06%_.".% /."4("B.'% (,% *,% !FQ% ;"26B% U^WW%

9.\3.,).
%
X.0.)0("%6#60.B%`!//$2.'%F2(6#60.B6a%*6%'.6)"2+.'%+#%F32%.0%*$%`<Naf%

%

M+*#%"1'%F#+07#"*1'016'"==-1*3$*##"19G'A("0#%B8%4"(B%.*)&%02663.%_.".%.70"*)0.'%_20&%<f>%BE%(4%C1

;S-w% `Q,520"(8.,a% )(,0*2,2,8% /"(0.*6.% *,'% /&(6/&*0*6.% 2,&2+20("% )()K0*2$6% `928B*a% *,'% G% 03,860.,% +.*'6%

`t2*8.,a%0(%)"36&%.*)&%6*B/$.%`G%B2,30.6=%>D%Y."0Laf%C(0*$%/"(0.2,6%`<W%j8a%_.".%6./*"*0.'%+#%9X9x;![S%*,'%

0"*,64."".'%(,0(%,20"().$$3$(6.%Y#+(,'%@1.70"*%B.B+"*,.6% `[S%Y.*$0&)*".af%F$(06%_.".%/"(+.'%_20&%/"2B*"#%

*,02+('2.6% ".)(8,2L2,8% &3B*,% 9$38% `@.$$% 928,*$2,8=% ^DeD=% '2$302(,% <gDWWa=% B(36.% 9,*2<% `!+)*B=% *+^D^G<=%

'2$302(,% <g<WWWNE% B(36.% S1)*'&."2,% `@.$$% 928,*$2,8=% IWND=% '2$302(,% <g>WWWa=% B(36.% s2B.,02,% `928B*=% sINGW=%

'2$302(,%<g<WWWWa=%B(36.%A9;<%`!+)*B=*+>U^DU=%'2$302(,%<g<WWWa=%B(36.%*)02,%`!+)*B=%*+GUWNG=%<g<WWWWa%("%

&3B*,% *)02,% `!+)*B=% *+GUWNG=% <g<WWWWaf% QBB3,(/(62025.% +*,'6% _.".% 5263*$2L.'% (,% O1"*#% 42$B6% 362,8% *,%

*$K*$2,.% /&(6/&*0*6.1$2,K.'% 6.)(,'*"#% *,02+('#% `!//$2.'% F2(6#60.B6=% C><^<% ("% C><^>=% <g<WWWWa% *,'% *,%

.,&*,).'% )&.B2$3B2,.6).,).% 6#60.B% @X;190*"w% `!//$2.'% F2(6#60.B6af% t3*,0242)*02(,% _*6% /."4("B.'% _20&%

QB*8.H%`&00/gkk"6+f2,4(f,2&f8(5k2Mkaf%

%
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% /%$0#"1' OB=*9+02)BG' ;"(0.2,6% _.".% .70"*)0.'% 4"(B% 0&.% 02663.6% *6% '.6)"2+.'% 4("% 2BB3,(+$(002,8=%

.7)./0%0&*0%/"(0.*6.% 2,&2+20("6%_.".%(B200.'f%9*B/$.6%`<W%j8a%_.".%.$.)0"(/&(".6.'%(,%*%<%B8kB$%[.$*02,.1

*)"#$*B2'.19X9%8.$%`<Naf%C&.%8.$%_*6%0&.,%2,)3+*0.'%*0%GUp@%(5.",28&0%2,%*,%2,)3+*02(,%+344."%`DWBJ%C"261Y@$%

/YUfI=%DBJ%@*@$>=%WfW>q%R*RG=%<jJ%m,@$>=%WfW<Dq%F"2M%GD=%>fDq%C"20(,%O<WWaf%!40."%0&.%2,)3+*02(,=%0&.%8.$%_*6%

60*2,.'%_20&%@((B*662.%+$3.%4("%<%&(3"%*,'%'.60*2,.'%_20&%<Wq%!).02)%*)2'=%IWq%B.0&*,($%4("%<%&(3"%*0%"((B%

0.B/."*03".% *,'% 0&.,% _20&% <Wq% *).02)% *)2'=% Dq% B.0&*,($% 4("% *,% *''202(,*$% &(3"f% !% )$.*"% L(,.% (4% 8.$*02,%

'28.602(,% 6&(_.'% 0&.% B*0"27% B.0*$$(1/"(0.*6.% *)02520#f% A2,*$$#=% 0&.% 8.$% _*6% 6)*,,.'=% 362,8% *% @*,(6)*,% E2'.%

DWWAf%

%

% PQD(,' 7B#*;"1%' 0..0BG' ;"(0.2,6% _.".% .70"*)0.'% 4"(B% 0&.% $25."6% *,'% /"./*".'% *))("'2,8% 0(% 0&.%

B*,34*)03"."]6%/"(0()($%`;"()*"0*%)#0(K2,.%*66*#6=%;*,(B2)6=%!44#B.0"27af%S\3*$%*B(3,06%(4%0(0*$%/"(0.2,6%`<W%

j8a%_.".%B27.'%_20&%*,02+('#1)(,M38*0.'%+.*'6%4("%GW%B2,30.6b%*%'.0.)02(,%*,02+('#%_*6%*''.'%4("%*,(0&."%

GW%B2,30.6=%0&.,%90"./0*52'2,1;&#)(."#0&"2,.%`;Sa%4("%GW%B2,30.6f%A2,*$$#=%362,8%*%E3B2,.7%2,60"3B.,0%`E3B2,.7%

>WW%C(0*$%9#60.B=%;$*0.*3%0.)&,2\3.%'.%+2()&2B2.%.0%'.%J:0*+($26B.=%@.,0".%'.6%@("'.$2."6a=%_.%B.*63".'%0&.%

\3*,020#%(4%,2,.%'244.".,0%)#0(K2,.6%*,'%)&.B(K2,.6f%%

%

@)+*=0#"1' D==-1*2+%7"2"#0#"*1' 0..0BG% Y./[>% ).$$6% _.".% 6..'.'% 2,0(% <DW1BB1'2*B.0."% '26&.6%

`*//"(72B*0.$#%>W7<W
N
%).$$6%/."%'26&a%Ie&%+.4(".%+.2,8%0".*0.'%("%,(0%_20&%>D%,J%C@XX%4("%<D=%ID%("%UD%B2,f%

C&.%).$$6%_.".%0&.,%/"().66.'%4("%0&.%@&Q;%*66*#%*6%/".52(36$#%'.6)"2+.'%`<Naf%C&.%O-S%620.%26%$()*0.'%+.0_..,%1

>Ie%*,'% 1>IG%+/%+30% 20%_*6% 2B/(662+$.% 0(%'.628,%/"2B."6=%_&2)&%.,)(B/*66% 0&.%O-Sb% 0&.".4(".=%_.%'.628,.'%

0_(%'244.".,0%)(,60"3)06%)$(6.%0(%0&.%O-S%".82(,%0(%/."4("B%0&.%@&Q;%.7/."2B.,06f%@&Q;%XR!%_*6%*,*$#L.'%+#%

\3*,020*025.%;@-%362,8%6/.)242)%/"2B."6%)(5."2,8%0&.%6.\3.,).6%+.0_..,%RSTU'32'016'VW'32%(4%0&.%&3B*,%9$38%

/"(B(0."% ".82(,=% $()*0.'%'(_,60".*B%(4% 0&.%O-S% `4("_*"'%/"2B."g% D]1C@!@@[![@[![[CC!@1G]% *,'% ".5."6.%

/"2B."%D]1!!@C[![@@@[CCCC[[1G]a%*,'%0&.%".82(,%+.0_..,%RXUY'32'016'RWZ'32%(4%0&.%&3B*,%9$38%/"(B(0."%

".82(,% M360% *40."% 0&.% O-S% `4("_*"'% /"2B."g% D]1!!!@![@@@!CCCC[!!@@1G]% *,'% ".5."6.% /"2B."% D]1%

[[@C!![[!CC@![@![@!!%1G]af%%

'

(#0#".#"70$' 010$B.".G' % C&.% ".63$06% *".% .7/".66.'% *6% 0&.% B.*,% y% 60*,'*"'% '.52*02(,% (4% *0% $.*60% 0&"..%

'244.".,0%.7/."2B.,06f%X244.".,).6%+.0_..,%8"(3/6%_.".%*,*$#L.'%+#%T%J*,,1n&20,.#]6%0.60%`,(,1/*"*B.0"2)%
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)(B/*"26(,%(4%>% 2,'./.,'.,0%6."2.6a%("%Y%z"36K*$1n*$$26]6%0.60% `,(,1/*"*B.0"2)%)(B/*"26(,%(4%K% 2,'./.,'.,0%

6."2.6af%!%/15*$3.%{%WfWD%_*6%)(,62'.".'%*6%60*02602)*$$#%628,242)*,0f%
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?%.-$#.%

!@[['.#"=-$0#%.'$"4%+'J"3+*.".G''

92,).% 6.5."*$% ./2'.B2($(82)*$% 603'2.6% 6388.60% 0&*0% .,52"(,B.,0*$% 4*)0("6% 2,)$3'2,8% )28*".00.% 6B(K.%

B28&0%.,&*,).%42+"(626=%_.%0".*0.'%B2).%4("%*%6&("0%/."2('%(4%.7/(63".%`>%_..K6a%_20&%C@XX%`<% 2,M.)02(,%/."%

_..Ka=% *,% .,52"(,B.,0*$% /($$30*,0% *,'% *% $28*,'% (4% 0&.% !"#$% &#'"()*"+(,% -.)./0("% `!&-a% *,'%B.*63".'% 0&.%

.7/".662(,% (4% 0_(% 42+"(626%B*"K."6% 2,% 0&.% $25."% `)($$*8.,% <*<=% *$/&*16B((0&%B36)$.% *)02,af% @($$*8.,% <r<% 26% *%

B*0"27%)(B/(,.,0%_&2)&% 26% 2,)".*6.'% 2,%6.5."*$%/*0&($(82)*$%)(,'202(,6=% 2,)$3'2,8% 42+"(626%*,'%)*,)."% `>=%GIaf%

t3*,020*025.%-C1;@-%6&(_.'%2,)".*6.'%$.5.$6%(4%+(0&%B*"K."6%`A283".%<!af%n.%,.70%.7*B2,.'%0&.%$25."%&260($(8#%

(4%0&.6.%B2).%*,'%(+6."5.'%*,%2,)".*6.'%).$$3$*"%2,42$0"*02(,%*0%0&.%/."2/&."#%(4%0&.%/("0*$%5.2,6%`A283".%<Fa%+30%

_20&(30% 628,242)*,0% 628,6% (4% 42+"(626% '.6/20.% 0&.% *66()2*0.'% 2,)".*6.% 2,% .7/".662(,% (4% 42+"(02)% B*"K."6% 8.,.6f%

C&.".4(".=%_.%2,5.6028*0.'%_&.0&."%0&.%2,)".*6.'%.7/".662(,%(4%0&.%42+"(02)%B*"K."%8.,.6%)(3$'%$.*'%0(%42+"(626%

*40."% $(,8."% /."2('6% (4% .7/(63".f%t3*,020*025.%-C1;@-%(4% $25."%B-R!% 6&(_.'% $.5.$6% (4% +(0&% 42+"(626%B*"K."6%

8".*0."% 0&*,% 0&*0%(+6."5.'%<I%'*#6%*40."% 0".*0B.,0%_20&% 0_(%'(6.6%(4%C@XX% `A283".%<!af% C".*0B.,0%_20&%>D%

j8kK8k_..K%C@XX%4("%D%_..K6%`2,M.)02(,6%(,%'*#6%W=%U=%<I=%><=%*,'%>ea%$.*'%0(%*%B("/&($(82)*$%)&*,8.%(4%0&.%

$25."% 63"4*).% `$(66%(4% )($("=%8"*,3$*"% 63"4*).%*,'%/".6.,).%(4%_&20.%'(06af%!0% 0&.% 02663.% $.5.$=%C@XX% 2,)".*6.'%

+(0&%*$/&*16B((0&%B36)$.%*)02,%*,'%)($$*8.,% 2,% $25."% 6$2).6%*,'% $.'% 0(%&260($(82)*$% 4.*03".6%.5()*025.%(4% $25."%

42+"(626%`A283".6%<Fa=%2,'2)*02,8%0&*0%63+)&"(,2)%.7/(63".%0(%C@XX%602B3$*0.'%42+"(626f%%

%

!@[['.#"=-$0#%.'$"4%+'"1J$0==0#"*1G''

92,).% _.% (+6."5.'% *,% 2,)".*6.'% ).$$3$*"% 2,42$0"*02(,% *0% 0&.% /."2/&."#% (4% 0&.% 5.2,6% 3/(,% >% _..K6% (4%

0".*0B.,0%_20&% C@XX% `A283".% <Fa=% _.% *$6(%B.*63".'% 0&.% $25."% .7/".662(,% (4% 6.5."*$% 2,4$*BB*0("#% )#0(K2,.6%

_&2)&% 602B3$*0.% 42+"(626% `GDaf% !40."% (,$#% 0_(%_..K6% (4% 0".*0B.,0=% &B3βL#D-:3# 0"2# HI=α=%_.".% 2,)".*6.'% +#%

0".*0B.,0%_20&%C@XX%`<W1=%<<1%*,'%<>14($'=%".6/.)025.$#=%A283".%>!af%Q,%*''202(,=%0&.%*B(3,06%(4%QE<l%*,'%J@;<%

/"(0.2,6%_.".% 2,)".*6.'%`G14($'%*,'%^14($'=% ".6/.)025.$#%A283".%>Faf%n.%*$6(%\3*,0242.'%0&.% $.5.$%(4%A2+"(+$*60%

9/.)242)%;"(0.2,%<%`A9;<a%`GNa=%_&2)&%26%*%B*"K."%(4%*)025*0.'%42+"(+$*606%`GUaf%Q,%0&.%nC%B2).=%$25."%=>:3%B-R!%

$.5.$6%_.".% 2,)".*6.'% `I14($'a% <I%'*#6% *40."% 0".*0B.,0%_20&% C@XX% `A283".%G!af% Q,%/*"*$$.$=% 0&.".%_*6% *% >14($'%

2,)".*6.% (4% 0&.% A9;<% /"(0.2,% `A283".% GFaf% A3"0&."=% _.% 4(3,'% 0&*0=% 4($$(_2,8% C@XX% 0".*0B.,0=% 0&.".% _*6% *,%

2,)".*6.%2,%0&.%.7/".662(,%(4%C[Al%`NfG%4($'a=%*,%2,'3)."%(4%42+"(626=%*6%_.$$%*6%2,%(,.%(4%206%0*"8.0%8.,.6=%M;NE%

`Ife%4($'a%`A283".%I!af%-.).,0$#=%20%&*6%+..,%6&(_,%0&*0%C[Al%2,&2+206%0&.%.7/".662(,%(4%6.5."*$%B.B+."6%(4%0&.%
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B2)"(-R!%>WW%4*B2$#f%C&.6.%B2-R!%*".%)"202)*$%2,&2+20("#%".83$*0("6%(4%M;NE#.7/".662(,f%C&36=%_.%B.*63".'%0&.%

.7/".662(,%$.5.$%(4%0&.%425.%B.B+."6%(4%0&.%B2->WW%4*B2$#%`>WW*=%>WW+=%>WW)=%<I<=%I>^a%2,%0&.%$25."6%(4%0".*0.'%

*,'% 3,0".*0.'%B2).f% C&.%B2-R!% >WW*% $.5.$%_*6% 628,242)*,0$#% *,'% 6/.)242)*$$#% ".'3).'% `D<qa% 2,% C@XX10".*0.'%

B2).=%A283".%IFaf%%

A2,*$$#=%6.5."*$%42+"(626%*,'%2,4$*BB*0("#%B*"K."6%_.".%\3*,0242.'%+#%-C1;@-%*40."%N%_..K6%(4%.7/(63".%

0(% C@XX%*,'%_.".% 6&(_,% 0(%+.% 2,'3).'%+#% 0&26% ".82B.,% `C*+$.% <af% Q,% 6.5."*$% )*6.6=% 0&.% 2,'3)02(,% $.5.$%_*6%

&28&."%0&*,%2,%0&.%>1_..K6%02B.%/(2,0f%%

C&.6.% ".63$06% 60"(,8$#% 6388.60% 0&*0% .7/(63".% 0(% C@XX% 2,'3).6% +(0&% $25."% 2,4$*BB*02(,% *,'% 42+"(626%

B($.)3$*"%B*"K."6f%%

%

P2"#)%$"0$'016'=%.%17)B=0$'=0+;%+.'0+%'+%9-$0#%6'3B'!@[['!"#$!$%G''

-.).,0%603'2.6%*$6(%6&(_.'%0&*0%*%628,242)*,0%,3B+."%(4%42+"(+$*606%B28&0%+.%'."25.'%4"(B%&./*0()#0.6%

2,%*'5*,).'%60*8.6%(4%42+"(626%6388.602,8%*,%./20&.$2*$%B.6.,)&#B*$%0"*,6202(,%`SJCa%`Daf%C&.%SJC%26%)3"".,0$#%

+.$2.5.'%0(%+.%*%K.#%.5.,0%2,%'.5.$(/B.,0*$%/"().66.6%*,'%03B("%/"(8".662(,f%C&.%0"*,6202(,%26%)&*"*)0."2L.'%

+#% 0&.% $(66% (4% 0&.% .7/".662(,% (4% ./20&.$2*$% B*"K."6=% 2,)$3'2,8% *'&.62(,% /"(0.2,6% 63)&% *6% S1@*'&."2,=% _&2)&=%

3$02B*0.$#=% $.*'6% 0(% ).$$% B28"*02(,% *,'% 0&.% 8.,."*02(,% (4% ,._% *'&.62(,% /"(42$.6% 4($$(_2,8% 0&.% 2,'3)02(,% (4%

B.6.,)&#B*$% B*"K."6f% 9.5."*$% 0"*,6)"2/02(,% 4*)0("6% &*5.% +..,% 2'.,0242.'% *6% )"202)*$% ".83$*0("6% (4% 0&.% SJC%

2,)$3'2,8%0&.%/"(0.2,6%(4%0&.%9,*2$%4*B2$#%`Ge=%G^af%C&.6.%/"(0.2,6%+2,'%0(%0&.%S1@*'&."2,%/"(B(0."%*,'%*)0%*6%

0"*,6)"2/02(,*$%"./".66("6%`IWaf%Q,%*''202(,%0(%S1)*'&."2,=%6.5."*$%B.B+."6%(4%0&.%)$*3'2,%4*B2$#%*".%*$6(%'(_,1

".83$*0.'%+#%9,*2$%4*B2$#%B.B+."6%`Ge=%I<=%I>af%Q,%)(,0"*60=%0&.%0"*,6)"2/02(,%(4%B.6.,)&#B*$%B*"K."6=%63)&%*6%

52B.,02,=%*6%_.$$%*6%K.#%*)0("6%2,5($5.'%2,%0&.%2,5*62(,%/"().66=%63)&%*6%B*0"27%B.0*$$(/"(0.*6.6%("%JJ;6=%*".%

0"*,6)"2/02(,*$$#%*)025*0.'f%%

n.%603'2.'%0&.%.7/".662(,%(4%./20&.$2*$%*,'%B.6.,)&#B*$%B*"K."6%2,%0&.%$25."6%(4%>1_..K610".*0.'%B2).f%

C&.%$.5.$6%(4%B-R!%(4%0_(%B.B+."6%(4%0&.%9,*2$%4*B2$#=%)>"0!3%*,'%)>"0!E=%_.".%628,242)*,0$#%2,)".*6.'%`NfD%

*,'% >fW% 4($'% ".6/.)025.$#=% A283".% D!=% $.40a% _&.".*6% 0&.% $.5.$6% (4% B-R!% (4% 0&.2"% 0*"8.06=% );6<02+5(!"% *,'%

)-/012!"3=%_.".%628,242)*,0$#%'.)".*6.'%`DWq%*,'%eWq%".6/.)025.$#=%A283".%DF=%$.40af%Q,%/*"*$$.$=%0&.%*B(3,0%(4%

B9,*2<% /"(0.2,%_*6% 2,)".*6.'% *//"(72B*0.$#% <fN% 4($'% *40."% C@XX% 0".*0B.,0% *6% )(B/*".'% 0(% 3,0".*0.'%B2).%

`A283".%D!=%"28&0a%_&.".*6%*%>14($'%'.)".*6.%2,%0&.%BS1)*'&."2,%/"(0.2,%$.5.$%_*6%(+6."5.'%`A283".%DF=%"28&0af''
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n.% ,.70% 603'2.'% 0&.% .44.)0% (4% C@XX% (,%B.6.,)&#B*$%B*"K."6f% C&.%B*0"27%B.0*$$(/"(0.*6.6% >% *,'% ^%

`JJ;1>% *,'%JJ;1^a=% 0_(% 8.$*02,*6.6=% *".% 2,5($5.'% 2,% 0&.% '.8"*'*02(,% *,'% ".B('.$2,8% (4% 0&.% .70"*).$$3$*"%

B*0"27% `IGaf% C&.% $.5.$6% (4% +(0&%DD:6E% *,'%DD:6F% B-R!% 2,)".*6.'% D1% *,'% e14($'=% ".6/.)025.$#=% 4($$(_2,8%

0".*0B.,0%_20&%C@XX%`A283".%N!=%$.40af%n.%B.*63".'%0&.%*)02520#%(4%0&.6.%.,L#B.6%+#%8.$*02,.%L#B(8"*/&#%*,'%

