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TITRE: ETUDE IN VIVO/IN VITRO DE L’EFFET DE LA ZEARALENONE SUR
PEXPRESSION DE TRANSPORTEURS ABC MAJEURS LORS D’UNE EXPOSITION
GESTATIONNELLE OU NEONATALE

RESUME

La zéaralénone (ZEN) est une mycotoxine produite par des Fusarium qui contaminent les cultures
céréaliéres. Oestrogéno-mimétique et perturbateur endocrinien, ses effets toxiques concernent
I’appareil reproducteur. En amont de 1’évaluation du risque li¢ a une exposition a de faibles doses de
ZEN, nous nous sommes intéressés a 1’effet de la ZEN sur le niveau d’expression de transporteurs
ABC majeurs. Ces pompes d’efflux sont présentes dans les barriéres de I’organisme (notamment les
barricres testiculaires et placentaires) ou elles jouent un rdle dans la protection des tissus contre la
toxicit¢ de leurs substrats xénobiotiques. Dans ce travail nous avons d’abord caractérisé le
métabolisme et la distribution tissulaire de la ZEN chez le rat, puis avons évalué son effet
respectivement a court et long terme sur 1’expression des transporteurs ABC aprés une exposition
gestationnelle et néonatale. Nos résultats mettent en évidence des différences de comportement
toxicocinétique de la ZEN en fonction du genre et du statut hormonal, et une réelle exposition feetale
et néonatale via la mére. La ZEN module I’expression des transporteurs ABC majeurs in vivo (dans
les organes maternels, le foie feetal, le testicule du jeune adulte exposé J1-J5). Les résultats obtenus sur
modeles in vitro (lignées sertolienne et placentaire) suggerent que ces modulations sont liées en partie
a D’interaction de la ZEN avec les récepteurs aux cestrogénes. Les conséquences d’une modulation de
I’expression des transporteurs ABC induite par la ZEN pourraient étre dramatiques pour le
développement et la santé des individus a I’age adulte et doivent étre évaluées.

TITLE: IN VIVO/IN VITRO EFFECT OF ZEARALENONE ON MAJOR ABC
TRANSPORTERS AFTER GESTATIONAL OR NEONATAL EXPOSURE.

ABSTRACT

Zearalenone (ZEN) is a mycotoxin produced by Fusarium that infect cereal crops. This Estrogen-
mimetic and endocrine disruptor affects the reproductive system. Upstream of the risk assessment of
exposure to low doses of ZEN, we are interested in the effect of ZEN on the expression level of major
ABC transporters. These efflux pumps are present in the barriers of organism (including testicular and
placental barriers), where they protect tissues against the toxicity of their xenobiotic substrates. In this
work, we first characterized the metabolism and tissue distribution of ZEN in rat and then evaluated
respectively its short and long-term effect on ABC transporters expression after gestational and
neonatal exposure. Our results highlight differences in the toxicokinetic behavior of ZEN by gender
and hormonal status, and fetal and neonatal real exposure via the mother. ZEN modulates the
expression of major ABC transporters in vivo (in the maternal organs, fetal liver, testis of young adult
exposed J1-J5). The results of in vitro models (sertoli and placental cell lines) suggest that these
variations are partly due to the interaction of ZEN with the estrogen receptors. The consequences of
expression modulations of ABC transporters induced by ZEN could be dramatic for the development
and health of individuals in adulthood and should be evaluated.

DISCIPLINE: ASPECTS MOLECULAIRES ET CELLULAIRES DE LA BIOLOGIE

MOTS-CLES: zéaralénone - transporteurs ABC - récepteurs nucléaires - mycotoxine oestrogénique-
gestation - néonatalité

Unité INSERM U1060/ INRA 1235/ Université-Lyonl/ INSA-Lyon, Laboratoire de Recherche en
Cardiovasculaire, Métabolisme, Diabétologie et Nutrition (CarMeN)
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La Zéaralénone (ZEN) est une mycotoxine oestrogénique non stéroidienne, issue du

métabolisme secondaire de nombreuses espéces de champignons filamenteux du genre
Fusarium qui contaminent couramment les cultures de céréales du monde entier.
Ce contaminant de 1’alimentation humaine et animale est un perturbateur endocrinien (PE)
dont les effets résultent principalement d’une interaction directe avec les récepteurs
cytosoliques aux cestrogenes a- et B (ESR1 et ESR2), et d’une interférence dans 1’équilibre
des stéroides actifs dans les tissus riches en récepteurs aux stéroides.