4(3,'%0&*0%0&.%*)025202.6%(4%+(0&%.,L#B.6%_.".%.,&*,).'%`>1%*,'%I14($'=%".6/.)025.$#a%4($$(_2,8%0".*0B.,0%_20&%

C@XX%`A283".%N!=%"28&0af%s2B.,02,%26%*%B.B+."%(4%0&.%2,0."B.'2*0.%42$*B.,0%4*B2$#%(4%/"(0.2,6=%_&2)&%/$*#6%*,%

2B/("0*,0%"($.%2,%0&.%60"3)03".%(4%)(,,.)025.%02663.6%`IIa%*,'%_&2)&%26%&28&$#%.7/".66.'%2,%B.6.,)&#B*$%).$$6f%

n.%(+6."5.'%*,% 2,)".*6.% 2,% 0&.% $.5.$%(4% 52B.,02,%B-R!% `N14($'% 2,)".*6.=% A283".%NF=% $.40a% *,'%/"(0.2,% `>14($'%

2,)".*6.=%A283".%NF=%"28&0a%2,%0&.%$25."6%(4%0&.%C@XX10".*0.'%*,2B*$6%*6%)(B/*".'%0(%0&.%3,0".*0.'%(,.6f%%

C*K.,% 0(8.0&."=% 0&.6.% '*0*% )$.*"$#% '.B(,60"*0.% 0&*0% '2(72,% 3/1".83$*0.6% 2,% 525(% 0&.% .7/".662(,% (4%

B.6.,)&#B*$%B*"K."6%*,'%'(_,1".83$*0.6%./20&.$2*$%B*"K."6f%

%

!@[['.#"=-$0#%.'(10"S'%F2+%.."*1'#)+*-9)'07#"40#"*1'*J'#)%',)?'"1'3*#)'=*-.%'$"4%+'<')-=01')%20#"7'7%$$.G''

Q,%("'."%0(%8*2,%B.)&*,2602)%2,628&0%2,0(%0&.%.44.)0%(4%'2(72,%(,%0&.%42+"(626%8.,.%.7/".662(,%/"(42$.=%_.%

)*""2.'%(30% 2,% 520"(% 603'2.6f% 92,).%_.%/".52(36$#% 6&(_.'% 0&*0% 0".*0B.,0% (4% 0&.%&3B*,%&./*0()*")2,(B*% ).$$%

$2,.=%Y./[>=%_20&%C@XX%$.*'6%0(%*%'.)".*6.%(4%S1@*'&."2,%.7/".662(,=%_.%2,5.6028*0.'%_&.0&."%B.B+."6%(4%0&.%

9,*2$%4*B2$#=%_.".%*$6(%".83$*0.'%2,%0&26%).$$% $2,.f%n.%6&(_.'%0&*0=% 2,%0&26%).$$% $2,.=%0&.%.7/".662(,%(4%+>"0!E% 26%

3/1".83$*0.'%+#%C@XX=% 2,%*8"..B.,0%_20&% 0&.%(+6."5*02(,6%(4% QK30*%5'#0/% 2,% 0&.%&3B*,%K."*02,()#0.%).$$% $2,.%

Y*@!C% `IDaf%!%'(6.1".6/(,6.%*,*$#626% 6&(_.'%0&*0=%Ie&% 4($$(_2,8% 0".*0B.,0=%+(0&%+>"0!E%B-R!%*,'%/"(0.2,%

2,)".*6.'%*6%*%43,)02(,%(4%0&.%C@XX%)(,).,0"*02(,%*,'%0&*0%0&26%2,)".*6.%_*6%B*72B*$%*0%<WW%,J%`A283".%U!af%

A($$(_2,8% 0".*0B.,0% (4% ).$$6%_20&% >D% ,J% C@XX=% 0&.% $.5.$6% (4% +(0&%+>"0!E%B-R!% *,'% /"(0.2,% 2,)".*6.'% *6% *%

43,)02(,%(4%02B.%`A283".%UFaf%%n.%)*""2.'%(30%@&Q;%.7/."2B.,06%2,%0&.%+>"0!E%/"(B(0."%".82(,=%_&2)&%)(,0*2,6%

/30*025.% O-S6=% 2,% ("'."% 0(% /"(5.% 0&*0% +>"0!E% _*6% *% '2".)0% 0"*,6)"2/02(,*$% 0*"8.0% (4% 0&.% !&-f% !&-% +2,'2,8%

628,242)*,0$#%2,)".*6.'%<D%*,'%ID%B2,30.6%*40."%0".*0B.,0%_20&%C@XX%`A283".%U@af%C&26%6388.606%0&*0%0&.%!&-%26%

'2".)0$#%2,5($5.'%2,%0&.%".83$*02(,%(4%+>"0!E%2,%0&.%Y./[>%!"#$!'(%%B('.$O%%

C*K.,% 0(8.0&."=% 0&.6.% ".63$06%'.B(,60"*0.% 0&*0=% 4($$(_2,8%*)025*02(,%+#% 206% $28*,'% `C@XXa=% 0&.%!&-%3/1

".83$*0.6% 0&.% .7/".662(,% (4% 9,*2>% +(0&% 2,% 0&.% Y./[>% !"# $!'(%% B('.$% *,'% 2,% *% B(36.% !"# $!$%% B('.$f
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[".7-.."*1'

S,52"(,B.,0*$%/($$30*,06%&*5.%+..,%2B/$2)*0.'%2,%$25."%)*")2,(8.,.626=%$25."%0(72)20#=%$25."%60.*0(626%*,'%

2,%0&.%*$0."*02(,%(4%$25."%43,)02(,6%2,)$3'2,8%B.0*+($2)%/*0&_*#6%`INaf%E200$.%26%K,(_,%*+(30%0&.2"%.44.)06%(,%$25."%

42+"(626% '.6/20.% 0&.% /3+$2)% &.*$0&% ".$.5*,).% (4% 0&26% )(,'202(,f% Q,% 4*)0=% 20% 26% *663B.'% 0&*0% )&.B2)*$$#1.$2)20.'%

)&"(,2)% $25."% 0(72)20#%_2$$% .5.,03*$$#% $.*'% 0(% 42+"(626f%!,%*$0.",*025.%/(662+2$20#% 26% 0&*0% )&.B2)*$6% )(3$'%'2".)0$#%

*)025*0.%0&.%+2($(82)*$%/*0&_*#6%0&*0%("2.,0%$25."%).$$6%0(_*"'6%0&.%42+"(02)%60*0.f%C&.%/".6.,0%603'2.6%*00.B/0%0(%

*''".66%0&.6.%2663.6f%%

Q,%0&.%B(36.%$25."=%'2(72,%3/1".83$*0.6%0&.%.7/".662(,%(4%0&.%42+"(626%B*"K."6%@($$<r<=%*$/&*19J!=%*,'%

(4% 0&.% 2,4$*BB*0("#% B*"K."6% QE1<|=% CRAr% *,'%J@;<% _&2)&=% .5.,03*$$#=% 26% *))(B/*,2.'% +#% *% '"*B*02)% $25."%

42+"(02)% /&.,(0#/.% (+6."5.'% D% _..K6% *40."% _..K$#% 0".*0B.,06f% C&.6.% '*0*% )$.*"$#% 6388.60% 0&*0% 6360*2,.'%

.7/(63".%0(%C@XX%$.*'6%0(%0&.%'.5.$(/B.,0%(4%&./*02)%42+"(626% 2,%B2).%*,'%0&*0%0&26% 26%/"(+*+$#%B.'2*0.'%+#%

0&.%!&-% 62,).% 0&26% ".)./0("% 26% 0&.%(,$#% K,(_,% 0*"8.0%(4%'2(72,f% Q,% 4*)0=% 62B2$*"% 603'2.6% )*""2.'% 2,%!&-1k1%B2).%

6&(_.'%,(%.44.)0%(4%C@XX%`'*0*%,(0%6&(_,af%n.%636/.)0%0&*0%(0&."%!&-%$28*,'6%)(3$'% $.*'%0(%62B2$*"%.44.)06f%

92,).%)28*".00.%6B(K.%)(,0*2,6%6.5."*$%!&-%$28*,'6=%0&.%B.)&*,26B%_.%&*5.%3,)(5.".'%&.".%)(3$'%*))(3,0%*0%

$.*60%/*"02*$$#%4("%0&.%_.$$1.60*+$26&.'%$25."%.44.)0%(4%)28*".00.%6B(K.f%

9.5."*$% 603'2.6%&*5.%'.B(,60"*0.'% 0&.%/".'(B2,*,0% "($.%(4% 60.$$*0.%).$$6% 2,% 42+"(626%/"(8".662(,% `IU1

I^af%Q,%0&.%/".6.,0%603'#=%_.%6&(_%0&*0%2,4$*BB*0("#%B*"K."6%_.".%*)025*0.'%+#%C@XX%*,'%0&*0%A9;<=%*%B*"K."%

(4% 42+"(+$*606% _*6% *$6(% 3/1".83$*0.'f% Y(_.5."=% B(".% ".).,0% 2,5.6028*02(,6% &*5.% 6388.60.'% 0&*0% *'3$0%

&./*0()#0.6%B28&0%*$6(%+.%2,5($5.'%2,%0&.%.60*+$26&B.,0%(4%42+"(+$*606% 2,%0&.%$25."%`G=%Daf% &"#$!'(%#603'2.6%&*5.%

)$.*"$#%'.B(,60"*0.'%0&*0%)3$03".'%/"2B*"#%&./*0()#0.6%("%&./*0()#0.%).$$%$2,.6%0".*0.'%_20&%2,'3)."6%(4%SJC%

`63)&% *6% C[Ala% '26/$*#% 628,242)*,0% ".5."62(,% (4% 0&.2"% ./20&.$2*$% /&.,(0#/.% 0(_*"'% *)\32".'% )&*"*)0."2602)6% (4%

B.6.,)&#B*$% ).$$6% `^af%Y(_.5."=% 20% 26% 602$$% *%B*00."%(4% )(,0"(5."6#% *6% 0(%_&.0&."% 0&.%SJC% 2,% 2,5($5.'% 2,% 0&.%

/"(8".662(,% 0(% 42+"(626% 2,% 0&.% $25."% `!"# $!$%af%T62,8% $2,.*8.10"*)2,8%.7/."2B.,06=% m.26+."8%.0%*$% 6388.60.'% 0&*0=%

3/(,% 0".*0B.,0% _20&% @@$I=% _&2)&% 26% "(302,.$#% 36.'% 0(% 2,'3).% 42+"(626% 2,% "('.,06=% *% 628,242)*,0% ,3B+."% (4%

42+"(+$*606%B28&0%+.%'."25.'%4"(B%&./*0()#0.6%2,%*'5*,).'%60*8.6%(4%42+"(626f%Q,'..'=%0&.%60*2,2,8%(4%0&.6.%).$$6%

_*6%/(62025.% 4("%+(0&% 0#/.6%(4%B*"K."6% `*$+3B2,% 2,'2)*025.%(4%&./*0()#0.6%*,'%A9;<% 2,'2)*025.%(4% 42+"(+$*606a%

6388.602,8%*,% 2,)(B/$.0.%)(,5."62(,% `Da=%+30% 0&.6.%'*0*%&*5.%+..,%".).,0$#%)&*$$.,8.'% `<Waf%R.5."0&.$.66=%*%

5."#% ".).,0% "./("0% '.B(,60"*0.6% 0&*0%)>"0!3% .7/".662(,% `_&2)&% 26% 6&(_,% 0(% +.% 2,'3).'% +#% '2(72,% 2,% 0&.%

/".6.,0.'% 603'#a% _*6% 6/.)242)*$$#% 2,)".*6.'% 2,% &./*0()#0.6% 2,% ".6/(,6.% 0(% *)30.% $25."% )&*$$.,82,8% *,'=%
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2,0.".602,8$#=% 0&*0% 6/.)242)% &./*0()#0.% *+$*02(,% (4%)>"0!3% '26"3/0.'% 42+"(02)% /"(8".662(,% `Iaf% Q,% *''202(,=% 0&.%

.7/".662(,% (4%)>"0!3% 0"288.".'% 8"(_0&% 4*)0("% .7/".662(,=% 2,4$*BB*0("#% /"().66.6% *,'% +2(6#,0&.626% (4% 0&.%

.70"*).$$3$*"%B*0"27%".$*0.'%0(%$25."%42+"(626%`Iaf%-.).,0%_("K%4"(B%6.5."*$%$*+("*0("2.6%2,)$3'2,8%(3"%(_,=%&*5.%

*$6(% 6&(_,% 0&*0% C@XX% ".83$*0.6% 6.5."*$% 8.,.6% 2,5($5.'% 2,% ).$$% B(02$20#% *,'% 2,% 0&.% ./20&.$2*$1B.6.,)&#B*$%

0"*,6202(,%`SJCa%`<N1<^a%n.%&*5.%6&(_,=%2,%/*"02)3$*"=%0&*0%0&.%.7/".662(,%(4%S1)*'&."2,%26%"./".66.'f%!$0&(38&%

HRz%*)025*02(,%*,'%RSXX^%2,'3)02(,%_.".%6&(_,%0(%+.%2,5($5.'=%0&.%*)03*$%B($.)3$*"%B.)&*,26B%(4%S1)*'&."2,%

"./".662(,%+#%C@XX%&*6%,(0%+..,%.$3)2'*0.'%)(B/$.0.$#f%92,).%0&.%9,*2$%4*B2$#%(4%0"*,6)"2/02(,%4*)0("6%26%K,(_,%

0(%+.%2,5($5.'%2,%S1)*'&."2,%"./".662(,=%*,'=%62,).%20%26%*$6(%2,5($5.'%2,%0&.%'.5.$(/B.,0%(4%$25."%42+"(626%`Ia=%_.%

&*5.% 4()36.'=% 2,% 0&.% /".6.,0% 603'#=% (,% 0&.% ".83$*02(,% (4% 0&26% 4*B2$#% (4% /"(0.2,6f% n.% 6&(_% +#% !"# $!'(%%

.7/."2B.,06=%362,8%0&.%Y./[>%).$$%$2,.=%0&*0%9,*2>%26%2,'3).'%+#%C@XX%`2,%*8"..B.,0%_20&%(+6."5*02(,6%B*'.%2,%

K."*02,()#0.6=% `IDaa=%*,'%0&*0% 0&.%+2,'2,8%(4% 0&.%!&-%0(%0&.%/"(B(0."%(4% 0&.%+>"0!E#8.,.% 2,)".*6.6% 4($$(_2,8%

0".*0B.,0%_20&%C@XXf%n.%*$6(%6&(_%0&*0%'2(72,%3/1".83$*0.6%)>"0!3#*,'#)>"0!E% `0_(%B.B+."6%(4% 0&.%9,*2$%

4*B2$#a=%6.5."*$%B.6.,)&#B*$%B*"K."6%`2,)$3'2,8%JJ;6%>%*,'%^=%A2+"(,.)02,%*,'%s2B.,02,a%*,'%'(_,1".83$*0.6%

0_(%./20&.$2*$%B*"K."6%`@$*3'2,<%d%S1)*'&."2,af%QB/("0*,0$#=%9,*2>%26%2,'3).'%+#%C@XX%2,%525(%*6%.*"$#%*6%Ie%&%(4%

0".*0B.,0=%2,%$2,.%_20&%0&.%2,%520"(%'*0*f%C&26%6388.606%0&*0%9,*2>%2,'3)02(,%26%*,%.*"$#%.5.,0f%%

c3"%'*0*%&28&$28&0%0&.%"($.%(4%9,*2>% 2,'3)02(,% 2,%0&.%.44.)0%(4%C@XX%(,% $25."% 42+"(626f%!%62B/$.%B('.$%

0&*0%_(3$'%*))(3,0%4("%(3"%(+6."5*02(,6%26%0&*0%C@XX%2,'3).6%9,*2>%0&"(38&%0&.%!&-%*,'%0&*0%0&.%2,'3)02(,%(4%

9,*2>%.5.,03*$$#%$.*'6%0(%42+"(626f%Q0% 26%$2K.$#%0&*0%9,*2>%2,'3).6%*0%$.*60%6(B.%60./6%(4%SJCf%Y(_.5."%_.%&*5.%

*$6(% (+6."5.'% 2,4$*BB*02(,% *,'% 0&26% )(3$'% +.% 0"288.".'% +#% *% '244.".,0% B.)&*,26Bf% Q,% *''202(,=% _.% )*,,(0%

.$2B2,*0.%0&.%/(662+2$20#%0&*0%$25."%0(72)20#%.$2)20.'%+#%C@XX%)(3$'%*$6(%)(,0"2+30.%0(%42+"(626f%n&*0%(3"%603'2.6%

2,'2)*0.%26%0&*0%*0%$.*60%/*"0%(4%0&.%B.)&*,26B%(4%C@XX%*)02(,%26%0&"(38&%0&.%'2".)0%2,'3)02(,%(4%)"202)*$%42+"(6261

/"(B(02,8%8.,.6f%%

% C&26%"./("0%'.6)"2+.6%0&.%.44.)06%(4%*,%!&-%$28*,'%(,%42+"(626%!"#$!$%%*,'%0(%/(2,0%0(%*%"($.%4("%*)025*0.'%

!&-% 2,% 0&26% $25."% /*0&($(8#f% Q,0.".602,8$#=% 0&.% !&-% zc% B2).% '26/$*#% 6.5."*$% '.5.$(/B.,0*$% *+,("B*$202.6=%

2,)$3'2,8% *% '.)".*6.% 2,% 0&.% $25."% 62L.% `DW=% D<a% *,'% *% C[A|% 628,*$2,81'./.,'.,0% 42+"(626% `D>af% !$0&(38&% 0&.6.%

(+6."5*02(,6% B*#% 6..B% /*"*'(72)*$% *0% 42"60% 628&0=% 0&.#% '(=% 2,% 4*)0=% 63//("0% 0&.% &#/(0&.626% 0&*0% C@XX% *,'%

/(662+$#%(0&."% ".$*0.'% 7.,(+2(02)% $28*,'6=% .7."0% 0&.2"% .44.)06=% *0% $.*60%/*"02*$$#=% +#%'26"3/02,8% 0&.%.,'(8.,(36%

43,)02(,6%(4% 0&.% ".)./0("f% Q,0.".602,8$#=% 0&.%/&.,(0#/.6%(4%!&-%zc%B('.$6%*,'%C@XX10".*0.'%).$$6%("% 02663.6%

'26/$*#% (0&."% 62B2$*"202.6% 63)&% *6% ).$$% )#)$.% ".83$*02(,% `DGaf% c,.% 2,0."/".0*02(,% (4% 0&.6.% (+6."5*02(,6% 26% 0&*0%
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.,'(8.,(36%("%*$0.",*025.%$28*,'6%(4%0&.%!&-%B*#%'26/$*#%*,02142+"(02)%.44.)06f% Q,%0&26%".8*"'=% 20% 26%,(0._("0&#%

0&*0%(0&."% 603'2.6%&*5.% 6&(_,% 0&*0% 0&26% ".)./0("% )*,%+2,'% $28*,'6%_&2)&%*,0*8(,2L.% 0&.%*)02(,%(4% C@XX%*,'%

_&2)&% 0"288."% 0&.2"% (_,% 6/.)242)% .44.)06% `DIaf% Y(_.5."=% 20% 26% *$6(% /(662+$.% 0&*0% 0&.% B.)&*,26B6% (4% $25."%

'#643,)02(,%*,'%42+"(626% 2,%0&.%*+6.,).%(4%0&.%!&-%*,'%2,%0&.%/".6.,).%(4%60*+$.%!&-%$28*,'6%B*#%+.%'25."6.f%

C&26% /(662+2$20#% ,..'6% 43"0&."% .7/$("*02(,f% Q,% *$$% )*6.6=% 2,% *''202(,% 0(% 0&.% )(,)$362(,% 0&*0% .,52"(,B.,0*$%

/($$30*,06%)*,%*)0%*6%$25."%/"(42+"(02)%*8.,06=%0&26%603'#%*$6(%/(2,06%0(%0&.%!&-%*6%*%/(662+$.%'"38%0*"8.0%4("%$25."%

'26.*6.%/".5.,02(,f%%

'

' '
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'

\"9-+%'X&'!@[['"17+%0.%.'#)%')%20#"7'J"3+*.".'=0+;%+.'@*$$X0X'016'0$2)0L(>,G',G%n2$'10#/.%B2).%_.".%0".*0.'%

0_(%02B.6%*0%'*#%W%*,'%U%`>%_..K6a%("%N%02B.6%*0%'*#%W=%U=%<I=%><=%>e=%*,'%'*#%GD%`N%_..K6a%_20&%.20&."%C@XX%

`>Dj8kK8a% ("% )(",% (2$% `RCa% *,'% ".6/.)025.$#% 6*)"242).'% *0% '*#% <I% ("% '*#% I>f% @($$*8.,<r<% *,'% *$/&*16B((0&%

B36)$.%*)02,%B-R!% $.5.$6%_.".%*,*$#L.'%+#%\-C1;@-f%?=%/%{%WfWD%("%??=%/%{%WfW<%*6%)(B/*".'% 0(%)(,0"($6f%:'

n2$'10#/.% B2).% _.".% 0".*0.'% 0_(% 02B.6% *0% '*#% W% *,'% U% _20&% .20&."% C@XX% `>Dj8kK8a% ("% )(",% (2$% `RCa% *,'%

6*)"242).'%*0%'*#%<If%Y.B*0(7#$2,k.(62,%60*2,2,8%(4%$25."%02663.6=%)($$*8.,'*,''*$/&*16B((0&%B36)$.%*)02,f%9)*$.%
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'
\"9-+%' S&% !@[[' "17+%0.%.' #)%' )%20#"7' 2+*L"1J$0==0#*+B' 7B#*;"1%.E' DQXβ E' >@MX' 016' !I\α G'n2$'10#/.% B2).%

_.".% 0".*0.'% 0_(%02B.6%*0%'*#%W%*,'%U%_20&%.20&."%C@XX%`>Dj8kK8a%("%)(",%(2$% `RCa%*,'%6*)"242).'%*0%'*#%<If%

QE<β=%J@;<%*,'%CRAα%B-R!%$.5.$6%`,a%_.".%B.*63".'%+#%\-C1;@-f%]:N'C&.%*B(3,06%(4%QE1<β%*,'%J@;<%/"(0.2,%

_.".%.602B*0.'%362,8%*,%SEQ9!%*66*#f%;"(0.2,6%*".%.7/".66.'%*6%/8%(4%)#0(K2,.%/."%B8%(4%0(0*$%/"(0.2,f%B-R!%

".63$06%_.".%,("B*$2L.'%)(B/*".'%0(%RC%)(,'202(,f%???=%/%{%WfWW<b%??=%/%{%WfW<%*,'%?=%/%{%WfWD%)(B/*".'%0(%

)(,0"($6%`,%}%Iaf%

'
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'
\"9-+%'T&'!@[['"17+%0.%.'#)%')%20#"7'=0+;%+'*J'07#"40#%6'J"3+*3$0.#.E'\(MXG'n2$'10#/.%B2).%_.".%0".*0.'%0_(%

02B.6%*0%'*#%W%*,'%U%_20&%.20&."%C@XX%`>Dj8kK8a%("%)(",%(2$%`RCa%*,'%6*)"242).'%*0%'*#%<If%A9;<%B-R!%$.5.$6%],N%

*,'% A9;<% /"(0.2,% $.5.$6% ]:N% _.".% *,*$#L.'% +#% \-C1;@-% *,'% _.60.",% +$(0% ".6/.)025.$#f% !)02,% _*6% 36.'% *6% *%

$(*'2,8%)(,0"($%4("%_.60.",%+$(06%*,'%\3*,0242)*02(,%_*6%/."4("B.'%362,8%QB*8.%H%6(40_*".f%???=%/%{%WfWW<b%??=%

*,'%/%{%WfW<%)(B/*".'%0(%)(,0"($6%`,%}%Iaf%

'
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'

\"9-+%'W&%!@[['+%9-$0#%.'#)%'%F2+%.."*1'*J'#)%')%20#"7'J"3+*.".'"16-7%+E'!/\^E'016'*J'"#.'9%1%'#0+9%#.G'n2$'1

0#/.%B2).%_.".%0".*0.'%0_(%02B.6%*0%'*#%W%*,'%U%_20&%.20&."%C@XX%`>Dj8kK8a%("%)(",%(2$%`RCa%*,'%6*)"242).'%*0%

'*#%<If%],N'C[Al%*,'%mSF>%B-R!%$.5.$6%_.".%*,*$#L.'%+#%\-C1;@-f%]:N'B2-R!%>WW*%_*6%*,*$#L.'%+#%6/.)242)%

\-C1;@-f%B-R!%("%B2-R!%".63$06%_.".%,("B*$2L.'%)(B/*".'%0(%)(,0"($%)(,'202(,f%???=%/%{%WfWW<%*,'%??=%/%{%

WfW<%)(B/*".'%0(%)(,0"($6%`,%}%Iaf%

'
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'

\"9-+%' Y&' !@[[' +%9-$0#%.' #)%' %F2+%.."*1' *J'=(10"XE'=(10"SE'=PL706)%+"1' 016'=@$0-6"1' X' "1'=*-.%' $"4%+G'

J*$.'_2$'10#/.%B2).%_.".% 0".*0.'% 0_2).%*0%'*#%W%*,'%U%_20&%.20&."%C@XX% `>Dj8kK8a%("% )(",%(2$% `)(,0"($a%*,'%

6*)"242).'%*0%'*#%<If%C&.%)>"0!3%*,'%)>"0!E%B-R!%`,a%*,'%0&.%);6<02+5(!"#*,'#</012!"3%B-R!%`:a%$.5.$6%_.".%

B.*63".'%+#%\-C1;@-%`$.40%/*,.$af%B-R!%".63$06%_.".%,("B*$2L.'%)(B/*".'%0(%)(,0"($%)(,'202(,f%C&.%B9,*2<%

/"(0.2,% `,a% *,'% S1)*'&."2,% /"(0.2,% `:a% *B(3,06%_.".% *,*$#L.'%+#%_.60.",%+$(0% *,'%\3*,0242.'% `"28&0% /*,.$af%

Q,0.,6202.6%_.".%,("B*$2L.'%+#%)(B/*"26(,%0(%0&.%*)02,%628,*$=%362,8%QB*8.%H%6(40_*".f%???=%/%{%WfWW<%*,'%?=%/%{%

WfWD%)(B/*".'%0(%)(,0"($6%`,~Gaf'
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'

\"9-+%'_&'!@[['"17+%0.%.'=%.%17)B=0$'=0+;%+.']>>MSE'>>MU'016'4"=%1#"1N'"1'=*-.%'$"4%+G'n2$'10#/.%B2).%

_.".%0".*0.'%0_2).%*0%'*#%W%*,'%U%_20&%.20&."%C@XX%`>Dj8kK8a%("%)(",%(2$%`RCa%*,'%6*)"242).'%*0%'*#%<If%B-R!%

$.5.$6%(4%JJ;>=%JJ;^%`,a%*,'%52B.,02,%]:N%_.".%B.*63".'%+#%\-C1;@-%`$.40%/*,.$af%C&.%/"(0.($#02)%*)02520#%(4%

/"(1JJ;=%JJ;>%*,'%JJ;^% `,a%_*6%*66.66.'%+#% 8.$*02,% `"28&0%/*,.$a=%_20&%*)02,%36.'%*6% *% $(*'2,8% )(,0"($f%

s2B.,02,% /"(0.2,% $.5.$6% `:E' "28&0% /*,.$a% _.".% *,*$#L.'% +#% _.60.",% +$(0% *,'% \3*,0242.'% `2,0.,6202.6% _.".%

,("B*$2L.'% +#% )(B/*"26(,% 0(% 0&.% *)02,% 628,*$af% !$$% \3*,0242)*02(,6%_.".% '(,.% 362,8% QB*8.% H% 6(40_*".f%B-R!%

".63$06%_.".%,("B*$2L.'%)(B/*".'%0(%RC%)(,'202(,f%???=%/%{%WfWW<b%??=%/%{%WfW<%*,'%?=%/%{%WfWD%)(B/*".'%0(%

)(,0"($6%`,%}%Iaf%
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'
\"9-+%'`&'!@[['"17+%0.%.'&'"(!)'%F2+%.."*1'"1'#)%'=*-.%'$"4%+'016'"1'#)%')-=01'H%2/S'7%$$'$"1%'#)+*-9)'#)%'

,)?'20#)C0BG',G'Y./[>%).$$6%_.".%0".*0.'%("%,(0%_20&%2,)".*62,8%)(,).,0"*02(,6%(4%C@XX%`W1<WW%,Ja%4("%Ie&f%

C&.% *B(3,06% (4% +>"0!E% B-R!% *,'% /"(0.2,% _.".% *,*$#L.'% +#% \-C1;@-% `$.40% /*,.$a% *,'% _.60.",1+$(0% `"28&0%

/*,.$a=%".6/.)025.$#f%:f%Y./[>%).$$6%_.".%0".*0.'%_20&%>D%,J%C@XX%("%,(0%4("%02B.6%+.0_..,%<N%*,'%U>&f%C&.%

*B(3,06% (4% B-R!% *,'% /"(0.2,% _.".% B.*63".'% *6% 2,% !f% @G% @&"(B*02,% 2BB3,(/".)2/20*02(,% `@&Q;a% _*6%

/."4("B.'%(,%0&.%+>"0!E%/"(B(0."%".82(,f%Y./[>%).$$6%_.".%0".*0.'=%("%,(0=%_20&%>D%,J%C@XX%4("%<D=%ID%("%UD%

B2,f%[.,.%6/.)242)%\;@-%*,*$#626%_20&%0_(%'244.".,0%)(3/$.6%(4%/"2B."6%6/*,,2,8%0&.%!&-%+2,'2,8%".82(,%(4%0&.%

+>"0!E%8.,.%/"(B(0."%_*6%/."4("B.'%362,8%8.,(B2)%XR!%2BB3,(/".)2/20*0.'%_20&%.20&."%*,%!&-%("%*%B()K%

Q8[%*,02+('#%*,'%*,%.\3*$%*B(3,0%(4%2,/30%XR!%*6%'.6)"2+.'%2,%0&.%B.0&('6f%C&.%,(,10".*0.'%`RCa%6*B/$.%_*6%

36.'%*6%*%)(,0"($%4("%.*)&%)(,'202(,f%?=%/%{%WfWD%("%??=%/%{%WfW<%*6%)(B/*".'%0(%)(,0"($6f%
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!03$%'X&'+%$0#"4%'=?I,'%F2+%.."*1'*J'J"3+*.".'016'"1J$0==0#*+B'=0+;%+.'"1'2+%LJ"3+*#"7'016'J"3+*#"7'$"4%+.'*J'

="7%' .-37)+*1"70$$B' #+%0#%6'C"#)' !@[[G'n2$'10#/.%B2).%_.".% 0".*0.'% 0_(% 02B.6% *0% '*#% W% *,'% U%_20&% .20&."%

C@XX%`>Dj8kK8a%("%)(",%(2$%`RCa%*,'%6*)"242).'%*0%'*#%<I%`6.)(,'%)($3B,a%("%425.%02B.6%*0%'*#%W%x%U%x%<I%x%><%x%

>e% _20&% .20&."% C@XX% `>Dj8kK8a% ("% )(",% (2$% `RCa% *,'% 6*)"242).'% *0% '*#% GD% `0&2"'% )($3B,af% !&"% +*00."#% 8.,.6=%

42+"(626%*,'%2,4$*BB*0("#%B*"K."6%`42"60%)($3B,a%.7/".662(,%_.".%*66.66.'%+#%\-C1;@-f%???=%/%{%WfWW<b%??=%/%{%

WfW<%*,'%?=%/%{%WfWD%)(B/*".'%0(%)(,0"($6f%

mRNA Fold induction (2w) Fold induction (6w)

AhR - 1,6

CYP1a1 - 55372,14*

Collagene 1A1 11,7* 39,31*

alpha-SMA 3,6* 22,34**

IL-1ß 9,8*** 14,07**

MCP1 12,1*** 61,82**

TNF-alpha 13,4*** 20,13**

CCR5 - 3,96*

FSP1 4,2*** 5,32*

TGFß 6,1*** 6,49*

Zeb2 4,3** 4,34*

RasGPR1 - 3,98*
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:"3$"*9+02)B'

<f% F".,,."%X!=%n*0."+(."%C=%@&(2% 9z=% E2,'\3260% HR=% 90.4*,(52)%F=%F3")&*"'0%S=% o*B*3)&2%J=%.0% *$f%R._%

*6/.)06%(4%&./*02)%42+"(626f%H%Y./*0($%>WWWbG>gG>1Gef%

>f% E(0."6L0*M,%9=% H3$2.,%F=%C.27.2"*1@$.")%A=%[".,*"'%;=%J*$$*0%!f%Y./*02)% 42+"(626g%B($.)3$*"%B.)&*,26B6%

*,'%'"38%0*"8.06f%!,,3%-.5%;&*"B*)($%C(72)($%>WWDbIDgNWD1N>ef%

Gf% QK.8*B2% C=% m&*,8% o=% J*063L*K2% of% E25."% 42+"(626g% /(662+$.% 2,5($5.B.,0% (4% SJCf% @.$$6% C2663.6% c"8*,6%

>WWUb<eDg><G1>><f%

If% -(_.%-[=%E2,%o=%9&2B2L31Y2"(0*%-=%Y*,*'*%9=%R.2$6(,%S[=%["..,6(,% Hz=%n.266%9Hf%Y./*0()#0.1'."25.'%

9,*2$<%/"(/*8*0.6%$25."%42+"(626%/"(8".662(,f%J($%@.$$%F2($%>W<<bG<g>G^>1>IWGf%

Df% m.26+."8%J=% o*,8% @=%J*"02,(%J=%X3,)*,%JF=% -2.'."% A=% C*,M(".%Y=% z*$$3"2% -f% A2+"(+$*606% '."25.% 4"(B%

&./*0()#0.6%2,%$25."%42+"(626%52*%./20&.$2*$%0(%B.6.,)&#B*$%0"*,6202(,f%H%F2($%@&.B%>WWUb>e>g>GGGU1>GGIUf%

Nf% @*,+*#%!=%C*2B"%;=%C("(K%R=%Y283)&2%Y=%A"2.'B*,%9=%[(".6%[Hf%!/(/0(02)%+('#%.,83$4B.,0%+#%*%&3B*,%

60.$$*0.%).$$%$2,.%26%/"(42+"(8.,2)f%E*+%Q,5.60%>WWGbeGgNDD1NNGf%

Uf% A.$'60.2,%!S=%@*,+*#%!=%!,83$(%;=%C*,2*2%J=%F3"8*"0%EH=%E2,'("%zX=%[(".6%[Hf%Y./*0()#0.%*/(/0(626%*,'%

4*6%.7/".662(,%*".%/"(B2,.,0%4.*03".6%(4%&3B*,%,(,*$)(&($2)%60.*0(&./*02026f%[*60"(.,0."($(8#%>WWGb<>DgIGU1

IIGf%

ef% R*0("2%9=%-360%@=%90*'&.2B%EJ=%9"2,25*6*,%!=%F3"8*"0%EH=%[(".6%[Hf%Y./*0()#0.%*/(/0(626%26%*%/*0&($(82)%

4.*03".%(4%&3B*,%*$)(&($2)%&./*02026f%H%Y./*0($%>WW<bGIg>Ie1>DGf%

^f% @&(2%99=%X2.&$%!Jf%S/20&.$2*$10(1B.6.,)&#B*$%0"*,6202(,6%2,%0&.%$25."f%Y./*0($(8#%>WW^bDWg>WWU1>W<Gf%

<Wf% C*3"*% z=% J23"*% z=% Q_*26*K(% z=% c60."".2)&."% @Y=% z('*B*% o=% ;.,L1c60."".2)&."% J=% F".,,."% X!f%

Y./*0()#0.6% '(% ,(0% 3,'."8(% ./20&.$2*$1B.6.,)&#B*$% 0"*,6202(,% 2,% $25."% 42+"(626% 2,% B2).f% Y./*0($(8#%

>W<WbD<g<W>U1<WGNf%

<<f% !$0*B2"*,(%H=%F*0*$$."%-f%@28*".00.%6B(K2,8%*,'%)&"(,2)%$25."%'26.*6.6f%[30%>W<WbD^g<<D^1<<N>f%

<>f% J*$$*0%!=%E(0."6L0*M,%9f%@28*".00.%6B(K.%.7/(63".g%*%,(5.$%)(4*)0("%(4%R!AEX%/"(8".662(,�%H%Y./*0($%

>WW^bD<gIGW1IG>f%

<Gf% ;.662(,.% A=% -*B(,'% JH=% RM*/(3B% @=% X3)&*0.$$.% s=% X.8(00% @=% S"$2,8."% 9=% -3.44% F=% .0% *$f% @28*".00.%

6B(K2,8%*,'%&./*02)%$.62(,6%2,%/*02.,06%_20&%)&"(,2)%&./*02026%@f%Y./*0($(8#%>WW<bGIg<><1<>Df%

<If% m.2,%@cf%@$.*"2,8%0&.%6B(K.%2,%)&"(,2)%$25."%'26.*6.6f%Y./*0($(8#%>W<WbD<g<IeU1<I^Wf%
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<Df% F*"(3K2% -=% @(3B(3$% O=% A.",*,'.L19*$83."(% ;Jf% C&.% *"#$% &#'"()*"+(,% ".)./0("=% B(".% 0&*,% *%

7.,(+2(02)12,0."*)02,8%/"(0.2,f%ASF9%E.00%>WWUbDe<gGNWe1GN<Df%

<Nf% F32% E@=% C(BK2._2)L% @=% @&.5*$$2."% !=% ;2."".% 9=% F*06% !9=%J(0*% 9=% -*2,8.*3'% H=% .0% *$f%R.''^kY.4<k@*61E%

B.'2*0.6%0&.%.44.)06%(4%.,52"(,B.,0*$%/($$30*,06%(,%).$$%B28"*02(,%*,'%/$*602)20#f%c,)(8.,.%>WW^f%

<Uf% @*"5*M*$1[(,L*$.L% HJ=%J3$."(1R*5*""(% 9=% -(B*,%!@=% 9*3L.*3%s=%J."2,(% HJ=%F360.$(%O-=% A.",*,'.L1

9*$83."(% ;Jf% C&.% '2(72,% ".)./0("% ".83$*0.6% 0&.% )(,60203025.% .7/".662(,% (4% 0&.% 5*5G% /"(0(1(,)(8.,.% *,'%

B('3$*0.6%).$$%6&*/.%*,'%*'&.62(,f%J($%F2($%@.$$%>WW^b>Wg<U<D1<U>Uf%

<ef% @*"5*M*$1[(,L*$.L% HJ=% -(B*,% !@=% @.".L(1[326*'(% JQ=% -2)(1E.(% SJ=% J*"02,1;*"02'(% [=% A.",*,'.L1

9*$83."(%;Jf%E(66%(4%'2(72,1".)./0("%.7/".662(,%*)).$."*0.6%_(3,'%&.*$2,8% 2,%525(%+#%*%B.)&*,26B% 2,5($52,8%

C[A+.0*f%H%@.$$%9)2%>WW^b<>>g<e>G1<eGGf%

<^f% X2"#%J=%C(BK2._2)L%@=%z(.&$.%@=%@(3B(3$%O=%F()K%zn=%F*"(3K2%-=%C"*,6#%@f%!)025*02(,%(4%0&.%'2(72,k*"#$%

&#'"()*"+(,%".)./0("%`!&-a%B('3$*0.6%).$$%/$*602)20#%0&"(38&%*%HRz1'./.,'.,0%B.)&*,26Bf%c,)(8.,.%>WWNf%

>Wf% C(BK2._2)L%@=%Y.""#%E=%F32%E@=%J.0*#."%@=%F(3"'.$(37%J=%F*"(3K2%-=%@(3B(3$%Of%C&.%*"#$%&#'"()*"+(,%

".)./0("%".83$*0.6%4()*$%*'&.62(,%620.6%0&"(38&%*%,(,18.,(B2)%A!zk9")%/*0&_*#f%c,)(8.,.%>W<>f%

><f% @(,,("% zC=% !#$_*"'% EEf% Y3B*,% ".6/(,6.% 0(% '2(72,g% *"#$% &#'"()*"+(,% ".)./0("% `!&-a% B($.)3$*"%

60"3)03".=% 43,)02(,=%*,'%'(6.1".6/(,6.%'*0*%4("%.,L#B.% 2,'3)02(,% 2,'2)*0.%*,% 2B/*2".'%&3B*,%!&-f% H%C(72)($%

S,52"(,%Y.*$0&%F%@"20%-.5%>WWNb^g<IU1<U<f%

>>f% A"3.&% An=% Y*#*6&2+*"*% z@=% F"(_,% ;c=%n&20$()K% H;=% H"f% T6.% (4% )XR!%B2)"(*""*#6% 0(% *,*$#L.% '2(72,1

2,'3).'%)&*,8.6%2,%&3B*,%$25."%8.,.%.7/".662(,f%C(72)($%E.00%>WW<b<>>g<e^1>WGf%

>Gf% ;38*%!=%J*2."%!=%J.'5.'(52)%Jf%C&.% 0"*,6)"2/02(,*$% 628,*03".%(4%'2(72,% 2,%&3B*,%&./*0(B*%Y./[>%

).$$6f%F2()&.B%;&*"B*)($%>WWWbNWg<<>^1<<I>f%

>If% X.,26(,%J9=%9(6&2$(5%!!=%Y.%[=%X.["((0%XS=%m&*(%Ff%S7*)0$#%0&.%6*B.%+30%'244.".,0g%/"(B26)320#%*,'%

'25."620#% 2,% 0&.% B($.)3$*"% B.)&*,26B6% (4% *)02(,% (4% 0&.% *"#$% &#'"()*"+(,% `'2(72,a% ".)./0("f% C(72)($% 9)2%

>W<<b<>Ig<1>>f%

>Df% X*5*"2,(6% R!=% ;($$.,L% -9f% !"#$% &#'"()*"+(,% ".)./0("% 2B/("0.'% 2,0(% 0&.% ,3)$.36% 4($$(_2,8% $28*,'%
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D. Conclusion 

Cette étude démontre que la TCDD, polluant organique persistant, régule l’expression 

de marqueurs pro-fibrotiques tels que le collagène de type I, et l’α-SMA ainsi que celle de 

gènes pro-inflammatoires. Les modifications d’expression génique sont aussi accompagnées 

d’une altération de la structure hépatique pour le traitement le plus long (6 semaines). Ces 

résultats suggèrent que la TCDD est impliquée dans des mécanismes pro-fibrotiques. De plus, 

la fibrose hépatique est également observée chez les souris AhR
-/- 

comme je l’ai déjà évoqué. 