Les principaux effets toxiques de la ZEN résultent de son mécanisme d’action et
concernent essentiellement le systeme reproducteur. En amont de I’évaluation du risque pour
la sant¢ humaine que représente une exposition a de faibles doses de ZEN via I’alimentation,
et en particulier ses effets sur le jeune exposé via sa mere pendant la gestation puis sur le
jeune adulte exposé en période néonatale, le travail qui est présenté ici s’intégre dans un
projet qui vise a déterminer I’implication a long terme d’une exposition a la ZEN dans les
pathologies de I’appareil reproducteur de I’homme et de 1’animal, ainsi que ses potentiels
effets transgénérationnels. Nous nous sommes intéressés aux effets d’une exposition a la ZEN
sur le niveau d’expression de transporteurs membranaires ATP Binding Cassette (ABC)
majoritairement impliqués dans 1’efflux de molécules endogenes et de xénobiotiques: ABCBI
[ATP Binding Cassette subfamily B member 1, multi drug resistance la-b (mdrl-b), P-
glycoprotéine (P-gp)], ABCG2 [ATP Binding Cassette subfamily G member 2, Breast Cancer
Resistance Protein (BCRP)], ABCC1 [ATP Binding Cassette subfamily C member 1,
Multidrug Resistance related Protein 1(MRP1)], ABCC2 [ATP Binding Cassette subfamily C
member 2, Multidrug Resistance related Protein 2 (MRP2), ABCC3 [ATP Binding Cassette
subfamily C member 3, Multidrug Resistance related Protein 3 (MRP3)], ABCC4 [ATP
Binding Cassette subfamily C member 4, Multidrug Resistance related Protein 4 (MRP4)],
ABCCS [ATP Binding Cassette subfamily C member 5, Multidrug Resistance related Protein
5 (MRP5)]. Ces transporteurs, présents au niveau des barrieres de 1’organisme (barriéres
hémato-encéphalique, intestinale, hépatique, testiculaire, placentaire, mammaire....), auraient
un role dans la protection de 1’adulte et surtout du feetus, du nouveau né et du jeune avant le
sevrage. Une modulation de I’expression de ces transporteurs de xénobiotiques pourrait ainsi
influencer I’exposition de 1’adulte, du feetus, et du nouveau né aux divers médicaments et
polluants environnementaux.

Les génes qui codent pour les transporteurs ABC sont hautement régulés. Des études sur

la régulation de leur expression montrent I’implication de récepteurs nucléaires (RNs).
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Parmi ces récepteurs, les récepteurs ESR1 et ESR2 semblent jouer un réle important
dans cette régulation. En effet, la plupart des génes codant pour les transporteurs ABC de
cette ¢tude possédent des €éléments de réponse aux cestrogenes (ERE) au niveau de leurs
promoteurs. De plus, un certain nombre d’études montrent que des cestrogeénes sont capables
de réguler leurs expressions in vivo et in vitro. La ZEN pourrait donc intervenir dans la
régulation des geénes codants pour ces transporteurs et pourrait moduler leur expression.

Ce travail de theése est organisé en 3 grandes parties. Dans la premiére partie seront abordées
les données bibliographiques sur les perturbateurs endocriniens, la ZEN ainsi que les
transporteurs ABC. Ensuite, la deuxiéme partie sera consacrée aux arguments
bibliographiques en faveur de I’hypothése d’une modulation de I’expression des transporteurs
ABC par la ZEN et les objectifs de la these. Enfin, nos résultats seront traités dans la derniere
partie, elle-méme divisée en deux sous parties: la premicre traitera de la caractérisation de la
cinétique et de la distribution de la ZEN in vivo en fonction du sexe, de la voie
d’administration et de différents stades physiologiques. La deuxiéme partie des résultats
concernera la mise en évidence de la modulation de I’expression des transporteurs ABC par la
ZEN in vitro et in vivo dans deux contextes particuliers d’exposition: la gestation et la période

néonatale.
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PARTIE A. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE/Chapitre 1. LES PERTURBATEURS ENDOCRINIENS

Le systéme endocrinien est un ensemble de glandes et de groupes de cellules
spécialisées largement distribuées dans 1’organisme. Ces glandes et cellules synthétisent,
stockent et libérent des hormones dans la circulation sanguine. Les hormones (stéroides,
peptides et amines) ont un impact sur les activités et les fonctions de cellules cibles par le
biais de récepteurs spécifiques (Capen and Martin, 1989). La rétroaction négative régule la
sécrétion de la plupart des hormones. De plus, les cycles de sécrétion assurent et contrdlent le
maintien de I’équilibre physiologique et homéostatique (Haus, 2007).