Ces résultats supportent l’hypothèse que la TCDD est un perturbateur des fonctions 

endogènes du AhR (voir chapitre V).  

Les mécanismes cellulaires survenant lors des fibroses sont multiples. Un des 

mécanismes impliqués est la transition épithélio-mesenchymateuse de type 2
30

. Nous avons 

montré, dans cette étude, une augmentation de Snai1, facteur de transcription impliqué dans 

les processus de TEM ainsi que d’une de ces cibles, Zeb2 (« zinc finger E-box binding 

homeobox 2 »). Une étude récente montre que Snai1 joue un rôle essentiel dans l’induction de 

la fibrose hépatique (Rowe et al., 2011). Ce groupe de recherche a généré des souris 

transgéniques où Snai1 est spécifiquement absent des hépatocytes. Le traitement de ces souris 

avec un agent pro-fibrotique (CCl4 : tétrachlorure de carbone) entraîne un moindre dépôt de 

collagène de type I et réduit significativement la progression de la fibrose par rapport aux 

souris sauvages. Ces résultats suggèrent donc que la TCDD, en régulant l’expression de gènes 

impliqués dans la TEM, favorise l’apparition d’une fibrose.  

Dans leur globalité, ces observations soulèvent la question de la contribution des 

polluants environnementaux présents en faibles concentrations dans notre environnement 

dans la survenue de maladies chroniques hépatiques. Elles ont conduit le laboratoire à 

développer des projets  d’étude de l’influence de mélanges pertinents (mélange de polluants et 

alcool) ou de contexte particulier (obésité, polluants) dans la survenue de ces pathologies. 

  

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
30

 Il existe trois types de TEM : la TEM de type 1 est associée avec l’implantation fœtale, la 

formation embryonnaire et le développement des organes. La TEM de type 2 est associée à la 

guérison de blessure, la régénération des tissus et la fibrose d’organes. Enfin, la TEM de type 

3 est observée dans les cellules épithéliales cancéreuses qui peuvent alors envahir un organe 

via la circulation, générant ainsi les effets systémiques de la progression tumorale maligne par 

le développement de métastases. 
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Articles annexes 2 :  

 

Titre 1 : Nedd9/Hef1/Cas-L mediates the effects of environmental 

pollutants on cell migration and plasticity 

 

Auteurs: L-C Bui, C Tomkiewicz, A Chevallier, S Pierre, A-S Bats, S 

Mota, J Raingeaud, J Pierre, M Diry, C Transy, M Garlatti, R Barouki 

and X Coumoul 

 

Article publié dans Oncogene 

 

 

 

 

Titre 2 : Induction of the Ras activator Son of Sevenless 1 by 

environmental pollutants mediates their effects on cellular 

prolifération 

 

Auteurs: Stéphane Pierre, Anne-Sophie Bats, Aline Chevallier, Linh-

Chi Bui, Ariane Ambolet-Camoit, Michèle Garlatti, Martine 

Aggerbeck, Robert Barouki, Xavier Coumoul 

 

Article publié dans Biochemical Pharmacology 
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IX. Implication du AhR dans les processus de migration et de prolifération cellulaire 

Articles publiés dans Oncogene (Bui et al., 2009) et dans Biochemical Pharmacology (Pierre 

et al., 2011).  

 

La TCDD est un polluant environnemental classé parmi les molécules « cancérigènes 

chez l’Homme mais non mutagènes » par l’IARC (« International Agency for Research on 

Cancer ») et comme substance cancérigène par l’OMS. Une étude transcriptomique menée 

auparavant, au laboratoire, a permis de mettre en évidence de nouvelles cibles de la dioxine 

dont des gènes impliqués dans la plasticité cellulaire et la migration.  

i) Le premier article annexe concerne la régulation du gène Nedd9/Hef1/Cas-L par la 

dioxine. Hef1 code une protéine multifonctionnelle faisant partie de la voie de 

signalisation des intégrines, qui est impliquée dans la régulation de différents 

processus cellulaires dont l'apoptose, la croissance cellulaire, la motilité et la 

transformation oncogénique. Cette étude a été réalisée dans le modèle 

d’hépatocarcinome humain, HepG2. Nous avons montré que la dioxine augmente 

l’expression de Hef1 (ARNm et protéine) par un mécanisme transcriptionnel 

dépendant du AhR. Des expériences d’ARN interférence démontrent par ailleurs 

son rôle majeur dans les modifications phénotypiques cellulaires observées en 

présence de TCDD. 

ii) Le deuxième article porte sur l’étude de la régulation par la dioxine de la protéine 

SOS1 (« Son Of Sevenless 1 ») qui est un facteur d’échange de GTP/GDP. SOS1 

permet l’activation des petites protéines G telles que Ras et Rac. L’activation de la 

protéine Ras stimule la prolifération cellulaire alors que la protéine Rac participe 

aux processus de plasticité cellulaire. Nous avons montré que l’expression de la 

protéine SOS1 est augmentée par la dioxine, mécanisme transcriptionnel 

dépendant du AhR et que cette augmentation favorise la croissance cellulaire.  
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ORIGINAL ARTICLE

Nedd9/Hef1/Cas-L mediates the effects of environmental pollutants
on cell migration and plasticity

L-C Bui1,2,6, C Tomkiewicz1,2,6, A Chevallier1,2, S Pierre1,2, A-S Bats1,2, S Mota1,2, J Raingeaud3,
J Pierre3, M Diry2,4, C Transy2,4,7, M Garlatti1,2, R Barouki1,2,5 and X Coumoul1,2

1INSERM UMR-S 747, Paris, France; 2Université Paris Descartes, Centre Universitaire des Saints-Pères, Paris, France; 3INSERM
U461, Faculté de Pharmacie, Chatenay-Malabry, France; 4INSERM U490, Paris, France and 5APHP, Hôpital Necker Enfants
Malades, Paris, France

Aryl hydrocarbon receptor (AhR), or dioxin receptor, is a
transcription factor that induces adaptive metabolic path-
ways in response to environmental pollutants. Recently,
other pathways were found to be altered by AhR and its
ligands. Indeed, developmental defects elicited by AhR
ligands suggest that additional cellular functions may be
targeted by this receptor, including cell migration and
plasticity. Here, we show that dioxin-mediated activation of
Ahr induces Nedd9/Hef1/Cas-L, a member of the Cas
protein family recently identified as a metastasis marker.
The Hef1 gene induction is mediated by two xenobiotic
responsive elements present in this gene promoter. Moreover,
using RNA interference, we show that Nedd9/Hef1/Cas-L
mediates the dioxin-elicited changes related to cell plasticity,
including alterations of cellular adhesion and shape,
cytoskeleton reorganization, and increased cell migration.
Furthermore, we show that both E-cadherin repression and
Jun N-terminal kinases activation by dioxin and AhR also
depend on the expression of Nedd9/Hef1/Cas-L. Our study
unveils, for the first time, a link between pollutants exposure
and the induced expression of a metastasis marker and
shows that cellular migration and plasticity markers are
regulated by AhR and its toxic ligands.
Oncogene (2009) 28, 3642–3651; doi:10.1038/onc.2009.224;
published online 3 August 2009

Keywords: PAHs; cellular plasticity; toxicology;
xenobiotics; metastasis marker

Introduction

Environmental pollutants such as dioxins, PCBs and
polyaromatic hydrocarbons exert a variety of long-term
toxic effects in animals and humans, including altera-

tions in fetal development, immunotoxicity and cancer.
The actual mechanisms of these effects remain elusive.
A large number of these pollutants are potent ligands
and activators of aryl hydrocarbon receptor (AhR),
which is required for their toxic effects as revealed by
AhR knockout mice. One of the main functions of this
receptor is the well-described adaptative regulation of
xenobiotic metabolism (Kohle and Bock, 2007). Indeed,
on ligand binding, AhR forms a transcription factor
with its partner ARNT and induces a number of
xenobiotic metabolizing enzymes, such as those of the
cytochromes P450 1 family (CYP1). However, this
function accounts for only part of the toxicity of AhR
ligands, as shown by targeted knockouts of some of the
CYP genes. Thus, alternative mechanisms have been
investigated (Mulero-Navarro et al., 2005; Diry et al.,
2006). The activation of this receptor has been shown to
elicit diverse cellular alterations, including modifications
of cell cycle regulation, cell migration and contact
inhibition (Mulero-Navarro et al., 2005; Puga et al.,
2005; Diry et al., 2006). These alterations could possibly
mediate part of the long-term toxicities of the AhR
ligands in animals and humans; chronic exposure to
several AhR ligands, which are common and persistent
pollutants, is frequent in industrialized populations
(tobacco smoke, air pollution, food contamination).
However, the primary target gene(s) that could mediate
such effects remain elusive.

Few studies have addressed the possibility that
environmental pollutants could target cellular plasticity,
a set of phenotypic changes in cell adhesion, cytoskele-
ton reorganization and migratory behavior correlated
with modulation of gene expression. We have investi-
gated the possible implication of AhR in those events as
any dysregulation of these cellular pathways may
disrupt normal fetal development and favor cancer
progression in addition to a variety of other toxic
effects. We have particularly focused on regulatory
proteins that control cellular migration; indeed, pre-
liminary large-scale studies indicated that the Nedd9/
Hef1/Cas-L gene (named Hef1 in the rest of the article)
might be modulated by dioxin in human cultured cells
(Frueh et al., 2001; Diry et al., 2006).

Hef1 has been identified as a filamentation inducer in
a human cDNA screen in Saccharomyces cerevisae (Law
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et al., 1996). As a scaffold protein, it mediates integrin
signaling, relaying transduction signals notably toward
Jun N-terminal kinases (JNKs) and apoptosis pathways
(Law et al., 2000). Recently, Hef1 has been linked to the
regulation of the mitotic spindle and primary cilium
formation (Pugacheva and Golemis, 2005; Pugacheva
et al., 2007); interestingly, screening for metastasis
markers in cancer samples has identified Hef1 as a
frequent tag in melanoma progressing tumors (Kim
et al., 2006; Ji et al., 2007). Considering the lack of
studies on the potential implications of environmental
pollutants in cancer progression and in the regulation of
cellular plasticity, we believed that a link between the
AhR and Hef1 expression would be of primary
importance. The aim of this study was to decipher the
induction mechanism of Hef1 by dioxin and its receptor
in the HepG2 cells and then to unravel the contribution

of this new AhR target to the cellular events elicited by
environmental pollutants.

Results

HepG2 cells were routinely treated with 25 nM dioxin,
which is in line with the concentration range used to
treat human cells (5–100 nM). Figure 1 (and see
Supplementary information SF1) shows several inde-
pendent fields of control and dioxin-treated HepG2
cells; dioxin (TCDD, tetrachlorodibenzo-p-dioxin) eli-
cits a time-dependent cells desegregation, which starts
at 24 h of treatment and which is clearly observed
after 48 h. The treated cells adopt a crescent-like shape
and have lost the contacts present in control cells

Figure 1 Dioxin treatment of HepG2 cells dramatically changes cell shape and focal adhesion sites number through an aryl
hydrocarbon receptor (AhR)-dependant mechanism. (a) Phase contrast microscopy of HepG2 cells treated or not with dioxin (25 nM).
Characterized HepG2 clusters are disorganized in the presence of dioxin and cells adopt a crescent-like structure. Scale bar, 10 mm.
(b) Fluorescence microscopy of HepG2 cells treated or not with dioxin (25 nM). After 48 h treatment, HepG2 were fixed and
immunostained with a vinculin antibody, TRITC-phalloidin and 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Dioxin increases the number
of focal adhesion sites characterized by vinculin staining and lamellipodia formation. Scale bar, 10mm. (c) Phase contrast microscopy
of small interfering RNA (siRNA)-transfected HepG2 cells treated or not with dioxin (25 nM). Control siRNA (siC) and AhR siRNA
(siAhR) were used to assess the role of AhR. siAhR transfection significantly reduces the number of crescent-shaped cells observed on
dioxin treatment. Scale bar, 20 mm. (d) Fluorescence microscopy of siRNA-transfected HepG2 cells treated or not with dioxin (25 nM).
siAhR transfection significantly reduces the number of focal adhesion sites and lamellipodia observed on dioxin treatment. Scale bar,
10mm. A full colour version of this figure is available at the Oncogene journal online.
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(Figure 1a). A dose-response experiment confirms that
the modification of cell shape by dioxin starts at 1 nM, is
clear at 10 nM and maximal at 25 nM, which is consistent
with the known affinity of AhR for this pollutant in
humans (data not shown). We next examined the
cytoskeleton reorganization by using immunofluores-
cent actin and vinculin staining to confirm those
preliminary observations. Vinculin is known to interact
with integrins, to modulate focal adhesion structure and
functions, and to have key roles in cell shape control; it
is critical for the control of cell spreading and
lamellipodia formation (Ziegler et al., 2006). A dramatic
increase of the vinculin-containing focal adhesion sites
number and lamellipodia was observed in dioxin-treated
cells together with cell shape changes (Figure 1b). As
dioxin exerts most, if not all, of its effects through AhR
activation, we assessed the contribution of this receptor
by carrying AhR small interfering RNA (siRNA)
knockdown experiments in HepG2 cells (Figures 1c
and d). Although dioxin still modified cell shape and
cytoskeleton organization in control siRNA-transfected
cells, knockdown of AhR (see siRNA effects on
Figure 2d, and see Supplementary information SF2)
dramatically reduced the number of crescent-shaped
cells (Figure 1c) and focal adhesion sites number
(Figure 1d) on dioxin treatment. This confirms that
dioxin and its receptor trigger cellular plasticity and
alter cellular morphology in HepG2 cells.

To identify putative AhR targets involved in these
cellular events, we screened several microarray data
(from our laboratory and from other groups) to monitor
gene expression changes on dioxin treatment of HepG2
cells (Ma and Whitlock, 1996; Frueh et al., 2001;
Marchand et al., 2005) and noted that the Nedd9/Hef1/
Cas-L appeared to be a putative target. As recent data
indicated that this gene could be involved in cellular
plasticity and tumor metastasis, it was important to first
confirm and characterize the modulation of Hef1 by
dioxin and by AhR in HepG2 cells. Figure 2 shows that
dioxin significantly increases Hef1 mRNA and protein
expression (Figures 2a and b) in a dose-dependent and
time-dependent manner. Maximal increase was achieved
at 24-h treatment time and at 10 nM (Figures 2a and b).
This confirms that dioxin induces Hef1 expression in
HepG2 cells. To assess the tissue specificity of Hef1
induction by dioxin in an in vivo context, we measured
Hef1 mRNA levels in several mice tissues on TCDD
treatment; we found that Hef1 mRNA is significantly
induced in the skin, heart, skeletal muscle and liver on
TCDD exposure (data not shown).

Our next goal was to decipher the mechanism
of dioxin-dependant Hef1 induction. We used 5,6-
dichloro-beta-D ribofuranosyl benzimidazole to block
mRNA synthesis and assess Hef1 mRNA half-life.
Figure 3a shows that Hef1 mRNA half-life, measured
by quantitative real-time PCR (RT–PCR), was similar
in control and dioxin-treated cells, suggesting that this
xenobiotic induces Hef1 at the transcriptional level. The
contribution of AhR to this regulation was assessed
using two different approaches; first, we treated the
MDA-MB-231 mammary cells, which do not express

AhR, with dioxin (see Supplementary information SF3).
We did not observe Hef1 mRNA induction as observed
with AhR-expressing HepG2 and MCF-7 cells (Diry
et al., 2006). Next, we performed AhR mRNA knock-
down with our validated siRNAs (Qiagen, Courtaboeuf,
France) (see also Figures 1c and d). A significant
reduction of AhR mRNA levels (40–60%) leads to a
similar decrease in Hef1 and Cyp1A1 mRNA-induced
levels (Figure 3b; and see Supplementary information
SF2). Cytochrome P450 1A1 (Cyp1A1) is one of the
most sensitive and classical markers of AhR activation.
Interestingly, under untreated conditions, Hef1 mRNA
levels were not affected by AhR siRNA transfection
(Figure 3b). Finally, we analysed Hef1 human promoter
using both in silico and in vitro approaches. Promoter
sequence analysis reveals the presence of two putative
consensus dioxin or xenobiotic responsive elements
(XREs) in positions ÿ780 and ÿ648 (XRE1 and
XRE2, respectively) (Figure 3c). We sub-cloned the
ÿ850/þ 4 Hef1 promoter fragment in a firefly luciferase
reporter vector (pGL3 basic vector from Promega,
Madison, WI, USA). Transfection experiments showed
that the Hef1 promoter displayed a four fold activation
by dioxin (Figure 3d). We also observed a significant
1.7-fold activation in MDA-MB-231 cells on transfec-
tion with both AhR and ARNT-expressing vectors (but
not with one of them alone) (See Supplementary
information in SF3B). To confirm our hypothesis, we
carried out chromatin immunoprecipitation experiments
to assay AhR promoter binding. Figure 3e (and

Figure 2 The metastasis marker Hef1 is an aryl hydrocarbon
receptor target. (a) Quantitative real-time PCR of Hef1 mRNA
levels in time-course (left panel) and dose-response (right panel,
48 h) studies of dioxin-treated cells. The single, double and triple
asterisks indicate Po0.05, Po0.01 and Po0.001 respectively,
compared with controls. (b) Western blot analysis and quantifica-
tion of Hef1 protein levels on time-course (left panel) and dose-
response (right panel, 48 h) studies of dioxin-treated cells.
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Supplementary information SF4 for the quantitative
data and a similar experiment on the CYP1A1 promoter
for a positive control) shows that after a 15 or 45min
treatment, dioxin significantly stimulated AhR recruit-
ment to the region encompassing both XREs. Finally,
we tested several AhR ligands on Hef1 mRNA
induction and discovered that benzo(a)pyrene, quercetin
and 3-methylcholanthrene induced Hef1 mRNA expres-
sion (Figure 3f). In conclusion, those experiments show
that Hef1 is a transcriptional target of AhR.

Next, we investigated the role of this metastatic
marker in the cellular changes associated with dioxin-
exposed HepG2 cells by knockdown experiments using
two targeted siRNA (named 143 and 528); we were able
to downregulate dioxin-induced Hef1 expression with
either siRNA (Figure 4a). However, knockdown using
siRNA 528 was more potent particularly in dioxin
treated cells; indeed, siRNA 528 efficiently lowers Hef1
protein expression by >50% (Figure 4b). Interestingly,
on dioxin treatment, we observed a decrease in the
number of cells harboring crescent-like structures in the
presence of siRNA 528 (Figure 4c) and a dramatic
reduction of focal adhesion sites (Figure 4d). Thus, the
downregulation of Hef1 impairs the effects of dioxin on
cell shape and cytoskeleton organization.

We next studied other dioxin-induced cellular and
molecular events related to epithelial–mesenchymal
transition and investigated the role of Hef1 by RNA
interference. First, we measured the expression level of
the classical epithelial marker, E-cadherin in our system.
E-cadherin allows the formation of adherens junctions
in tissues and epithelial sheets. A decrease of this marker

is a hallmark of EMT (Thiery and Sleeman, 2006); in
parallel, we also measured the activity of the stress
kinases, JNK, which are classically phosphorylated by
stress stimuli, loss of cell polarity and cell migration
inducers (Huang et al., 2004). We detected membrane
expression of E-cadherin in HepG2 cells (Figure 5a, left
panel). Interestingly, the staining sharply decreased on
dioxin treatment (Figure 5a, right panel). We then
monitored E-cadherin mRNA and protein levels in
time-course experiments and, again, we were able to
observe, for both samples, a dramatic decrease (o40%
of the initial levels) after a 48-h treatment (Figure 5b).
Earlier time points did not show any changes in
E-cadherin expression. In parallel, we observed an
increase of JNK phosphorylation after a 24-h dioxin
treatment (Figure 5b). Next, we investigated the effect of
AhR and Hef1 siRNA on E-cadherin expression and
JNK activation. Knockdown of AhR (see Supplemen-
tary information SF5) partially restores (82% of control
levels) E-cadherin mRNA expression on dioxin treat-
ment (Figure 5c). Interestingly, Hef1 siRNA 528 exerts
the same effect (Figure 5d). As loss of E-cadherin
expression is one condition that favors migration of
epithelial cells, we tested the effect of dioxin and the
contribution of Hef1 induction on HepG2 migration.
We show that dioxin elicits a twofold increase in cell
migration speed in wound healing assays (Figure 6a);
this effect of dioxin was largely blunted in Hef1 siRNA
528-treated cells (Figure 6a). Under these conditions,
migration speed was close to that of the control
untreated cells. Consistent with our previous observa-
tions, siRNA 528 had no effect on the basal migration

Figure 3 (a) Hef1 mRNA half-life measurement in HepG2 cells in both control and tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) treatment
conditions. (b) Quantitative real-time PCR (RT–PCR) of aryl hydrocarbon receptor (AhR) and Hef1 mRNA levels in AhR small
interfering RNA (siRNA)-transfected HepG2 cells. Control siRNA (siC) was used as control. All the data are representative of at least
three different experiments. Values are expressed as mean±s.e.m. The double and single asterisks indicate Po0.01 and Po0.05,
respectively, compared with controls. (c) Schematic representation of human Hef1 promoter (ÿ850/þ 4) and of both xenobiotic
responsive element (XRE). (d) Assessment of Hef1 promoter activity after HepG2 transfection of a vector containing the ÿ916/ÿ66
promoter region of Hef1 upstream of the firefly luciferase reporter gene. Cells were treated or not with dioxin for 48 h, and an empty
vector was used as control. (e) Chromatin immunoprecipitation experiments carried out on the Hef1 promoter XRE region.
(f) Quantitative RT–PCR of Hef1 mRNA levels on 48 h treatment of HepG2 cells with various AhR ligands (Quer: quercetine; 3MC:
3-methylcholanthrene; BaP: benzo(a)pyrene).
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speed level. The activation of cell migration by dioxin
was confirmed using an additional assay, the Boyden
chamber invasion assay (Figure 6b). Thus, in addition to
its effect on cell shape and cytoskelton organization,
Hef1 seems to be critical for dioxin-mediated effects
on cell migration, E-cadherin expression and JNK
activation.

Discussion

The link that we describe here between AhR activation,
Hef1 induction and cell plasticity may constitute a novel
mechanism of pollutants toxicity, notably during devel-
opment and cancer progression. Historically, AhR
activation has been linked to induced expression of
phase I and phase II xenobiotic enzymes, which
facilitate pollutants and drugs clearance from metazoan
organisms. However, recent studies have unveiled the
regulation of new target genes (Frueh et al., 2001; Diry
et al., 2006). Our experiments now establish Hef1 as an
important member of this ‘new’ AhR target gene family,
as was initially suggested by Frueh et al. (2001). Our
initial observations of HepG2 morphological changes
on dioxin treatment led us to search for dioxin-
upregulated targets, which were putatively involved in

the regulation of cell attachment, adhesion and migra-
tion. This study validates Hef1 as an AhR target for the
first time.

There is now a clear connection between Hef1
expression and cancer progression both from clinical
and experimental studies (Kim et al., 2006; Ji et al.,
2007). Indeed, overexpression of this gene has been
implicated in the regulation of cell migration (O’Neill
and Golemis, 2001; Natarajan et al., 2006; Regelmann
et al., 2006), which might explain its potential role in
cancer progression (Kim et al., 2006; Ji et al., 2007).
Several cellular pathways involving Hef1 have been
described in the past few years that could explain this
phenomenon. First, Hef1 acts as a scaffold protein for
integrin signaling, which regulates cell anchorage and
migration (Seo et al., 2006). Moreover, its ‘organizing’
role on primary cilium and mitotic spindle formation
could also be related to cell differentiation and conse-
quently, cancer development (Pugacheva and Golemis,
2005; Pugacheva et al., 2007). Hef1 expression levels
seem to be critical in order to allow proper function of
those different cell structures. Indeed, depletion of Hef1
by RNA interference leads to abnormal centrosome
formation, whereas its overexpression induces super-
numerary centrosomes and multipolar mitotic spindles
(Pugacheva and Golemis, 2005, 2006). Thus, the

Figure 4 Downregulation of Hef1-induced levels by RNA interference impairs the effects of dioxin on cell shape and cytoskeleton
organization. (a) Quantitative real-time PCR of Hef1 mRNA levels in Hef1 143 and 528 small interfering RNA (siRNA)-transfected
HepG2 cells. Control siRNA (siC) was used as control and dioxin (25 nM) was used to induce Hef1. All the data are representative of at
least three different experiments. Values are expressed as mean±s.e.m. The double and single asterisks indicate Po0.01 and Po0.05,
respectively, compared with controls. (b) Western blot analysis and quantification of Hef1 protein levels on siRNA transfection.
Control siRNA (siC) was used as a transfection control; Hef1 143 and 528 siRNA were specifically used to target Hef1. Dioxin
treatment (25 nM) was carried out 6 h after siRNA transfection. All the data are representative of at least three different experiments.
Values are expressed as mean±s.e.m. The single asterisks indicates Po0.05 compared with controls. (c) Phase contrast microscopy of
siRNA-transfected HepG2 cells treated or not with dioxin (25 nM). Control siRNA (siC) and Hef1 siRNA (Hef1 143 and 528) were
used to assess the role of Hef1. Hef1 528 transfection significantly reduces the number of crescent-shaped cells observed on dioxin
treatment. Black arrows mark lamellipodia. Scale bar, 20 mm. (d) Fluorescence microscopy revealing vinculin (green) or actin (red) of
siRNA-transfected HepG2 cells treated or not with dioxin (25 nM). Hef1 528 transfection significantly reduces the number of focal
adhesion sites and lamellipodia observed on dioxin treatment. Scale bar, 10mm. A full colour version of this figure is available at the
Oncogene journal online.
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observed regulation of Hef1 by AhR may be relevant to
account for developmental and migration-related toxi-
cities of environmental pollutants. These observations
open the possibilities that pollutants could trigger cancer
cell migration and suggest that further studies will be

needed to decipher a potential action of xenobiotics in
the regulation of metastatic progression.

Chronic exposure to AhR ligands is very common,
especially in industrialized countries. Moreover, dioxins
tend to accumulate in adipose and hepatic tissues because

Figure 5 Dioxin-induced Hef1 expression regulates E-cadherin expression and Jun N-terminal kinase (JNK) activation.
(a) Fluorescence microscopy of HepG2 cells treated or not with dioxin (25 nM). After 48 h treatment, HepG2 were fixed and
immunostained with an E-cadherin antibody. Dioxin decreases E-cadherin membrane expression. Scale bar, 10 mm. (b) Quantitative
real-time (RT-PCR) of E-cadherin mRNA levels on time-course studies of dioxin treatment (upper panel); western blot analysis and
quantification of E-cadherin, JNK-P and JNK protein levels on kinetics conditions of dioxin treatment (lower panel). (c) Quantitative
RT-PCR of E-cadherin mRNA levels in aryl hydrocarbon receptor small interfering RNA (siRNA)-transfected HepG2 cells on dioxin
treatment (25 nM). Control siRNA (siC) was used as control. (d) Quantitative real-time PCR of E-cadherin mRNA levels in Hef1 528
siRNA-transfected HepG2 cells (upper panel); western blot analysis and quantification of E-cadherin, JNK and JNK-P protein levels
in Hef1 528 siRNA-transfected HepG2 cells (lower panel). Control siRNA (siC) was used as control and dioxin (25 nM) was used to
induce Hef1. All the data are representative of at least three different experiments. Values are expressed as mean±s.e.m. The double
and single asterisks indicate Po0.01 and Po0.05, respectively, compared with controls. A full colour version of this figure is available
at the Oncogene journal online.
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of their low chemical reactivity and high hydrophobicity;
their long half-life (7–8 years) in humans might be
responsible of long-term effects even after acute contam-
ination. Hef1 upregulation by AhR ligands might not be
critical for the first steps of cancer development, such
as initiation and promotion. However, considering the
clinical observations revealing Hef1 as a marker of
metastatic cells, we hypothesize that its induction by
pollutants in primary tumors might favor cancer progres-
sion. Thus, in addition to their effects on tumor initiation
and promotion, some xenobiotics could trigger cellular
conditions that favor tumor progression, as suggested
here for AhR ligands. In addition, humans and animals
are chronically exposed to complex mixtures of pollutants,
rather than to a single one. Some of these pollutants are
known to act as tumor initiators and/or tumor promoters,
but one can speculate that some xenobiotics may act as
tumor ‘progressors’, possibly in combination with genetic,
inflammatory or nutritional conditions. Although a

variety of endogenous hormones or signaling factors
have been suspected to favor metastasis (Aguirre-Ghiso,
2007), little is known in this field on the effects of
pollutants. Three independent studies examined cyto-
chrome P450 profile expression in different metastatic
tumors and found a significant upregulation of some
AhR-target members, including CYP1B1, CYP2S1 and
aromatase CYP19 (Downie et al., 2005; Kumarakulasing-
ham et al., 2005; Haas et al., 2006), which is in line
with our hypothesis. However, the mechanisms of these
upregulations remain elusive particularly because other
cytochrome P450 genes are also increased. These observa-
tions indicate that additional studies in human popula-
tions exposed to high levels of pollutants are required and
should attempt to correlate such exposure with tumor
aggressiveness and metastasis.

The cellular effects of dioxin that we describe here
have been observed in the context of a cancerous human
cell line. It is unclear at this stage whether dioxin and the

Figure 6 (a) Dioxin-induced Hef1 expression regulates cell migration. HepG2 confluent cell monolayers were subjected to a wound-
healing assay to monitor cell motility. Hef1 528 transfection was carried out 1 day after cell seeding and dioxin treatment 6 h after
transfection. Vehicle- or tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD)-pretreated cells were wounded in serum-free medium using a standard
200ml pipette tip. The wounded areas were photographed at different time points. Quantification of cell migration speed was carried
out and results are presented in the right part of the panel. Dioxin significantly increases HepG2 cells migration speed, whereas
impairment of Hef1 induction by RNA interference significantly reduces it. Scale bar, 75 mm. (b) Effect of TCDD on HepG2 cell
invasiveness. Cells were grown in a Biocoat Matrigel invasion chamber and treated or not with 25 nM TCDD. After 48 h, cells that
invaded through the filters were fixed, stained with crystal violet and counted under the microscope. All the data are representative of
at least three different experiments. Values are expressed as mean±s.e.m. The single and triple asterisks indicate Po0.05 and
Po0.001, respectively, compared with controls.
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human AhR would activate in vivo cell migration under
any physiological or pathological conditions. In this
regard, it is interesting to note that the invertebrate Ahr,
specifically in Caenorhabditis elegans and Drosophila,
does not seem to mediate response to xenobiotics but is
rather at least partially implicated in determining
neuronal fate and migration, which is in line with our
observations (Crews and Brenman, 2006; Qin et al.,
2006; Wernet et al., 2006; McMillan and Bradfield,
2007). Studies of rodent AhR lead to a more balanced
view of its functions (McMillan and Bradfield, 2007).
Indeed, although AhR knockout mice exhibit develop-
mental defects, these defects are not evidently due to a
lack of epithelial to mesenchymal transition. In fact, it
has been reported that one of the classical plasticity
markers, transforming growth factor-b, is actually
downregulated by dioxin and AhR activation in
experimental setups in rodents (Puga et al., 2005). At
this stage, in analogy with the endocrine disrupting
concept of environmental pollutants, we speculate that
dioxin activation of AhR might lead to a disruption of
endogenous AhR signaling and that dioxin-activated
AhR acts essentially as a cellular transition modulator,
favoring cell migration and EMT as we have shown in
this study, but also altering some plasticity-related
developmental processes in other contexts.

Materials and methods

Cell culture
Human hepatoblastoma HepG2 and mammary MDA-MB-
231 cells were cultured at 37 1C in Dulbecco’s minimal essential
medium (DMEM) complemented with nonessential amino
acids, supplemented with 10% fetal bovine serum, 200U/ml
penicillin, 50 mg/ml streptomycin (Invitrogen, Cergy-Pontoise,
France) and 0.5mg/ml amphotericin B (Bristol-Myers Squibb
Co., Stamford, CT, USA) in a humidified atmosphere in 5%
CO2. One day before treatment with various concentrations of
TCDD, cells were cultivated in DMEM without phenol red
supplemented with 3% charcoal-treated (desteroized) calf
serum and maintained in this medium during all treatments.
TCDD was purchased from LCG Promochem (Molsheim,
France). Benzo(a)pyrene, 3-methylcholanthrene and quercetin
were purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, US).
Photographs were taken with an inverted microscope (Nikon
TMS-F, 301655, Nikon FRANCE SAS, Champigny sur
Marne, France) equipped with a digital camera (Nikon Digital
shot DS-L1).

HEF1 mRNA half-life measurement
On day 1, HepG2 cells were seeded at 400 000 cells per well (in
6-well plates) in complete DMEMmedium (see above). On day
2, cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS) and
medium was changed for red phenol-free DMEM supplemen-
ted with 3% desteroidized fetal bovine serum, 200U/ml
penicillin, 50 mg/ml streptomycin and 0.5mg/ml amphotericin
B. Cells were treated with 25 nM TCDD. Twenty-four hours
later (on day 3), cells were treated with 100 mM 5,6-dichloro-
beta-D ribofuranosyl benzimidazole (Sigma-Aldrich) and
lysates were recovered for each mentioned time points (2, 4,
6 and 10 h) using the RNeasy mini kit (Qiagen) (see also
below). Quantitative RT–PCR was then carried out (see also
below).

siRNA transfection
One day before transfection, HepG2 cells (4� 105 cells per
well) were seeded in 6-well plates. Twenty-four hours later, the
medium was replaced by DMEM without phenol red
supplemented with 3% charcoal-treated (desteroized) calf
serum and cells were then transfected with 5 nM siRNA, using
the HiPerfect transfection reagent (Qiagen) according to the
manufacturer’s protocol. For Hef1 experiments, after 8 h of
incubation at 37 1C, medium was replaced and cells were
treated or not with 25 nM TCDD. Seventy-two hours after
transfection, RNA and protein purification or cell immuno-
fluorescence were carried out. For AhR experiments, cells were
treated with 25 nM TCDD 16h after transfection and extrac-
tion or immunostaining were performed 48 h after transfec-
tion. siRNA references and/or sequences (Qiagen) are:
siHef1 528: Hs_NEDD9_1_HP (ref: SI00657363); siHef1

143: Hs_NEDD9_4_HP (ref: SI00657384); siAhR1:
Hs_AHR_5_HP Validated siRNA (ref: SI02780148); si
AhR2: Hs_AHR_6_HP Validated siRNA (ref: SI03043971);
siControl: GFP Custom siRNA (ref: 1027020).

Reporter assays
The ÿ850/þ 4 human Hef1 promoter (NM_182966.2) was
amplified by PCR and ligated in the polylinker sequence of
pGL3 basic vector (Promega). Transfection experiments were
carried out as follows: cells were seeded on 6-well plates
(3� 105 cells per well), then 24 h later, the medium was
replaced with DMEM without phenol red supplemented with
3% charcoal-treated calf serum and transfection experiments
were carried out with lipofectamine (Invitrogen) according to
the manufacturer’s instructions. pCT131 empty vector was
used as sequence control and pglob-Renilla luciferase as
transfection control. Cells were treated 24h after transfection
with 25nM dioxin. After an overnight incubation, cells were
homogenized for enzymatic assays with phosphate lysis buffer
(Promega). A dual luciferase assay (firefly and Renilla) was
carried out with a Promega kit and a luminometer. The RL assay
was used to normalize the transfection efficiency in all culture
dishes. Blanks were obtained by assaying luciferase activity in
mock-transfected cells. For the MDA-MB-231 experiments, we
used similar transfection conditions with, in addition to the
HEF1 promoter construct, 100ng of empty, human AhR- or
human ARNT-expressing vectors per well (a generous gift of Dr
J-F Savouret, INSERM UMR-S 747, France).

Chromatin immunoprecipitation
The detailed protocol is provided as a Supplementary
Information (SI-1).

Wound-healing assay
HepG2 cells (1� 106 cells per well) were seeded on 6-well
plates. Twenty-four hours later, the cells were cultivated in
DMEM without phenol red supplemented with 3% charcoal-
treated calf serum overnight and transfected with siHef1 528 or
control as previously described. Six hours later, cells were
treated with 25 nM dioxin. Twenty-four hours after transfec-
tion, HepG2 were wounded in serum-free medium, 1% bovine
serum albumin (BSA) with a sterile 200ml pipette tip to remove
cells. After washing away suspended cells, treatment with
25 nM TCDD was continued. The progress of migration was
photographed (after identification of each wounded zone) in
six regions, immediately and during 2 days after wounding
(0 h–24 h–48 h), using an inverted microscope (Nikon TMS-F,
301655) equipped with a digital camera (Nikon Digital shot
DS-L1).

Dioxin regulates Hef1 metastatic marker expression

L-C Bui et al

3649

Oncogene



RNA extraction, reverse transcription and quantitative
RT–PCR
Total RNAs were extracted using the RNeasy mini kit
(Qiagen) as described by the manufacturer and quantified
with a spectrophotometer (ND-1000 Nanodrop, NanoDrop
products, Wilmington, DE, USA). Reverse transcription
was carried out on each RNA sample (2 mg) using the
cDNA High-Capacity Archive kit from Applied Biosystems
(Courtaboeuf, France) in a final reaction volume of 50 ml
according to the manufacturer’s instructions. All specific
oligonucleotides were designed using the OLIGO Explorer
software (Molecular Biology Insights, Inc, Cascade, CO,
USA). Gene-specific primers used for RT–PCR reactions are
HEF-1: forward 50-TGAGAGGCAACAGAAAGAGC-30 and
reverse 50-GAGAAGGGAAATGAAATGGG-30; E-Cad: for-
ward 50-CAGAGGGAGGATTTTGAGC-30 and reverse
50-GTGAAGGGAGATGTATTGGG-30; AhR: forward
50-ACATCACCTACGCCAGTCGC-30 and reverse 50-TCTA
TGCCGCTTGGAAGGAT-30; CYP1A1: forward 50-GACCA
CAACCACCAAGAAC-30 and reverse 50-AGCGAAGAATA
GGGATGAAG-30, and for control RPL13A: forward
50-CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA-30 and reverse
50-GAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA-30. Oligonucleo-
tides were obtained from Qiagen (Les Ulis, France). Quanti-
tative RT–PCR was carried out with 40 ng of the cDNA,
300 nM of each primer and ABsolute QPCR SYBR Green
(Abgene, Villebon sur Yvette, France) to a final volume of
10 ml. Quantitative RT–PCR measurements were carried out
on an ABI PRISM 7900HT Sequence Detection System
(Applied Biosystems). PCR cycles were proceeded as follows:
Taq activation (15min), denaturation (15 s, 95 1C), and
annealing and extension (1min, 60 1C). The melting-curve
analysis showed the specificity of the amplifications. Threshold
cycle, which inversely correlates with the target mRNA level,
was measured as the cycle number at which the reporter
fluorescent emission appears above the background threshold.
The relative mRNA levels were estimated using the delta–delta
method with RPL13A as reference gene. The PCR primer,
RPL13A, was designed using Oligo Explorer software and its
quantitative reverse transcription–PCR was carried out with
Absolute quantitative PCR SYBR Green.

Immunoblotting
Whole-cell lysates were prepared from HepG2 cells in M-PER
mammalian protein extraction reagent containing protease
and phosphatase inhibitor cocktail (Sigma). Equal amounts of
total protein were separated by SDS–polyacrylamide gel
electrophoresis and transferred onto nitrocellulose mem-
branes. Blots were probed with primary antibodies that
recognize HEF-1 (ImmuQuest, IQ297, 1:5000, North York-
shire,UK), E-cadherin (Cell Signaling, 4065, 1:1000, Danvers,
MA, USA), phosho-SAPK/JNK (Cell Signaling, 9251,
1:1000), SAPK/JNK (Cell Signaling, 9252, 1:1000) and actin
(Abcam, ab37063, 1:10000, Paris, France). Signals from
immunopositive bands were visualized on X-ray film using
alkaline phosphatase-linked secondary antibody (Applied
Biosystems, T2191 or T2192, 1:20000) and an enhanced
chemiluminescence system CDP-Star (Applied Biosystems).
Quantifications were carried out with ImageJ freeware (http://
rsb.info.nih.gov/ij/) after scanning of the different blots.

Immunofluorescence
Different antibodies were used: mAb anti-HEF1 (clone 2G9,
ImmuQuest), mAb anti-vinculin (clone hVIN-1, Sigma) and
mAb anti-E-cadherin (clone 36, BD Transduction Labora-
tories, San Jose, CA USA). HepG2 cells were seeded on glass

coverslips 72 h before being processed for immunofluorescence
(B5� 105 cells per well in 6-well plates). Treatments with
TCDD (25 nM) were carried out for 48 h in DMEM without
phenol red and supplemented with 3% charcoal-treated calf
serum. For immunofluorescence, all steps were carried out at
room temperature. The coverslips were washed twice in 1�
PBS and then fixed with 4% paraformadehyde for 10min. The
cells were permeabilized for 10min in 0.5% PBS–Triton and
incubated in 1% PBS–BSA for 10min. The primary antibody
incubations were carried out for 1 h at room temperature at a
dilution of 1:50 (HEF1), 1:400 (vinculin) and 1:100 (E-
cadherin) in 1% PBS–BSA. Secondary antibody (Alexa Fluor
488 dye-conjugated anti-mouse antibody, Invitrogen SARL,
Cergy-Pontoise, France) was diluted in 1% PBS–BSA and
incubated with the slides for 1 h at room temperature. For
actin staining, TRITC-conjugated phalloidin was included
during incubation with the secondary antibody. The coverslips
were sealed by Vectashield mounting medium (Abcys,
Paris, France) for fluorescence with 4,6-diamidino-2-pheny-
lindole (Vector Laboratories, Inc, Burlingame, CA, USA) and
images were acquired using Nikon Eclipse TE-2000 E
microscopy. Deconvolution and 3D reconstitution was applied
using Autoquant imaging Autodeblur version X 1.4.1
(AutoDebur & Autovisualize, Mediacybernetics, Bethesda,
MD, USA).