L’hypothese selon laquelle un xénobiotique modulerait de fagon inappropriée le
systeme endocrinien est émise pour la premiére fois il y a 20 ans au cours de la conférence de
Wingspread (Wisconsin, Etats unis) (Colborn et al., 1993, Colborn and Clement, 1992,
Colborn et al., 1996). A I’issue de cette conférence, les participants publient une déclaration
qui est a I'origine des nombreux développements actuels sur les perturbateurs endocriniens
(PEs). En 2009, la sociét¢ américaine d’endocrinologie publie un rapport scientifique (le
premier de son histoire) dans lequel elle met en évidence les preuves scientifiques des effets
déléteres des PEs, et dans lequel le probléeme de santé publique est évoqué pour la premiére

fois (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

I. Définition

Si le concept de perturbation endocrinienne fait aujourd’hui consensus, il ne fait
cependant pas 1’objet d’une définition consensuelle.
La premiere définition est celle de Weybridge, au Royaume-Uni, en 1996. Elle est le résultat
d’un colloque organisé par la Commission européenne, 1’Organisation pour la Coopération et
le Développement Economique (OCDE), 1I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) et
I’industrie chimique européenne. Un PE y est défini comme « une substance étrangére a
DPorganisme qui produit des effets déléteres sur I’organisme ou sa descendance, a la suite
d’une modification de la fonction hormonale ». La définition de 1’Agence américaine de
protection de I’environnement (U.S. Environmental Protection Agency, EPA) est
sensiblement différente : « un agent exogeéne qui interfére avec la production, la libération,
le transport, le métabolisme, la liaison, ’action ou [’élimination des ligands naturels
responsables du maintien de I’homéostasie et de la régulation du développement de

Porganisme » (Kavlock et al., 1996).
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Figure 1. Principaux systemes endocriniens cibles des perturbateurs endocriniens.
D’apres Diamanti-Kandarakis et al. (2009).
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En 2002, I’OMS présente une définition encore différente : «Les perturbateurs endocriniens
sont des substances chimiques d’origine naturelle ou artificielle étrangéres a l’organisme
qui peuvent interférer avec le fonctionnement du systéme endocrinien et induire ainsi des
effets délétéres sur cet organisme ou sur ses descendants». Toutefois, les données actuelles
montrent que les mécanismes d’action des PEs sont beaucoup plus larges. De ce fait, un
perturbateur endocrinien est, d’un point de vue physiologique, «un composé naturel ou
synthétique qui a travers une exposition environnementale altére les systémes hormonal et
homéostatique qui permettent a l’organisme de communiquer et de répondre a son
environnementy (Diamanti-Kandarakis et al., 2009). Le point consensus qui ressort de ces
différentes définitions, est celui de la dimension mécanistique de la perturbation
endocrinienne. En effet, a la différence d’une substance toxique qui agit directement, un PE
va, lui, agir par le jeu complexe du systtme hormonal (Barbier, 2011). Au vu de toutes ces
données nous proposons la définition suivante: «une substance chimique étrangere a
I’organisme, d’origine naturelle ou artificielle, qui interfére avec la production, la libération,
le transport, le métabolisme, la liaison, 1’action ou I’élimination des hormones naturelles; ces
substances sont susceptibles de modifier le fonctionnement d’une partie du systéme
endocrinien et d’avoir des conséquences sur le comportement et les fonctions de I’organisme

expos¢ et/ou de sa descendance».

I1. Les cibles des perturbateurs endocriniens

Les grandes similarités des récepteurs aux hormones ainsi que des enzymes
impliquées dans la synthése, la libération et la dégradation des hormones endogenes, font
qu’il n’existe virtuellement aucun systéme endocrinien qui soit « immunisé » contre 1’action
des PEs (Diamanti-Kandarakis et al., 2009, Schug et al., 2011). Ainsi, tous les systémes
physiologiques hormono-sensibles sont des cibles potentielles des PEs: systémes nerveux,
hypothalamo-hypophysaire, thyroidien, cardio-vasculaire, les glandes mammaires, le tissu

adipeux, le pancréas et les organes reproducteurs (Figure 1).

19






PARTIE A. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE/Chapitre 1. LES PERTURBATEURS ENDOCRINIENS

II1. Propriétés d’un perturbateur endocrinien

Un certain nombre de notions sont cruciales pour une bonne compréhension des
mécanismes d'action et des conséquences d’une exposition a un PE. Dans cette partie seront

abordées les principales propriétés d’un PE.

III.1. Action aux faibles doses et relation Dose-Réponse
non conventionnelle

Certaines caractéristiques des PEs sont soumises a controverse. En effet, des doses
infinitésimales peuvent provoquer des anomalies endocriniennes et en particulier celles de
I’appareil reproducteur, surtout si 1’exposition a lieu pendant une phase critique du
développement (gestation, néonatalité, et adolescence par exemple) (Sheehan et al., 1999). De
plus, les faibles doses semblent avoir des effets plus intenses que les fortes doses. Les PEs
peuvent également avoir des courbes dose-réponse non conventionnelles, en U ou en U
inversé (vom Saal et al., 2007, Welshons et al., 2003, Andrade et al., 2006, Wetherill et al.,
2002, Ralph et al., 2003). Ces caractéristiques sont bien connues pour les hormones
endogenes et les neurotransmetteurs, mais n’ont commenceé a étre envisagées pour les PEs que
depuis cette derniere décennie. Ces deux caractéristiques (effets aux faibles doses et courbes
non monotones) représentent des concepts majeurs dans la perturbation endocrinienne. Elles
sont en opposition avec le dogme traditionnel et fondamental en Toxicologie qui stipule que
«c’est la dose qui fait le poison». En effet, les effets a faible dose d’un PE ne sont pas
prédictibles par les effets a forte dose (Vandenberg et al., 2012).

Les hormones endogénes sont un trés bon exemple de molécules répondant a ses deux
caractéristiques. En effet, le systétme endocrinien est particuliérement bien adapté pour
répondre aux trés faibles concentrations des hormones, ce qui permet a un grand nombre de

molécules a activité hormonale de coexister en circulation (Welshons et al., 2003).
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Figure 2. Caractéristiques et activité des hormones. D’aprés Vandenberg et al. (2012).
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La spécificit¢ d’action des hormones physiologiques est liée a plusieurs éléments : la
répartition des récepteurs dans 1’organisme, l’existence pour un récepteur donné de co-
régulateurs différents ou de plusieurs isoformes, la localisation des récepteurs peut étre
spécifiquement restreinte a un ou quelques types cellulaires ou bien étre plus ubiquitaire dans
I’organisme (Vandenberg et al., 2012). Dans le cas des récepteurs présents dans différents
types cellulaires, la présence de différents co-régulateurs modifie le comportement des genes
cibles (Vandenberg et al., 2012, Kress et al., 2009, Fu et al., 2004, Katzenellenbogen and
Katzenellenbogen, 2000, Katzenellenbogen et al., 2000). Enfin, certaines hormones ont
plusieurs récepteurs. Les cestrogeénes, par exemple, peuvent agir sur deux types de récepteurs
(ESRI1 et ESR2) dont I’expression relative differe selon le tissu et entraine des effets variables

sur I’expression des génes régulés par ces récepteurs (Cheng et al., 2010, Zhao et al., 2008).

Les concentrations physiologiques des hormones endogenes sont extrémement faibles (10-
900 pg/ml pour I’cestradiol et 300-10000 pg/ml pour la testostérone par exemple). Dans le
sang, les hormones stéroidiennes existent sous trois formes: libre, représentant la forme non
liée; biodisponible, représentant la fraction liée a des protéines plasmatiques de faible affinité
comme I'albumine, et inactive, représentant la forme liée a des protéines de haute affinité (Sex
hormone-binding globulin et a-foetoprotéine par exemple) (Figure 2A). Lorsque les taux
circulants dans le sang sont corrigés par rapport a la faible fraction des hormones non liée aux
protéines plasmatiques, les concentrations libres réellement a 1’origine des effets dans les

cellules sont encore plus faibles (0.1 a 9 pg / ml pour I'cestradiol par exemple).
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Il ya plusieurs raisons pour lesquelles les hormones endogenes sont capables d'agir a des
concentrations circulantes aussi faibles: 1) les récepteurs spécifiques des hormones ont une
affinit¢ suffisamment élevée pour que la liaison d’un nombre réduit de molécules puisse
déclencher une réponse, 2) il existe une relation non linéaire entre la concentration de
I’hormone et le nombre de récepteurs li€s, et 3) il existe une relation non linéaire entre le
nombre de récepteurs occupés et I’effet biologique observable. Concernant les points 2) et 3),
Welshons et al. (2003) montrent qu’il n’existe pas de relation de linéarité entre I’occupation
des récepteurs et la concentration des hormones. En effet, la saturation de la réponse survient
en premier et a des concentrations a peine supérieures a la valeur de la constante de
dissociation de la cinétique récepteur-ligand (Kd). Ce n’est qu’a des concentrations plus
¢levées que la saturation des récepteurs est observée. Autrement dit, a faible dose, une
multiplication par 10 de la concentration de I’hormone peut aboutir a une multiplication de
I'occupation des récepteurs par 9, alors qu'a forte dose, une méme augmentation de 10 fois la
concentration n’augmente 1’occupation des récepteurs que de moins de 1,1 fois (Welshons et
al.,, 2003) (Figure 2B). Ainsi, méme des changements trés modérés de la concentration
hormonale dans la gamme des faibles doses, peuvent produire des changements substantiels
dans I'occupation des récepteurs et donc générer des changements importants dans la réponse
biologique.