Matrigel invasion assay
Cell invasion was measured using matrigel-coated film insert
(8-mm pore size) fitting into 24-well invasion chambers
(Beckon-Dickinson Bioscience, Franklin Lakes, NJ, USA).
HepG2 cells (5� 104), which were resuspended in 500ml
DMEM without phenol red and supplemented with 1%
BSA, were added to the upper compartment of the invasion
chamber in presence or absence of 25 nM TCDD. Medium
containing 10% FBS in presence or absence of 25 nM TCDD
was placed in the lower compartment of the invasion chamber
to act as a chemoattractant. After 48-h incubation at 37 1C in
a 5% CO2 incubator, the non-invading cells on the upper
surface of the filter was wiped off using cotton swabs. Cells
that invaded through the filters were fixed, stained with crystal
violet and counted under the microscope by selecting four
fields per filter (� 20 magnification). Values obtained were
calculated by averaging the total number (four fields of each
triplicate filter).

Statistical analysis
All the data are representative of at least three different
experiments. Values are expressed as mean±s.e.m. Statistical
analysis was carried out using successively the Mann–Whitney’s
U-test (nonparametric comparison of two independent series)
or H Kruskal–Wallis test (nonparametric comparison of k
independent series) followed by a one-factor analysis of variance
test (parametric comparison of k independent series).
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1. Introduction

The Ras signaling pathway is involved in cell growth and

differentiation. Mutations in the Ras proto-oncogene have been

described in a large variety of human malignancies [1]. These

mutations result in a constitutively active Ras protein, which is one

of the most common Ras dysregulations in cancers [1,2]. Three

different Ras genes encoding the H-Ras, K-Ras and N-Ras 21 kDa

proteins were discovered 30 years ago [1,3]. The activated Ras

proteins physically associate with and activate Raf-1, a serine/

threonine kinase which triggers a kinase cascade that results in the

activation of the extracellular signal-regulated protein kinases

(ERKs of the MAPK family). Ras acts as a functional hub by

activating multiple downstream pathways that participate in cell

growth and differentiation. The activity of Ras is regulated by two

sets of proteins: guanine-nucleotide exchange factors (GEFs) and

GTPase-activating proteins (GAPs). GEFs stimulate the release of

the Ras boundGDPwhich then allows GTP to bind and activate Ras.

Conversely, GAPs stimulate Ras GTPase activity and lead to the

basal GDP-bound state.

Several pathways, which lead to the active Ras state, have been

described in mammalian cells. The best-characterized pathway

employs the activation of tyrosine kinase receptors to elicit binding

of various proteins to the phosphorylated receptor, most notably

the growth factor receptor bound 2 (Grb2) protein bound to the

guanine nucleotide exchange factor SOS1. The complex is targeted

to the plasma membrane, allowing the GEF function of SOS1 to

activate Ras by GDP/GTP exchange [4–6]. SOS1 can activate other

GTP-binding proteins [4] and other effectors also control Ras

activity. The most extensively characterized non-physiological

conditions under which increased SOS activitiy has been observed

result from gain of function mutations. For example, SOS1
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mutations have been described in the Noonan syndrome, a

developmental disorder that is characterized by short stature,

facial dysmorphia, congenital heart defects and skeletal anomalies

[7,8]. These gain of function mutations, which lead to the

activation of Ras and were the first examples of activating GEF

mutations associated with human disease. Surprisingly, the

implications of increased expression of SOS proteins have not

been addressed and little is known about the regulation of the gene

promoter.

Dioxin is a member of the polychlorinated dibenzo dioxins

(PCDD) family which is a class of highly persistent environmental

contaminants. 2,3,7,8-tetrachlorodibenzodioxin (TCDD), the

most extensively characterized dioxin, has been classified in

1997 as a ‘‘human carcinogen’’ by the International Agency for

Research on Cancer (IARC) [9]. This pollutant is the ligandwith the

greatest affinity for the Aryl Hydrocarbon Receptor (AhR). TCDD

via the AhR, induces various toxicities including chloracne,

wasting syndrome, teratogenicity, immunotoxicity, neurotoxici-

ty, tumor promotion and carcinogenesis [10]. The AhR is a

cytosolic, ligand-activated transcription factor which, upon

activation, translocates to the nucleus where it forms a hetero-

dimer complex with AhR nuclear translocator (ARNT). This

complex binds to specific xenobiotic responsive elements (XRE)

which are characterized by a 50-GCGTG-30 consensus core and

induces specific target genes which include xenobiotic metabo-

lizing enzymes (XME) such as the cytochrome P450 (CYP) 1 family

[11]. In addition to detoxification functions, the activation of this

receptor has been shown to elicit diverse cellular effects including

cell proliferation [12,13]. These cellular alterationsmightmediate

part of the long-term toxicity of the AhR ligands in animals and

humans [14]. Indeed, AhR-null mice display several defects of

development and proliferation including thymus and liver

hypotrophy [15]. Numerous studies using AhR defective cells or

AhR invalidating strategies have clearly established a role for this

receptor in cell cycle regulation and proliferation [16]. The

dysregulation of these cellular pathwaysmay disrupt normal fetal

development and favor cancer progression. The AhR gene targets

that are involved in the proliferative effects of this receptor are not

completely identified. To this end, we have examined large-scale

toxicogenomic analyses of dioxin effects and focused on

regulatory proteins that control cellular growth, in particular,

the main mediator of Ras activation, SOS1.

In the present work, we investigated, for the first time, the

regulation of the previously uncharacterized SOS1 gene promoter

by the AhR and its ligands in the human hepatocarcinoma cell line,

HepG2. We show that several environmental pollutants (AhR

ligands) induce SOS1 gene expression via increased transcription.

Moreover, considering the critical role of SOS1 in controlling Ras

activity, we also demonstrate that induction of SOS1 by AhR

ligands leads to a predominant Ras-GTP state, to MAPK activation

and to cell growth. The results point towards SOS1 gene induction

as being a critical step for the carcinogenic effects mediated by

dioxins.

2. Materials and methods

2.1. Cell culture

Human hepatocarcinoma HepG2 cells were cultured in

Dulbecco’s minimal essential medium (DMEM, Invitrogen,

Cergy-Pontoise, France) supplemented with nonessential amino

acids and containing 10% fetal bovine serum, 200 U/mL penicillin,

50 mg/mL streptomycin (Invitrogen) and 0.5 U/mL amphotericin B

(Bristol-Myers Squibb Co., Stamford, CT) at 37 8C in a humidified

atmosphere of 5% CO2 in air. The day before with the addition of

various concentrations of TCDD, cells were cultured in DMEM

without phenol red and supplemented with 3% charcoal-treated

(desteroidized) calf serum. Cells were maintained in this medium

during all the treatments except for the proliferation studies. TCDD

was purchased from LCG Promochem (Molsheim, France).

Benzo(a)pyrene, and quercetin were purchased from Sigma–

Aldrich (St Louis, United States).

2.2. RNA extraction, reverse transcription and quantitative RT-PCR

Total RNAswere extractedusing the RNeasymini kit (Qiagen, Les

Ulis France) and reverse transcriptionwas performedwitheachRNA

sample using the cDNA high-capacity archive kit (Applied Biosys-

tems, Courtaboeuf, France) as previously described [17]. Specific

oligonucleotides were designed using the OLIGO Explorer software

(MolecularBiology Insights, Inc., Cascade, CO).Gene specificprimers

used for the real time PCR were: SOS1: forward 50-TGAGAGGCAA-

CAGAAAGAGC-30 and reverse 50-GAGAAGGGAAATGAAATGGG-30;

AhR: forward 50-ACATCACCTACGCCAGTCGC-30 and reverse 50-

TCTATGCCGCTTGGAAGGAT-30; RPL13A: forward 50-CCTGGAGGA-

GAAGAGGAAAGAGA-30 and reverse 50-GAGGACCTCTGTGTATTTGT-

CAA-30. Oligonucleotideswere obtained from (Qiagen). Quantitative

RT-PCRwas carried out in a 10mL reaction volume containing 40 ng

of cDNA, 300 nMof each primer and ABsoluteTMQPCR SYBR1Green

(Abgene, Villebon sur Yvette, France). Quantitative RT-PCR mea-

surementswereperformedonanABI Prism7900 SequenceDetector

system (Applied Biosystems). PCR cycles consisted of the following

steps: Taq activation (15 min, 95 8C), denaturation (15 s, 95 8C) and

annealing and extension (1 min, 60 8C). The threshold cycle (Ct),

which is inversely correlated to the amount of target mRNA, was

measured as the number of cycles forwhich the reporter fluorescent

emission first exceeds the background. The relative amounts of

mRNA were estimated using the DDCt method with RPL13A as

reference.

2.3. Immunoblotting

Whole cell lysates were prepared as previously described [17]

from HepG2 cells with M-PER1, Mammalian Protein Extraction

Reagent, containing protease and phosphatase inhibitor cocktails

(Sigma–Aldrich, St Louis, United States). Equal amounts of total

protein were separated by SDS-PAGE and transferred onto

nitrocellulose membranes (GE Healthcare, Orsay, France). The

membranes were probed with primary antibodies recognizing

SOS1 (Upstate, Molsheim, France, 07-337, 1:2000), Actin (Abcam,

Paris, France ab37063, 1:10000), AhR (Abcam, ab2770, 1:1000),

ERK-Phosphorylated (Cell signaling, Saint Quentin en Yvelines,

France 9101, 1:2000), ERK (Cell signaling, 4695, 1:2000) and Ras

(Upstate 05-516, 1:10000). Immunoreactive bands were detected

with X-ray film using alkaline phosphatase-linked secondary

antibody (Applied biosystems, T2191 or T2192, 1:20000) and an

enhanced chemiluminescence system CDP-Star1 (Applied biosys-

tems). Relative Quantification of the amount of immunreactive

material was performed with ImageJ freeware (http://rsb.info.-

nih.gov/ij/).

2.4. SOS1 mRNA half-life measurement

On day 1, HepG2 cells were seeded at 400,000 cells/well (in 6-

well plates) in complete DMEM medium (see above). On day 2,

cells were washed with PBS and the medium was replaced by red

phenol-free DMEM supplemented with 3% desteroidized fetal

bovine serum, 200 U/mL penicillin, 50 mg/mL streptomycin and

0.5 mg/mL amphotericin B. Then TCDD dissolved in medium

(1mM). Fifty microlitre was added to the cells medium to give a

final concentration of 25 nM. Twenty-four hours later (on Day 3),

cells were treated with 100 mM DRB (5,6-dichloro-beta-D ribofur-
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anosyl benzimidazole, Sigma–Aldrich) and lysates were extracted

at 0, 2, 4, 6, 10 and 12 h after the addition of DRB using the RNeasy

mini kit (Qiagen) Quantitative real-time PCR was then performed.

2.5. In silico analysis and primer extension

In silico analysis was performed with MatInspector1 software

(Genomatix, Munich, Germany) to identify all the potential

consensus responsive elements in the promoter. For the primer

extension study, total RNAs were extracted using the RNeasy mini

kit (Qiagen) as described. Primer extension experiments were

performed with the Primer Extension System-AMV Reverse

Transcriptase kit (E3030, Promega, Charbonnières les Bains,

France). Positive and negative controls are provided with the Kit

from Promega. A specific primer was designed (+100 50-

GGGACCCCGCTTCCCGGCCGCAGC-30 +123) (+ 1 refers to transla-

tion start site) and labeled with [g32P]ATP (Easytides,

BLU502A001MC, PerkinElmer, Courtaboeuf, France). The reverse

transcription product was separated on a denaturing acrylamide

gel. After migration, radioactive bands were visualized with a

phosphorimager (STORM 580).

2.6. siRNA transfection

The day before the transfection, HepG2 cells (4� 105 cells/well)

were seeded in 6-well plates. The medium was replaced the day of

the transfection by DMEM, without phenol red, supplementedwith

3% charcoal-treated (desteroidized) calf serum. Cells were then

transfected with 20 nM SOS1 siRNA, using the Lipofectamine 2000

transfection reagent (Invitrogen) according to the manufacturer’s

protocol and with 5 nM AhR siRNA using the HiPerfect transfection

reagent (Qiagen) according to themanufacturer’s protocol. For SOS1

and AhR experiments, the medium was replaced after 24 h of

incubation at 37 8C and cells were treated or not with 25 nM TCDD.

RNA and protein purification were carried out 48 h after the

transfection. siRNA references and/or sequences (Qiagen) were

� siSOS1: Hs_SOS1_5_HP Validated siRNA (ref: SI02655121)

� siAhR: Hs_AHR_5_HP Validated siRNA (ref: SI02780148)

� siControl: GFP Custom siRNA (ref: 1027020)

2.7. Reporter assays

pGLuc basic vector (New England Biolabs, Ipswich, MA) was

digested with BglII and HindIII restriction enzymes (New England

Biolabs). For the construction of the SOS1 promoter (AF 106953) the

ÿ2200, +37 region;(+ 1 refers to the translation start site) was

amplified using the following primers: ÿ2200 50-CTTAGATC-

TAAGTGGGGAGTTTTTCAAATGT-30
ÿ2170 and +37 50-AAGCTTTCG-

CTGAAAAACTCGTAGGG-30 +17. The PCR product was cut with the

same restriction enzymes. Transfection experiments were per-

formed as described in siRNA transfection paragraph, using 1mg of

plasmid. The empty pGLuc basic vector (New England biolabs) was

used as transfection control. Twenty-four hours after the transfec-

tion, 50mL supernatant (containing the secreted luciferase) were

collected and themediumwas changed. The cells were then treated

or not with 25 nM TCDD as described above. The supernatant was

thenharvestedat0, 6, 24and48 hafterTCDDtreatment.A luciferase

assay (Gaussia) was performed with a New England Biolabs kit

(E3300L) and a luminometer (Lumat LB9507, Berthold, Thoiry,

France).

2.8. Chromatin immunoprecipitation

HepG2 cells were seeded into 150-mm-diameter dishes

(approximately 20 � 106 cells per dish) 48 h before being pro-

cessed for ChIP as previously described [17]. Treatment with TCDD

(25 nM)was performed, as described above, for 15- and for 45 min.

We used a ChIP-grade antibody from BioMol (anti-AhR antibody,

Cat SA-210, BioMol, Plymouth Meeting, Pennsylvania, USA) ChIP

DNA was analysed by quantitative PCR using the specific primers

covering the region betweenÿ984 andÿ801 bp of the human Sos1

promoter region (forward primer: 50-GGTTTCGTGACAGAGCACCT-

30 and reverse primer 50-TAAAGAGGCTCCCCATTGTG 30) and non-

specific primers (forward primer: 50-TGGGGTAGACTGTGGCAGA-30

and reverse primer 50-GGCTAAGGATTCAGCAGCAA-30).

2.9. Ras activity

On day 1, cells were seeded at approximately 15 million cells

per 175-cm2 plate. Twenty-four hours later (day 2), the medium

was changed and siRNA SOS1 transfection was performed (see

above). On Day 3, the medium was changed and TCDD (25 nM)

was added as previously described. On day 4, the medium was

replaced with a medium without serum containing or not TCCD

(25 nM). On day 5, cells were lysed in Magnesium Lysis Buffer

(MLB, Upstate) containing protease and phosphatase inhibitor

cocktails (Sigma). Equal amounts of total protein extracts,

treated or not, were incubated with Raf-RBD GST beads

(Cytoskeleton, Le Perray en Yvelines, France RF-02A), to retain

only the active form of Ras, (Ras-GTP) following the manufac-

turer’s recommendations (Upsate). The recovered proteins were

separated by SDS-PAGE (see above) and western blots (Ras

antibody) were performed. Moreover, we used GTP gamma-S as

a positive control and GDP as a negative control (Upstate).

2.10. Cell growth

On day 1, cells were seeded at 30,000 cells/well (in 6-well

plates) in complete DMEM medium (see above). On day 4, siRNA

SOS1 and siRNA AhR transfection was performed (see above). On

day 5, cells were treated with TCDD (25 nM) as above. For each

condition, the number of cells per well was counted at times

corresponding to 0, 24 and 48 h of TCDD treatment. For cell

counting, cells in each well were trypsinised with 150mL of

Trypsine-Versene (Invitrogen), which was neutralized, with

150mL of complete medium.

2.11. Statistical analysis

The data result from at least three independent experiments.

The results were expressed as the mean � standard error. Differ-

ences between groups were analyzed by U Mann–Whitney’s test

(nonparametric comparison of 2 independent series) or H Kruskal–

Wallis’s test (nonparametric comparison of k independent series)

followed by a 1-factor ANOVA test (parametric comparison of k

independent series). A p-value < 0.05 was considered as statistically

significant.

3. Results

TCDD is known to promote cellular proliferation and cell cycle

progression in different cellular models. Since several toxicoge-

nomic large-scale studies, including our own, were performed in

the human hepatocarcinomaHepG2 cell line and since this cell line

exhibits high levels of AhR expression, we used the HepG2 cells for

our gene regulation studies. As will be shown later in this article,

TCDD elicited a 20% increase in the number of cells during the

exponential phase of growth. Thus, the HepG2 cells constitute an

appropriate model to investigate the molecular mechanisms of

TCDD-elicited cellular proliferation.
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3.1. Effect of dioxin treatment on SOS1 mRNA and protein levels in

HepG2 cells

In a large-scale gene expression study, SOS1 mRNA was found

to be induced by TCDD [18]. First, we validated those observations

in HepG2 cells. We performed kinetic and dose–response

experiments and we extracted both total RNA and total protein.

SOS1 expression was assessed using both quantitative real-time

PCR (Fig. 1A and C) and immunoblotting (western blots) (Fig. 1B

and D). Dose–response experiments showed that TCDD up-

regulated SOS1 mRNA expression (Fig. 1A) and protein level

(Fig. 1B and Supplementary Fig. 1A). The response was significant

for concentrations higher than 10 nM TCDD. Consequently, 25 nM

TCDDwas used in the following experiments. This concentration of

TCDD is within the usual concentration range used to treat human

cells (5–100 nM). Fig. 1C and D and Supplementary Fig. 1B show

that SOS1was significantly up-regulated by 25 nMTCDD in a time-

dependent manner. In addition to HepG2 cells, we have also

observed a significant up-regulation of SOS1 mRNA in several

mouse tissues (C57/Bl6) following TCDD treatment (Supplemen-

tary Fig. 2). These results indicate that SOS1 is up-regulated upon

TCDD treatment and suggest that the SOS1 gene might be an AhR

transcriptional target.

3.2. SOS1 mRNA and protein induction is AhR-dependent

We examined the contribution of the Ah Receptor using

different AhR ligands including TCDD, Benzo(a)pyrene and

quercetin (Fig. 2A) and a RNA interference knock down strategy

(Fig. 2B–D). Fig. 2A shows that the AhR ligands, 25 nM TCDD and

5mM BaP, significantly increased SOS1 mRNA; although an

increase in SOS1 mRNA was also observed after treatment of cells

with 25 mM Quercetin, this increase was not significant. We then

knocked down AhR expression using specific siRNA (Fig. 2B),

which decreased AhR mRNA by approximately 60–70% (Fig. 2B).

AhR levels remain knock-downed throughout the time course of

the experiment (Supplementary Fig. 3). Fig. 2C and D shows that

AhR siRNA treatment elicited a statistically significant 50%

decrease in both SOS1 mRNA and protein induction by TCDD. In

this experiment, we did not expect to completely knock-down AhR

levels butwe aimed to correlate the relationship between both AhR

and SOS1 levels; we observed such a correlation (AhR by the time

of treatment, 0 h, 50% decreased levels and SOS1 at the end of the

experiment, 50% decrease) and also a 60% decrease in CYP1A1

induction which is classically measured to prove AhR activation

(data not shown). These experiments demonstrate that the

activated AhR regulates SOS1 mRNA and protein levels.

3.3. The SOS1 gene promoter is a direct target of the AhR

To further characterize the mechanism of SOS1 induction by

TCDD,we blocked RNApolymerase II withDRB andmeasured SOS1

mRNA levels upon TCDD treatment, as well as under untreated

conditions. Fig. 3 shows that the rate of SOS1 mRNA decline was

not significantly different in treated and untreated conditions

suggesting that a decreased rate of SOS1 mRNA degradation is not

involved in the TCDD up-regulation of SOS1 mRNA (Fig. 3A). Very

recently, the exon-intron structure of the SOS1 gene was displayed

in the Pubmed Ace View Database. Exon 1 is shown to start 280

bases upstream of the translation start site for the longest variant.

Other mRNA variants differing in the length of the 50 ends have

been found in different tissues but little information was given on

their abundance. To further define the length of the 50 UTR in our

cell line model, we performed a primer extension study, which

confirmed the presence of a major start site approximately 150 bp

upstream from the translation start site, which is in line with the

displayed gene structure (data not shown). A minor transcription

start site was also observed downstream from the major one,

[(Fig._1)TD$FIG]

Fig. 1. SOS1 is a target of TCDD in human hepatocarcinomaHepG2 cells. (A) Quantitative real-time PCR (A, C) andwestern blot analysis (B, D) of SOS1mRNA and protein levels

as a function of TCDD concentration (0–100 nM, 48 h) (A and B) and as a function of time (0–48 h, 25 nM TCDD) (C and D) in human hepatocarcinoma HepG2 cells. Relative

mRNA levelswere calculated using controls values (0 nM for A or 0 h for C) as references. Actinwas used as a loading control forwestern blots. **, p < 0.01 as compared to non-

treated controls (n > 3).
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which isnot surprising in thisGC-richpromoter. Thenweperformed

aMatInspector1 analysis of the 2200 base pairs located upstreamof

the transcription start sites to identify consensus AhR sequences

(Xenobiotic Responsive Elements or XRE); Fig. 3B shows the

positions and the sequences of 2 putative XREs (AhR binding).

Several experiments were carried out in order to determine

whether the SOS1 gene promoter is a direct target of the AhR,

including luciferase reporter gene assays (Fig. 4A and B) and

Chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays using a specific AhR

antibody (Fig. 4C). We subcloned the (ÿ2200/+37) fragment of the

SOS1 gene promoter (which includes the two putative XREs)

upstream of the Gaussia luciferase reporter gene. The activity of

this gene product can be readily monitored in the medium.

Following transfection with this recombinant reporter gene

plasmid, HepG2 cells were treated with TCDD and the medium

was recovered at different time points for luciferase assay

(Fig. 4A). A significant increase in luciferase activity can be

observed 24 and 48 h following TCDD treatment. These experi-

ments confirm that the (ÿ2200/+37) SOS1 gene fragment exhibits

promoter activity as compared to the empty vector (Fig. 4B), and

suggest that this gene promoter fragment mediates part of the

inducing effect of TCDD. Similar experiments were performed in

control siRNA and AhR-siRNA treated cells (Fig. 4B).We observed a

similar 2- to 3-fold increase in the activity of the SOS1 gene

promoter in siControl-transfected cells upon TCDD treatment.

However, basal and induced SOS1 promoter activities were

significantly reduced in AhR-depleted cells suggesting a contribu-

tion of this receptor to SOS1 gene promoter activation.

Finally, we performed a Chromatin immunoprecipitation

experiment using a SOS1 promoter fragment (ÿ984/ÿ801) to

confirm the direct binding of AhR to the endogenous SOS1 gene

promoter (Fig. 4C). AhR antibody and real-time PCR were used to

provide a quantitative measurement of receptor binding. Cells

were treated for 15 and 45 min with TCDD. Several controls were

used for the experiments (inputs, mock antibody). We observed a

time-dependent, specific and potent increase of AhR binding to the

SOS1 gene promoter. Altogether, these experiments clearly show

that the TCDD-mediated transcriptional regulation of the SOS1

gene is related to the rapid direct binding of the AhR to the

promoter.

[(Fig._2)TD$FIG]

Fig. 2. Involvement of the AhR in the regulation of SOS1 mRNA and protein expression in HepG2 cells. (A) SOS1 mRNA levels measured by quantitative real-time PCR after

48 h-treatment of HepG2 cells with various AhR ligands (TCDD, 25 nM; Benzo(a)pyrene or BaP, 5mM;Quercetin, 25mM). RelativemRNA levels were calculated using control

value as reference (B) AhRmRNA levelsmeasured by quantitative real-time PCR in AhR (siAhR) or control (siC) siRNA-transfected HepG2 cells (NT: non-treated; TCDD: TCDD-

treated). (C) SOS1mRNA levelsmeasured by quantitative real-time PCR in AhR (siAhR) or control (siC) siRNA-transfectedHepG2 cells (NT: non-treated; TCDD: TCDD-treated).

(A, B, C: ***, p < 0.001; **, p < 0.01 and *, p < 0.05 compared to controls (n > 3)). (D) Western blot analysis and relative quantification of SOS1 and AhR protein levels in AhR

(siAhR) or Control (siC) siRNA-transfected HepG2 cells upon TCDD (+) treatment. Actin was used as a loading control for western blots (n = 3).
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3.4. TCDD stimulates Ras activity and ERK1/2 phosphorylation

through induction of SOS1

Since the Guanine nucleotide Exchange Factor SOS1 regulates

the Ras-MAPK pathway, we hypothesized that increased amounts

of SOS1 could lead to the activation of this pathway. Thus, we

monitored Ras activity (the active GTP-bound form) and ERK

phosphorylation following TCDD treatment of HepG2 cells. To

monitor Ras activity, we performed affinity pull-down experi-

ments. Beads grafted with the domain of Raf, which specifically

interacts, with the GTP-bound form of Ras were mixed with

different cellular extracts. The bound fraction was then eluted and

analyzedwith a Ras antibody. Fig. 5A shows that the active form of

Ras was increased following TCDD treatment. In parallel, the

phosphorylated fraction of ERK was also increased by TCDD

treatment (Fig. 5B). To assess the implication of SOS1 in these

processes, we down-regulated SOS1 expression using a specific

siRNA and observed a clear decrease of TCDD-induced Ras-GTP

levels as shown in Fig. 5C. SOS1 protein levels remain knocked

down throughout the time course of the experiment. These results

show that SOS1 is a critical mediator of TCDD-dependent RAS-

MAPK pathway activation. Importantly, for the first time, these

observations show that increased amounts of SOS1 are sufficient to

activate the downstream pathway indicating that, in HepG2 cells,

the amount of SOS1 is limiting. It is noteworthy, however, that the

Ras pathway activation by TCDD is delayed as compared to the

time course of the response which can be traditionally achieved by

Tyrosine Kinase receptor activation [19].

3.5. SOS1 and AhR are critical for dioxin-dependent changes in growth

Since the Ras-ERK pathway in implicated in cell growth, we

tested the effect of TCDD treatment on HepG2 cells proliferation.

As shown in Fig. 6A and B, TCDD elicited a statistically significant

20% increase in cellular growth in the absence or in the presence of

a control siRNA. Following the knock down of SOS1 gene

expression (Fig. 6A) using two specific siRNAs, the effect of TCDD

was completely abolished. A partial decrease in basal cellular

proliferation was also noted, which is not surprising given the

implication of the SOS1-Ras-ERK pathway in cellular proliferation.

In addition, AhR-specific siRNAs also prevented the TCDD effects

(Fig. 6B). We conclude that SOS1 induction plays a critical role in

the TCDD-elicited increase in cellular proliferation.

4. Discussion

AhR activation by polyaromatic and polyhalogenated hydro-

carbons has traditionally been associated with induced expression

of phase I and phase II xenobiotic metabolizing enzymes, which

promote the clearance of pollutants and drugs from metazoan

organisms [20]. However, recent toxicogenomic studies, as well as

knock-out studies in mice, have unveiled new AhR target genes

[13,21–23] and suggested novel functions for this receptor

including the regulation of cell proliferation andmigration. Several

large-scale studies in HepG2 cells [21,22,24] indicated that the

SOS1 gene could be a target of TCDD. SOS1, a Guanine Exchange

Factor, is essential for the activation of the Ras and Rac signaling

pathways, which lead to the regulation of some of the most

important cellular functions including cell division, differentiation

and migration [4]. Despite these critical roles, neither the

regulation of SOS1 expression nor the characterization of its gene

promoter has been carried out previously. We recently observed

that AhR ligands increase HepG2 cell proliferation and hypothe-

sized that increased SOS1 expression might be involved in this

biological effect. We first validated our transcriptomic experi-

ments and showed that the AhR and its ligands positively regulate

SOS1 gene expression. Then, we characterized and subcloned, for

the first time to our knowledge, the human SOS1 gene promoter.

We showed that TCDD and other AhR ligands regulate, via

transcriptional mechanisms their activities upon AhR activation

followed by direct promoter binding of AhR to XRE sites.

Interestingly, the level of induction of SOS1 elicited by each ligand

is different. This is in line with one of our former studies showing

that the transcriptional response of the AhR depends on the nature

of its ligand [25] and, more generally, with the SAhRM concept

[26]. Finally, we focused on the implications of the regulation of

SOS1 expression by environmental pollutants. Using a siRNA

strategy, we demonstrated that increased SOS1 expression is

directly linked to Ras and ERK activation, which promotes cell

division. This study demonstrates that the activation of the Ras-

[(Fig._3)TD$FIG]

Fig. 3. The AhR dependent-SOS1 regulation is transcriptional. (A) SOS1 mRNA levels measured by relative quantitative real-time PCR in the presence of DRB, an inhibitor of

RNA polymerase II in non-treated (NT + DRB) and TCDD-treated (T + DRB) HepG2 cells. Cells were treated or not with 25 nM TCDD for 16 h then with DRB and subsequently

harvested (between 0 and 12 h). We use a semi-logarithmic representation. (B) Diagram of the SOS1 promoter (ÿ2200/+37) using the translation start site as reference (+1).

Localizations of both XRE consensus sites (ÿ940 and ÿ2060 bp) and the promoter section used for the reported gene (luciferase) experiments (see below).
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ERK pathway could be achieved by increasing the amount of the

SOS1 protein. These results suggest that, under our cell culture

conditions, the amount of SOS1 protein is limiting.

The activation of the Ras ERK pathway has been studied

extensively in the past and several mechanisms have been

reported and characterized [19]. Receptor activation followed by

SOS1 recruitment is a classicalmechanismunder physiological and

certain pathological conditions and is one paradigm for cellular

signaling [6]. In cancer cells, considerable research has been

devoted to the upregulation of this pathway through activating Ras

mutations. Similarly, the function of SOS1 has been considerably

investigated [27–29]. Recent studies also have correlated SOS1

activating mutations to several diseases of development including

Noonan syndrome, a developmental disorder characterized by

short stature, facial dysmorphia, congenital heart defects and

skeletal abnormalities [7,8,30] as well as hereditary gingival

fibromatosis type 1, a benign overgrowth condition of the gingiva

[31]. Despite considerable attention to these gains of function

mutations, SOS1 gene regulation has remained poorly character-

ized [32,33]. We speculate that the findings reported here on the

upregulation of SOS1 gene expression by environmental pollutants

might constitute one mechanism, which accounts for TCDD and

other AhR ligand-mediated carcinogenesis.We expect this effect to

be particularly relevant in cancerous cells, which do not exhibit Ras

mutations. Indeed, continuous upregulation of SOS1 in these cells

may mimic Ras mutational activation and lead to the permanent

[(Fig._4)TD$FIG]

Fig. 4. SOS1 regulation depends on the binding of the AhR to SOS1 promoter. (A) Diagramof the SOS1 promoter subcloned in the Gaussia luciferase basic vector (with both XRE

consensus sites at ÿ940 and ÿ2060 bp) and activity of the SOS1 promoter measured after transfection of HepG2 cells with a vector (pGLuc-SOS1) containing the ÿ2200/+37

theoretical promoter region of SOS1 upstream from the Gaussia luciferase reporter gene (+1 refers to the translation start site). The cells were treated (+) or not (ÿ) with TCDD.

The medium was sampled after 0, 6, 24 and 48 h. An empty vector (pGLuc) was used as a control. Relative luciferase activities are reported on the y-axis and are calculated

using non-treated conditions (ÿ) as control reference for both vectors (B) Activity of the SOS1 promotermeasured after transfection of HepG2 cells with a control (siC) or AhR

targeting (siAhR) siRNA and the vector containing theÿ2200/+37 theoretical promoter region of SOS1 upstream from the Gaussia luciferase reporter gene (pGLuc-SOS1). The

cells were treated (+) or not (ÿ) with TCDD for 48 h. The medium was sampled after 48 h. An empty vector (pGLuc) was used as a control. Relative luciferase units (RLU) are

reported on the y-axis (C) Chromatin immunoprecipitation performed with a mock or a specific AhR antibody (15 or 45 min of TCDD treatment of HepG2 cells, respectively

T15 or T45). Specific primers surrounding the proximal XRE (ÿ940, see Figs. 3 and 4A) of the Sos1 gene promoter were used for the study. Input refers to non-precipitated

samples and is used to ensure proper ‘‘loading’’ controls before precipitation. Themock antibody is used tomeasure unspecific precipitations. Fold induction refers to relative

levels calculated using non-treated (NT) conditions as reference. ***, p < 0.001 and *, p < 0.05 as compared to controls (n = 3).
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stimulation of the downstream signaling pathway, which controls

cellular proliferation. Thus, our data imply that increased SOS1

expressionmayconstitute analternative to the activatingmutations

of Ras and that it should be relevant to explore and characterize

alterations of the expression of this gene in cancer cells [34–36].

Furthermore, it is unclear at this stage whether these two

mechanisms can be additive or not. An important question, in this

respect, is whether gene induction-mediated chronic activation of

the SOS1/Ras pathway can be achieved readily in humans. Because

of the high contamination levels andwidespreaddistribution of AhR

ligands in our environment, chronic exposure to such pollutants is

very common, especially in industrialized countries. In addition,

long-term effects could also be triggered by acute high-level

exposure to these toxins. Indeed, pollutants such as dioxins tend

to resist metabolism and accumulate in human and animal adipose

tissue, leading to a permanent internal exposure [37].

Genetic and developmental studies in flies and mice have

suggested different and unexpected connections between the AhR

and the small G proteins network. A recent study by Carvajal-

Gonzalez et al. using AhR KO mice models, has unveiled a link

between the receptor and the Vav3, a guanosine diphosphate/

guanosine triphosphate exchange factor for Rho/Rac GTPases [38].

Moreover, Son of Sevenless (SOS) has been shown to be a major

player in the development of Drosophila eye ommatidia. SOS

mutations change ommatidia organization and the color percep-

tion of the fly [39,40]. Spineless, the Drosophila AhR ortholog, is

involved in the ommatidal mosaic formation as well as SOS1 [41].

Thus, these two genes converge in the control of eye development.

It is tempting to speculate that this genetic interaction may be

related to a possible conservation of the control of SOS gene

expression by spineless in this invertebrate species. Interestingly,

invertebrate AhR orthologs (Spineless and AHR-1 from Caenor-

habditis elegans) display structural and functional similarities with

vertebrate AhR such as transcription factor activity and XRE

binding. However, they do not bind dioxins or other hydrocarbon

ligands and, at this stage, their possible receptor functions and

their activation mechanisms have not been characterized. It is

intriguing to consider that, while Spineless and AHR-1 are

implicated in fundamental developmental processes, recent in

vivo and in vitro evidences have established direct connections

between the mammalian AhR and developmentally relevant

pathways such as cellular proliferation, cellular migration and

epithelial mesenchymal transition [42,43]. Thus, it is likely that

several of those AhR functions including SOS1 regulation, have

[(Fig._5)TD$FIG]

Fig. 5. Increased expression of SOS1 after TCDD treatment stimulates Ras activity and ERK1/2 phosphorylation (A)Western blot analysis of Ras-GTP protein levels after a Ras-

GTP specific pull down assay in untreated (ÿ) or 25 nM TCDD-treated (+) HepG2 cells upon 48 h treatment. Input Ras levels show the levels of Ras before precipitation.

Precipitation is undertaken using a protein, which specifically interacts with Ras-GTP (Raf), linked to GST-beads. Negative (Ctrl ÿ) and positive (Ctrl +) control respectively

refers to extracts over-treated with GDP or GTP-US before precipitation (see Material and methods for more details) (B) Western blot analysis of phosphorylated ERK levels

(ERK-P) in untreated (NT) or TCDD-treated (T) HepG2 cells. Total ERK was used as a loading control. The quantification of three independent experiments is presented in the

right panel. Fold induction refers to relative levels calculated using the NT condition as reference. *, p < 0.05 compared to controls (n = 3). (C)Western blot analysis of Ras-GTP

and SOS1 protein levels after Ras-GTP specific pull down assays of untreated (ÿ, NT) or 25 nM TCDD-treated (+, T) HepG2 cells extracts after SOS1 (siSOS1) or control siRNA

(siC) transfection. The quantification of three independent experiments is presented in the right panel for both SOS1 and Ras-GTP proteins. Fold induction refers to relative

levels calculated using NT conditions as reference. ***, p < 0.001 and **, p < 0.01 compared to controls (n = 3).
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been conserved through evolution and the present study as well as

several others suggest that one mechanism of pollutants toxicity

would be to disrupt such basic developmental functions of this

receptor.
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Conclusion et discussion générale  

Mes travaux de thèse avaient pour objectifs : 

i) de caractériser le(s) rôle(s) physiologique(s) du AhR dans le système nerveux et 

d’identifier les nouvelles cibles transcriptionnelles de ce récepteur. 

ii) de déterminer les effets perturbateurs d’un ligand exogène du AhR sur les 

fonctions physiologiques dans différents tissus comme le cerveau et le foie. 

 

Le AhR joue un rôle physiologique dans le système nerveux des souris C57BL/6J 

Dans une première étude, nous avons démontré que les souris AhR
-/-

 possèdent une 

instabilité oculaire caractérisée par des mouvements pendulaires horizontaux. Ce nystagmus 

n’a pas pour origine des déficits vestibulaires, ni cérébelleux comme a montré l’étude du 

réflexe vestibulo-oculaire et de l’adaptation de ce réflexe. En revanche, le réflexe 

optocinétique est fortement affecté chez ces souris invalidées pour le AhR, suggérant un 

défaut du système visuo-moteur. Néanmoins, les mécanismes responsables de l’apparition de 

cette instabilité oculaire restent à élucider. Afin de compléter cette étude, la caractérisation de 

l’innervation et de la morphologie des muscles extra-oculaires devra être entreprise. L’analyse 

des plaques motrices des muscles oculomoteurs nous renseignera sur d’éventuels défauts de 

transmission de l’influx nerveux. De plus, pour visualiser les motoneurones des nerfs 

oculomoteurs (nerfs crâniens III, IV et VI), les souris AhR
-/-

 seront croisées avec les souris 

Hb9-GFP (Hb9 est un marqueur des motoneurones). Plus en amont, les propriétés 

électrophysiologiques des neurones des noyaux oculomoteurs ainsi que des noyaux du 

système optique accessoire et du tractus optique seront étudiées. Les résultats d’hybridation in 

situ montrent que le AhR est exprimé transitoirement dans les cellules ganglionnaires de la 

rétine chez les embryons âgés de 14 jours. Les nystagmus congénitaux sont souvent la cause 

de déficits visuels. Une pathologie, l’amaurose congénitale de Leber, se caractérise par un 

nystagmus pendulaire et une perte des photorécepteurs rétiniens. Une des mutations 

responsable de cette maladie est localisée dans le gène codant la protéine AIPL1 (« AhR 

interacting protein like-1). Chez l’Homme, cette protéine partage 49% de similarité avec AIP, 

protéine chaperonne intervenant dans la voie de signalisation du AhR (Van Der Spuy & 

Cheetham, 2004). AIPL1 est exprimé dans les photorécepteurs (cônes et bâtonnets) durant le 

développement embryonnaire et son expression est sélective des cônes à l’âge adulte. Sa 

fonction moléculaire n’est pas encore très bien connue mais les souris AIPL1
-/-

 présentent une 

dégénérescence complète des cônes et des bâtonnets à l’âge de 4 semaines (Dyer et al., 2004, 
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Kirschman et al., 2010). Bien qu’aucune étude n’est démontrée encore l’interaction entre 

AIPL1 et le AhR, nous avons émis l’hypothèse que les souris AhR
-/-

 pourraient souffrir d’une 

forme de cette pathologie. Chez les souris adultes, il n’y a pas de différences de morphologie 

au niveau de la rétine des souris AhR
-/-

. La quantification de certaines cellules de la rétine 

(cellules ganglionnaires, amacrines, horizontales, bipolaires, photorécepteurs) n’est pas 

significativement différente entre les souris AhR
-/-

 et AhR
+/+

. Des électrorétinogrammes 

(scotopique et photopique) ont été réalisés chez les souris AhR
-/-

 afin d’enregistrer la réponse 

électriques des différents types cellulaire de la rétine. Nous n’avons observé aucune 

différence  entre souris sauvages et déficientes en AhR.  

Il n’existe, à ce jour, que deux modèles de nystagmus congénital : le chien de berger 

belge et le poisson zèbre belladonna, animaux achromatiques c’est à dire sans chiasma 

optique. 

Le premier modèle animal est le chien de berger belge achromatique. Ces chiens 

présentent une absence totale de croisement de leurs nerfs optiques et ont un nystagmus 

pendulaire horizontal.  

Les poissons zèbres achromatiques ont une mutation du gène belladonna, homologue 

du gène murin Lhx2. Contrairement aux poissons zèbres sauvages où la totalité des axones 

rétinofuges croisent la ligne médiane, aucun axone des RGC ne croisent chez le poisson 

Belladonna. Une grande partie des larves (environ 40%) ont des troubles oculomoteurs de 

type nystagmus pendulaire et/ou à ressort, comparables à la pathologie humaine (Huang et al., 

2011). De plus, le réflexe optocinétique de ces poissons est inversé. Cependant, le nystagmus 

n’est pas observé à l’obscurité contrairement à notre modèle de souris.  

Ces deux modèles sont utilisés pour comprendre les mécanismes à l’origine des 

nystagmus pendulaires congénitaux. Cependant ils présentent de nombreux inconvénients. En 

effet, de part la difficulté de l’élevage, les chiens ne sont pas des modèles couramment utilisés 

en science quand au poisson zèbre belladonna, le nystagmus pendulaire n’est pas observé 

dans l’obscurité. Récemment, les souris albinos ont été proposées comme modèle pour étudier 

le nystagmus congénital (Traber et al., 2012). En effet, les altérations de la synthèse de 

mélanine sont liés à des troubles visuels et oculomoteurs.  