La réponse hormonale physiologique est également caractérisée par des courbes dites
non monotones. Dans une réponse monotone, les effets observés peuvent étre linéaires
(Figure 3A) ou non linéaires (Figure 3B), mais avec une pente de courbe dont le signe ne
change pas. Par opposition, une courbe dose-réponse est dite non monotone lorsque la pente
de la courbe change de signe dans la gamme des doses €valuées. Classiquement, les courbes
dose-réponse non monotones ont une forme en U (avec des maxima de réponse aux doses
extrémes) ou en U inversé (avec des maxima de réponse aux doses intermédiaires) (Figure 3C
panel du haut). Certains cas sont plus complexes avec plusieurs points de changement du
signe de la pente de la courbe (Figure 3C panel de bas). Plusieurs mécanismes sont proposés
pour expliquer ce type de réponses (pour revue Vandenberg et al. (2012). Ils comprennent la
cytotoxicité, I’expression spécifique de tissus des récepteurs et des cofacteurs, la sélectivité, la
régulation négative, la désensibilisation des récepteurs, la compétition pour les récepteurs et la
boucle de rétroaction endocrine négative. Il apparait clair concernant ces courbes que le fait
de connaitre ’effet d’une ou de plusieurs doses ne permet pas de prédire les effets

susceptibles d’étre produits par d’autres doses.
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En conclusion, les PEs exploitent I’extréme sensibilité du systéme endocrinien pour produire

leurs effets a des doses couramment retrouvées dans 1’environnement.

I11.2. Fenétre d’exposition

L’exemple historique de I’'importance de la fenétre d’exposition aux PEs est celui du
diéthylstibestrol (DES). Cette molécule cestrogénique non stéroidienne de synthese, fut
prescrite dans les années 40 pour maintenir la synthése placentaire des stéroides et prévenir
les fausses couches et les naissances prématurées (Henley and Korach, 2006). Les
malformations et les conséquences déléteres sur 1’appareil génital apparaissaient chez les
enfants des femmes traitées entre la 6¢ et la 17e semaine de grossesse, fenétre ou les organes
reproducteurs se forment (Barbier, 2011, Miyagawa et al., 2011).

Les conséquences d’une exposition a un PE a 1’age adulte différent compleétement de celles
faisant suite a des expositions en période feetale, néonatale, durant I’enfance, ou la puberté
(Gore and Crews, 2009, Barker, 2003, Gore et al., 2011). En effet, 'environnement (maternel
et extérieur) d'un organisme en cours de développement interagit avec les geénes de 1'individu
pour déterminer sa propension a développer une maladie ou un dysfonctionnement
apparaissant tardivement a 1’age adulte.

Les organismes en développement comme le foetus et le nouveau né sont particulicrement
sensibles aux PEs. De plus les effets de telles expositions se manifestent a des concentrations
bien plus faibles que celles provoquant des effets chez I’adulte. Une des raisons de cette plus
grande sensibilité, est I’immaturité chez le feetus et le nouveau né des mécanismes de
protection disponibles chez 1’adulte (systeme de réparation de 1’Acide DésoxyriboNucléique
(ADN), systéme immunocompétent, enzymes de détoxification, métabolisme hépatique,
barriere hémato-encéphalique) (Skinner et al., 2011). L’enfance et 1’adolescence sont
¢galement considérées comme des périodes critiques du développement puisqu’elles sont
caractérisées par une maturation des systémes endocriniens clés, et sont de ce fait également
des périodes de forte susceptibilité aux effets des PEs (Silveira et al., 2007, Prins, 2008). C’est
pourquoi les scientifiques parlent aujourd’hui de l’origine feetale (ou, plus largement,

développementale) de la maladie adulte (pour revue Schug et al. (2011)).
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I11.3. Période de latence

L’hypothése de I’origine feeto-développementale de la maladie chez I’adulte suggere
qu’une exposition précoce a des doses faibles d’un PE n’aurait pas d’effet apparent immédiat,
mais prédispose plutdt I’organisme au développement latent d’un trouble ou d'une maladie a
I’age adulte (Barker, 2003, Gore et al., 2006). Il existerait donc un décalage entre le moment
de I’exposition et le moment d’apparition des effets. En d'autres termes, les conséquences
d’une exposition précoce aux PEs peuvent ne pas survenir immédiatement aprés, mais se
manifester a 1'age adulte ou durant la sénescence.