Le modèle de souris AhR-/- serait alors un bon modèle pour élucider les mécanismes 

impliqués dans les nystagmus congénitaux. L’élevage des souris AhR -/- n’est toutefois pas 

aisé (souris fragiles, difficulté de croisement) et la compréhension des mécanismes et tissus à 

l’origine de la pathologie permettra peut-être à moyen terme, de cibler par recombinaison 
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homologue spécifique (technologie Cre-LoxP) les tissus qui déterminent les symptômes 

observés sans les inconvénients liés aux déficits de reproduction. 

Le rôle du AhR dans la formation de la gaine de myéline  

Les résultats d’hybridation in situ chez les embryons montrent également un marquage 

du AhR autour de nerfs crâniens comme le nerf facial, les branches du ganglion trigéminal 

ainsi qu’au niveau des ganglions rachidiens. Ces résultats suggèrent que le AhR est exprimé 

dans les précurseurs des cellules de Schwann (E12 et E14), mais ce résultat reste à confirmer 

par des co-marquages avec des marqueurs de ces précurseurs. Les cellules de Schwann 

assurent la myélinisation des axones dans le système nerveux périphérique. Ces cellules 

dérivent des crêtes neurales, structures formées au dessus du tube neural pendant 

l’embryogénèse. Les cellules des crêtes neurales acquièrent des propriétés migratoires qui 

vont leur permettre de se déplacer jusqu’à leur destination finale pour se différencier en 

mélanocytes, neurones ou cellules de Schwann (Sauka-Spengler & Bronner-Fraser, 2008). 

Selon le diamètre de l’axone, les cellules de Schwann seront soit myélinisantes, soit non 

myélinisantes (figure 43) (Jessen & Mirsky, 2005).  

 

Figure 43 : Illustration schématique des principaux types cellulaires impliqués dans le 

développement des cellules de Schwann  

Les cellules des crêtes neurales migrent et se différencient en précurseur de cellules de 

Schwann puis en cellules de Schwann immatures. Les cellules de Schwann deviennent soit 

myélinisantes soit non myélinisantes selon la taille de l’axone qu’elles entourent (Jessen & 

Mirsky, 2005). 

Par ailleurs, des tests comportementaux, qui incluent le test de l’ «openfield » et celui 

du rotarod, montrent que les souris AhR
-/-

 ont des troubles de la locomotion ainsi que de la 

coordination motrice et de l’apprentissage moteur. Ces résultats suggèrent que les souris 

AhR-/- pourraient avoir une altération de la gaine de myéline entourant les axones des nerfs 

périphériques. De plus, de nombreuses maladies qui affectent la myéline du système nerveux 
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périphérique et/ou central, ont pour symptômes des altérations motrices et sont associées à la 

présence d’un nystagmus. Parmi ces pathologies, la maladie de Charcot-Marie-Tooth de type 

III, est due à une démyélinisation des nerfs périphériques et est caractérisée par des faiblesses 

dans les membres et un nystagmus. La gaine de myéline des nerfs centraux (nerf optique) et 

périphériques (nerf sciatique) sera étudiée par microscopie électronique chez les souris 

invalidées pour le AhR. De plus, nous avons commencé des tests qui permettent de mesurer 

les capacités physiques des souris AhR
-/-

 : 

i) La nage forcée à contre-courant (collaboration avec l’équipe de F. Charbonnier, 

CeSEM). Ce test consiste à placer une souris dans une piscine où elle doit nager à 

contre courant. Il permet de déterminer les capacités physiques des souris qui sont 

le reflet de la force musculaire des animaux ainsi que leur endurance. Les premiers 

résultats (n=7 pour chaque groupe) montrent que les souris AhR
-/-

 se fatiguent plus 

vite et, ainsi, nagent moins longtemps que les souris contrôles.  

ii) Le test d’agrippement ou « Grip Test » (collaboration avec l’équipe de C. 

Massaad, CeSEM) permet de mesurer la force musculaire des souris. Les premiers 

résultats ont permis de mettre en évidence une faiblesse musculaire chez les souris 

AhR
-/-

. 

D’autre part, compte tenu des résultats observés en hybridation in situ, les souris AhR 

KO pourraient souffrir de déficits sensoriels. Le test de la plaque chauffante nous renseignera 

sur ce sujet.  

Le laboratoire souhaiterait dans un futur proche acquérir des souris AhR
fx,

 où l’exon 2 

du AhR est entouré deux séquences LoxP permettant ainsi une expression conditionnelle du 

récepteur (Walisser et al., 2005). Le croisement de ces souris avec des animaux porteurs 

d’une construction CRE spécifique des types cellulaires d’intérêts, nous permettra d’identifier 

les régions clés à l’origine des troubles comportementaux.  

 

Le rôle physiologique du AhR dans le cervelet des souris C57BL/6J 

Dans le second article, l’étude transcriptomique globale dans le cervelet de souris 

adultes, a permis de mettre en évidence : 

• De nouveaux gènes régulés par le AhR en l’absence de ligand exogène. De nombreux 

gènes (2735 gènes) ont une expression modifiée par l’absence du AhR. L’analyse par 

réseau a mis en évidence une diminution de gènes à « homéobox » ainsi que de gènes 

impliqués dans la différenciation neuronale.  
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• De nouveaux gènes régulés par la TCDD. Environ 1000 gènes ont une expression 

modifiée par un traitement à la dioxine dans les souris AhR
+/+

. Nous avons observé 

que certaines catégories de gènes sont augmentées ou diminuées suite à ce traitement 

par la TCDD mais aussi chez les souris AhR
-/-

. Ces résultats vont dans le sens de la 

perturbation, par la TCDD, des fonctions physiologiques du AhR. Ce processus est 

schématisé dans la figure 44.  

 

 

Figure 44 : Les différentes voies d’activation du AhR et les réponses transcriptionnelles 

associées. 

Le AhR est un facteur de transcription complexé à des protéines chaperonnes dans le 

cytoplasme des cellules. La liaison d’un ligand provoque la translocation nucléaire du AhR et 

son hétérodimérisation avec un partenaire, l’ARNT. La libération du AhR de son complexe 

cytoplasmique est aussi associée avec l’activation de la protéine c-Src. La liaison du AhR 

avec des xénobiotiques (dioxines, ...) entraîne l’induction de la réponse adaptative aux 

xénobiotiques (à droite de la figure). En parallèle, certains polyphénols ont été décrits comme 

ligands du AhR mais n’activent que très peu la voie de la réponse adaptive aux xénobiotiques. 

La quercétine et le resvératrol, deux polyphénols, augmentent l’expression du gène PON1 via 

le AhR par une voie dite alternative (à gauche de la figure). Finalement, le AhR possède des 

fonctions physiologiques qui peuvent être induites par un ligand endogène ou d’autres 

stimulations (phosphorylation, ...). Dans ce modèle, la liaison d’un ligand exogène au AhR 

peut provoquer la perturbation des fonctions endogènes du AhR (Adapté de la revue acceptée 

à Drug Discovery & Therapeutics). 
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Cette étude transcriptomique a été effectuée à partir d’homogénat de cervelets ; nous 

n’avons donc pas identifié les types cellulaires responsables des modifications d’expression. 

De plus, les expériences d’hybridation in situ et d’immunohistochimie n’ont pas permis de 

détecter la présence du AhR dans le cervelet des souris. Des expériences de Western Blot 

réalisées à partir d’homogénat de cervelet n’ont pas révélé la présence du récepteur. 

Cependant, si on s’appuie sur les données publiées dans la littérature, le AhR est présent 

spécifiquement dans les cellules granulaires du cervelet chez les souris C57BL/6. De plus, 

nous observons une augmentation de l’ARNm du Cyp1a1 après traitement par la dioxine dans 

le cervelet des souris AhR
+/+

. L’expression de ce gène cible de la dioxine est dépendant du 

AhR, ce qui suggère que le récepteur est exprimé dans le cervelet malgré l’absence de 

détection par hybridation in situ et Western Blot. Afin d’identifier les cibles cellulaires, 

l’expression des gènes identifiés lors de cette analyse transcriptomique sera étudiée dans des 

cultures primaires de cellules granulaires de cervelet.  

De plus, cette étude devra être complétée par d’autres expériences de qPCR, Western 

blot et d’immunohistochimie afin de renforcer ces conclusions. Cependant, ce travail a permis 

de renforcer notre hypothèse sur la perturbation des fonctions endogènes du AhR par la 

dioxine et d’ouvrir des perspectives de travail pour mieux comprendre les mécanismes 

d’action des ligands du AhR. 

Parmi les cibles du AhR identifiées lors de cette étude transcriptomique, certains gènes 

dont Lhx2, Lhx9 et Ngef retiennent tout particulièrement notre attention : 

• Les gènes Lhx2 (ou LH2A) et Lhx9 (ou LH2B) appartiennent au groupe des 

protéines à homéodomaine LIM (LIM-HD) (Hobert & Westphal, 2000). Les 

protéines à homéodomaine, motif protéique très conservé durant l’évolution, sont 

des facteurs de transcription qui jouent des rôles majeurs dans la morphogénèse. 

Lhx2 est exprimé dès le jour 8,5 chez l’embryon de souris. Cette protéine est 

impliquée dans le guidage des interneurones commisuraux dorsaux ainsi que dans 

le développement du cerveau antérieur. Les embryons Lhx2
-/-

 sont anophtalmiques 

(pas de formation de la cupule optique) et présentent une hypoplasie du cortex 

(Porter et al., 1997). Lhx9 est exprimé à partir du jour 10,5 chez la souris dans le 

cortex cérébral (hippocampe, neurones de Cjal-Retzius). Il est aussi exprimé dans 

les membres en développement (Bertuzzi et al., 1999).  

• Ngef, également nommé ephéxin, est un facteur d’échange de nucléotides guanine 

pour les protéines de la famille des RhoGTPase tels que RhoA, Rac1 et cdc 42. Il 

joue un rôle essentiel dans la maturation et la fonction des jonctions 
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neuromusculaires chez les mammifères (Shi et al., 2010). Il est également 

impliqué dans les mécanismes de guidage axonal.  

L’expression de ces gènes est diminuée après invalidation du AhR ainsi que lors d’un 

traitement de souris sauvages par la dioxine. L’implication du AhR dans la régulation de ces 

gènes sera étudiée. De plus, les conséquences de diminution d’expression de ces gènes 

pourraient être à l’origine des défauts observés chez les souris AhR
-/-

.  

 

 

Les voies de signalisation physiologiques du AhR 

L’ensemble de ces études démontre un rôle du AhR dans la mise en place et 

l’organisation du système nerveux des souris et ce, en l’absence d’une liaison de ce récepteur 

à des polluants. Ceci soulève légitimement la question de l’identité de la voie de signalisation 

du AhR chez les vertébrés mais aussi chez les invertébrés comme Caenorhabditis elegans, 

chez lesquels le AhR joue un rôle dans le développement du système nerveux. Plusieurs 

hypothèses peuvent ainsi être posées: 

• Un ligand endogène pourrait activer la voie de signalisation du AhR. Plusieurs 

ligands sont présents dans le cerveau et possèdent une affinité forte pour ce 

récepteur (de l’ordre du µM). Par exemple, les produits dérivés du tryptophane 

telle que la cynurénine (chapitre I.B.5.c.2) y sont produits et peuvent, ainsi lier et 

activer la voie de signalisation du AhR. Cependant, la plupart de ces ligands ne 

sont pas stables et sont très vite dégradés. Ces différences de structure et de demi-

vie qui caractérisent ces ligands endogènes par rapport aux polluants persistants 

tels que la TCDD peuvent probablement conduire à des différences notoires dans 

la voie de signalisation activée. Ainsi le laboratoire a déjà mis en évidence que 

deux ligands de structure différentes n’activent pas les mêmes gènes du fait d’une 

liaison du AhR à des XRE de séquence alternative (Gouedard et al., 2004). Par 

ailleurs, les modèles cellulaires utilisés au laboratoire montrent qu’un traitement 

par la TCDD conduit à une diminution de la quantité de protéine AhR 

(probablement par un mécanisme de rétrocontrôle impliquant une ubiquitinylation 

de la protéine) qui pourrait ne pas être observée avec des ligands plus instables 

comme la cynurénine. Ainsi, les gènes régulés par les ligands endogènes 

mentionnés pourraient être différents de ceux régulés par les polluants, avec une 

dynamique de régulation elle aussi différente. De nombreuses recherches devront 

être menées pour mettre la lumière sur ces zones obscures de la régulation du AhR 
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qui ont à la fois un intérêt fondamental et en terme de santé publique (car pouvant 

rendre compte de toxicités en cas de perturbations).   

• Le AhR peut également être activé par des modifications post-traductionnelles 

(phosphorylations, chapitre I.B.5.d) ce qui rend d’autant plus complexe le système 

précédemment évoqué. 

 

 

 

Effets de la dioxine et d’autres ligands exogènes du AhR sur le comportement des souris  

 Dans cette étude, nous avons démontré que le AhR était impliqué dans divers rôles 

physiologiques dans le système nerveux. Toutefois, la principale fonction connue de ce 

récepteur est la régulation des enzymes du métabolisme des xénobiotiques. Certains ligands 

exogènes de ce récepteur tels que la TCDD ou le BaP ont été identifiés comme neurotoxiques. 

Cependant, les mécanismes d’action de ces toxiques sur le système nerveux n’ont pas été 

clairement identifiés. Nous souhaiterions étudier les effets de ces ligands exogènes sur les 

défauts de comportements identifiés chez les souris AhR
-/-

. Des souris AhR
+/+

 gestantes seront 

traitées avec une dose aigüe (1 injection intra-péritonéale de 25 µg/kg de TCDD au 8
ème

 jour 

de gestation) ou chronique (gavage 0,2 µg/kg de TCDD du jour 8 de gestation au sevrage des 

souriceaux). Les tests comportementaux réalisés sur les souris AhR
-/-

 seront reproduits chez 

ces souris de génération F1 à différents âges. Une précédente étude réalisée chez les rats 

Wistar traités par de la TCDD durant leur développement montre une diminution du maintien 

sur le rotarod (Thiel et al., 1994). Notre étude sur les souris AhR
-/-

 montre également un 

défaut de maintien sur le rotarod. La comparaison entre le phénotype des souris AhR
+/+

 

traitées et les souris AhR
-/-

 nous permettra une meilleure compréhension des mécanismes 

d’actions des polluants environnementaux agissant par la voie du AhR et de mieux 

appréhender les risques toxicologiques suite à une exposition à ces polluants. En effet, malgré 

l’émergence de l’idée que certains polluants environnementaux sont impliqués dans le 

développement de maladies neurodégénératives, les mécanismes d’action des polluants sur le 

système nerveux sont très peu étudiés.  

 

Effets de la dioxine sur la physiopathologie du foie chez les souris AhR
-/-

 

 Dans ce dernier travail, nous avons montré qu’une exposition à la dioxine de souris 

adultes entrainait l’apparition d’une fibrose hépatique caractérisée par une augmentation des 

gènes pro-inflammatoires et pro-fibrotiques ainsi qu’une diminution des marqueurs des 
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cellules épithéliales au profit des marqueurs mésenchymateux. L’induction de la fibrose 

hépatique serait le résultat d’une transition épithélio-mésenchymateuse de type 2 (Kalluri & 

Weinberg, 2009). Cette fibrose est également observée dans les modèles de souris AhR
-/-

.  

Cependant, les doses (25 µg/kg) utilisées conduisant aux premiers signes de fibrose visibles 

en histologie sont relativement élevées. De plus, nous avons travaillé avec des souris 

C57BL/6J qui possèdent l’allèle AhR
b
, c’est à dire le récepteur qui a la plus haute affinité 

pour la TCDD (Kd=0,27nM). Le traitement de souris AhR
+/+

 avec 10 µg/kg de dioxine 

conduit également à une induction des gènes pro-inflammatoires et pro-fibrotiques à cette 

dose après seulement 2 semaines de traitement mais sans modification morphologique 

apparente. Afin de prolonger ce travail, un traitement avec des doses plus faibles de TCDD 

(0,1 à 1 µg/kg) sur des périodes plus longues, sera réalisé. Cette exposition sera plus en 

accord avec les expositions que l’on retrouve chez l’Homme. En effet, malgré la nouvelle 

réglementation et les interdictions d’emplois de certains composés, l’Homme est 

continuellement exposé à des polluants environnementaux. De plus, la dioxine et les autres 

polluants organiques persistants (POP) sont stockés de nombreuses années dans le tissu 

adipeux chez l’Homme (la demi-vie de la TCDD est de 7 à 9 ans chez l’Homme). Un travail 

du laboratoire a montré que lors d’un fort amaigrissement, les toxiques stockés dans le tissu 

adipeux sont libérés dans la circulation sanguine, limitant les effets bénéfiques 

(principalement métaboliques) de l’amaigrissement (Kim et al., 2011). Les traitements 

réalisés à de plus faibles doses de TCDD seront également effectués chez des souris obèses ou 

exposées à l’alcool (deux facteurs favorisant l’apparition d’une fibrose) pour étudier 

l’influence de la dioxine sur l’amplitude et la vitesse d’apparition de cette pathologie au 

niveau hépatique. Cette démarche s’inscrit dans l’étude de l’influence de basses 

concentrations de POPs dans l’apparition de pathologies chroniques et donc dans une 

démarche de santé publique.  
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Etude du rôle du AhR dans le système nerveux des souris C57BL/6J. 

Le récepteur aux hydrocarbures aromatiques (AhR) est un facteur de transcription de 

la famille bHLH/PAS, activé par différents ligands exogènes dont les hydrocarbures 

aromatiques polycycliques ou halogénés (dioxines). A ce titre, il est décrit historiquement 

comme un récepteur de xénobiotiques dont le principal rôle est l’élimination de ces composés 

via la régulation des enzymes du métabolisme des xénobiotiques. Toutefois, des études 

récentes menées à l’aide de modèles souris invalidées pour le AhR, suggèrent indirectement 

que cette protéine régule des fonctions endogènes, notamment dans le système nerveux de 

mammifères dans lequel aucun rôle du AhR n’a jusqu’à présent été démontré. Nous avons 

donc utilisé le modèle de souris C57BL/6J AhR
-/-

 pour mener à la fois des études 

comportementales et mécanistiques afin de déterminer ce rôle. 

Tout d’abord, nous avons identifié un défaut oculomoteur chez les souris AhR
-/-

, 

caractérisé par des mouvements spontanés horizontaux. En étudiant l’ensemble des circuits 

neurosensoriels potentiellement impliqués dans ce nystagmus pendulaire, nous avons montré 

que son origine est liée à des déficits du système visuo-moteur. De plus, en caractérisant et 

comparant les profils d’expression génique des cervelets de souris AhR
+/+ 

et AhR
-/-

 traitées ou 

non par de la 2,3,7,8 TétraChloroDibenzo-p-Dioxine (TCDD), nous avons montré que ce 

polluant, ligand du AhR, perturbait les fonctions endogènes du récepteur. Cet effet de 

« perturbation endogène » a été retrouvé dans un autre organe et est associé à une toxicité 

(fibrose hépatique). 

Cette étude a permis d’identifier de nouvelles fonctions physiologiques du AhR dans 

le système nerveux des souris, de caractériser un nouveau modèle animal de nystagmus 

pendulaire et ouvre de nouvelles perspectives de travail en neurotoxicologie.  

 

Investigation of the role of the Aryl hydrocarbon Receptor (AhR) in the nervous system 

of C57BL/6J mice 

 

The AhR is a basic helix-loop-helix Per/ARNT/Sim family (bHLH-PAS) transcription 

factor which is activated by many diverse compounds including polyphenols and aromatic 

hydrocarbons such as 2,3,7,8 TétraChloroDibenzo-p-Dioxin (TCDD). Initially, the AhR was 

described as a ubiquitous xenobiotic-activated transcription factor which promotes the 

elimination of xenobiotics by regulating the expression of genes involved in xenobiotic 

metabolism. However, mouse AhR knockout models have demonstrated that the AhR also 

regulates other normal physiological functions. In particular, functioning of the nervous 

system of mammals, previously unexplored in this respect, might depend upon the activity of 

the AhR. We, thus, performed behavioral and gene expression studies in AhR
-/-

 mice to 

discover these functions. 

We, first, found that AhR
-/- 

mice exhibit an oculomotor deficit which is characterized 

by spontaneous horizontal pendular eye movements that are probably due to a deficit in the 

visuo-motor circuitry. Second, we found that the cerebellar gene expression profiles of AhR
-/- 

as compared to AhR
+/+

 mice resembled those of AhR
+/+ 

mice treated with TCDD (the ligand 

with the highest affinity for the AhR). This suggests that TCDD disrupts some normal 

physiological functions of the AhR in the nervous system. Third, AhR
-/-

 mice and AhR
+/+

 

treated with TCDD both develop liver fibrosis. This further suggests a role for the AhR in 

normal liver function.  

In conclusion, this study reveals new physiological functions for the AhR in the mouse 

nervous system and describes a new model of pendular nystagmus. Moreover, the results also 

provide novel research perspectives in the field of neurotoxicology.  
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