Cette hypotheése est supportée par des €tudes réalisées sur des modeles animaux
montrant que les expositions du feetus a de faibles doses de PEs n’entrainent souvent pas
d'effets perceptibles a la naissance, mais sont a 1’origine d'infertilité, d’anomalies et de
cancers beaucoup plus tard dans la vie. (Welshons et al., 2006). Chez I’homme, le cas du DES
illustre bien cette caractéristique. En effet, les filles des femmes ayant pris ce médicament,
n’ont pas d’anomalie apparente a la naissance. Ce n’est que plus tard qu’elles développent des
anomalies de I’appareil reproducteur et des cancers vaginocervicaux (Newbold, 2004). Les
nombreuses études réalisées sur des modeles rongeurs reproduisent et confirment ce type
d’effet observé chez I’homme (Newbold et al., 2006, Gore, 2008, Gore et al., 2006, Steinberg
et al., 2007, Steinberg et al., 2008).

I11.4. Effets transgénérationnels et épigénétiques

Les PEs sont non seulement susceptibles d’affecter la génération exposée, mais
¢galement sa descendance directe et les générations suivantes. Des études récentes suggerent
que le mécanisme de transmission peut dans certains cas impliquer la lignée germinale
(Anway and Skinner, 2006) et peut étre non génomique. Autrement dit, les effets peuvent étre
transmis non pas suite a une mutation de I’ADN, mais a cause de modifications des facteurs
qui régulent I'expression des geénes comme la méthylation de 'ADN et l'acétylation des
histones. En effet, un mécanisme général par lequel les expositions prénatale et postnatale
pourraient étre liées a des changements phénotypiques tard dans la vie est celui de 1'altération
de marqueurs épigénétiques, qui ont un rdle central dans la détermination de I’expression

fonctionnelle de I'information stockée dans le génome (Jirtle and Skinner, 2007).
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et sa lignée germinale. L'effet d’une telle exposition sur les générations ultérieures (F3 et au-
dela) serait considéré comme un phénotype transgénérationnel. D’apres Schug et al. (2011).
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Le terme épigénétique désigne des éléments autours de 'ADN qui régulent son activité tout en
étant indépendants de la séquence d'ADN. Il existe plusieurs facteurs qui peuvent perturber
I’expression des genes en modifiant I'ADN, tels que le remodelage des histones et la
régulation par les petits ARN non-codants [small interfering et micro interefring ARN
(siARN et miARN)]. Parmi ces facteurs, la reprogrammation de I'ADN par des changements
dans les profils de méthylation est I’un des mécanismes les plus ¢étudiés concernant la
perturbation endocrinienne. La méthylation de I'ADN se fait sur le carbone-5 de la cytosine
dans des ilots dinucléotides de Cytosine et guanine (CpG) par des ADN méthyltransférases.
Les geénes hyperméthylés sont inactivés alors que ceux qui sont hypométhylés ont tendance a
étre plus accessibles a la machinerie transcriptionnelle (Schug et al., 2011) (Figure 4).

Alors que la plupart des génes subissent une vague de déméthylation compléte durant
le développement embryonnaire précoce, un sous-ensemble de geénes dits génes soumis a
empreinte gardent leurs schémas de méthylation d'ADN qui semblent étre programmés de
maniére permanente. Contrairement aux cellules somatiques, les cellules germinales
primordiales subissent une déméthylation lors de la migration et de la colonisation précoce
des gonades embryonnaires, suivie d'une reméthylation qui a lieu lors de la détermination du
sexe d'une fagon sexe-dépendante. L'exposition d’une femelle gestante au moment de la
détermination du sexe semble modifier la reméthylation de la lignée germinale et
reprogrammer de fagon permanente le motif de méthylation de I'ADN (Skinner et al., 2011).

Un des exemples d’une transmission d’une modification épigénétique par la lignée
germinale est celui du fongicide anti-androgénique, la vinclozoline. Chez le rat, une
exposition in utero a la vinclozoline conduit a une forte probabilité de développer des troubles
métaboliques, des tumeurs et des dysfonctionnements de la reproduction chez les individus
des quatre générations suivantes (Anway and Skinner, 2008b, Shono et al., 2004, Anway et
al., 2005, Crews and McLachlan, 2006). Dans le cas du DES, des observations chez I’homme
et I’animal montrent clairement 1’héritabilité¢ des dysfonctionnements sur deux générations (Li
et al., 2003, Newbold et al., 1998, Diamanti-Kandarakis et al., 2009, Newbold et al., 2006).
Beaucoup d’autres PEs sont impliqués dans la transmission de dysfonctionnement sur
plusieurs générations, comme le Bisphénol A (BPA), les hydrocarbures polycycliques,
certains pesticides et phytoestrogenes. Il faut toutefois distinguer les transmissions
multigénérationnelles de celles dites transgénérationnelles qui sont transmises exclusivement
par I'intermédiaire de la lignée germinale. Seuls les effets apparaissant a la 3™ génération
(F3) sont considérés comme étant réellement transgénérationnels (cas de la vinclozoline)

(Schug et al., 2011) (Figure 5).
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II1.5. Effets spécifiques d’espéce et différences de

sensibilité liées au sexe

Il est actuellement connu que les effets des PEs sont sexe et espéce-dépendants
(Burger et al., 2007, Cummings et al., 2007, Orlando and Guillette, 2007, Dickerson and
Gore, 2007, Gochfeld, 2007, Walker and Gore, 2007). De nombreuses études montrent que
les différentes espéces et mémes les souches d’'une méme espece different dans leur sensibilité
aux PEs (Crews et al., 2000, Thigpen et al., 2007). En effet, il existe d’importantes différences
entre les espeéces concernant la nature et les concentrations circulantes des hormones
stéroidiennes, avec des différences au sein méme des différentes souches consanguines (Shire,
1976). Par exemple, la testostérone peut étre le stéroide prédominant chez les males de
certaines especes, alors que chez d'autres c’est la dihydrotestostérone (DHT) ou le 11-
kétotestostérone. Chez les femelles, 1'Estrone, le 173-(Estradiol (E2), et 1'Estriol (E3) sont les
hormones les plus communément retrouvées, et les résultats d’études réalisées chez les
mammifeéres montrent que 1’E2 est le plus puissant des trois. Pourtant, chez les tortues a
oreilles rouges, I'E3 est beaucoup plus performant qu’E2 pour contrecarrer les effets d'une
température d'incubation produisant des males dans 1’étude de détermination du sexe
(Bergeron et al., 1999).

De nombreuses études sur les PEs illustrent ce type d’effets spécifiques d’espece. Ainsi, chez
le rat, le méthoxychlore est responsable du syndrome de retard anovulatoire (Gray et al.,
1988), alors qu’il est sans effet apparent sur le cycle cestral du hamster (Gray et al., 1985). La
chlordécone (pesticide) masculinise le comportement des femelles hamsters (Gray, 1982)
alors que chez le rat, elle semble plutdt inhiber le comportement sexuel des femelles
lorsqu'elle est administrée durant le pro-cestrus (Brown et al., 1991), et accélere la puberté
(Gellert, 1978). Plus récemment, Johnson et al. (2012) rapportent qu’une exposition in utero
aux phtalates chez le rat, provoque des malformations du tractus génital male en inhibant la
production de testostérone par les cellules de Leydig feetales. En dépit du fait que la
toxicocinétique des phtalates chez la souris est similaire a celle du rat, aucune inhibition de la

synthése de testostérone par les cellules de Leydig feetales n’est observée chez la souris.
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Les études de sélection montrent que la génétique joue également un role important
dans les différences de sensibilit¢é aux PEs. Ozburn and Morrison (1962) ont montré une
tolérance de la souris aux effets du dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) aprés huit
générations de sélection. Poonacha et al. (1973) ont donné a des cailles une alimentation
contenant 200 ppm de DDT durant les 30 premiers jours de leur vie et constaté le
développement d’une résistance aprés la troisiéme génération. Dans cette méme étude, la
sensibilité liée au sexe est également mise en évidence. En effet, les auteurs montrent que les
femelles développent une moindre résistance au DDT que les males. D’autres études et revues
plus récentes viennent également renforcer ce constat (Cummings et al., 2007, Burger et al.,

2007, Orlando and Guillette, 2007, Johnson et al., 2012, Gore and Crews, 2009).

I11.6. Effets des multi-contaminations

Les étres vivants ne sont pas exposés a une substance environnementale isolée mais a
un mélange de substances. De plus, les effets des différents PEs peuvent étre additifs voire
synergiques (Willingham and Crews, 2000, Crews et al., 2003). En effet, chez la tortue a
oreilles rouges, I’administration d’un mélange de polychlorobiphényles (PCB) (Aroclor 1242,
trans-Nonachlor, cis-Nonachlor, dichloro-2,2-bis (p-chlorophenyl)-éthyléne (p,p9-DDE) et
chlordane) aux ceufs en cours de développement, modifie le sexe-ratio au profit des femelles,
alors que I’administration de chaque composé seul et a la méme concentration que dans le
mélange, produit un effet différent (Willingham and Crews, 2000).

Il est également possible que les effets ne soient pas additifs et que I’association de
faibles doses de composés individuellement inactifs résulte en une perturbation biologique
(Kortenkamp, 2008). En effet, Tinwell et Ashby (2004) ont testé chez le rat huit produits
oestrogéniques séparément et en association. Les auteurs ont montré qu’administrés
séparément, ces PEs ne donnent aucune réponse utérotrophique statistiquement significative,
alors que lorsqu’ils sont administrés sous forme d’un mélange (avec les mémes doses qu’en
administration isolée), ils produisent un effet utérotrophique puissant. De méme, Brian et al.
(2005) ont examiné l’effet d’'un mélange de cinq PEs cestrogéniques chez les poissons
(Pimephales promelas) avec 1’induction de la vitellogénine comme biomarqueur. Les effets
observés montrent encore une fois que ces molécules combinées induisent la synthése de la
vitellogénine a des concentrations qui, individuellement, ne produisent aucun effet sur ce

marqueur d’oestrogénicité.
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Cette liste de propriétés des PEs, bien que non exhaustive, illustre 1'énorme complexité
du champ de la perturbation endocrinienne. Elle met en évidence la nécessité de considérer

I’implication de tous ces facteurs dans I'évaluation des effets des PEs.

IV. Mécanismes d’action

Initialement, il était admis que les PEs exercaient leur action exclusivement via les
récepteurs aux hormones. Les données actuelles montrent que leurs mécanismes d’action sont
beaucoup plus larges et plus complexes (Henley and Korach, 2006). En effet, outre leur action
sur la signalisation des récepteurs hormonaux, les PEs sont capables d’agir sur des récepteurs
non conventionnels, des coactivateurs de transcription, des voies enzymatiques impliquées
dans la biosyntheése des stéroides et/ou de leur métabolisme, ainsi qu’un grand nombre
d’autres mécanismes qui convergent tous vers les systémes endocriniens (Schug et al., 2011).
Il est donc possible de dire de fagon trés schématique, qu’une substance peut perturber le
fonctionnement endocrinien de deux fagons: en interagissant directement avec les récepteurs
aux hormones (action agoniste ou antagoniste), ou en perturbant ou bloquant les mécanismes
de production et de régulation des hormones endogenes et/ou de leurs récepteurs. Toutefois, il
existe d’autres mécanismes d’action des PEs qui comprennent, entre autres, des effets directs
sur les genes (Moral et al., 2008) et leur impact épigénétique (Anway and Skinner, 2008a).
Cette partie illustre la multitude (mécanismes non exhaustifs) et la complexité du mode

d’action des PEs.
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IV.1. Mécanisme par action directe sur les récepteurs

aux hormones

Beaucoup de PEs sont structurellement similaires aux hormones endogénes. Ces PEs
sont ainsi capables de mimer I’action des hormones endogenes, leur transport et leur stockage
tissulaire. Les propriétés de ces substances les rendent particuliérement aptes a activer ou a
antagoniser les récepteurs hormonaux (Schug et al., 2011). Il existe plusieurs types de
récepteurs aux hormones: les récepteurs membranaires lorsque les molécules passent
difficilement la membrane plasmique (hormones et para-hormones peptidiques, cytokines,
prostanoides), et les récepteurs intracellulaires, comme les récepteurs nucléaires, pour les
molécules plus lipophiles et dont la perméabilit¢é membranaire est plus élevée (hormones
stéroides) ou pour les molécules endocytées (hormones thyroidiennes iodées).

I1 existe également des récepteurs cytoplasmiques pour différentes hormones dont les effets
majeurs font intervenir des récepteurs membranaires. De méme, différentes hormones
stéroidiennes ont, en plus de récepteurs intracellulaires, des récepteurs membranaires.

Une grande partie des PEs sont de petites molécules lipophiles qui vont interagir avec des
récepteurs aux hormones de la famille des récepteurs nucléaires (RNs) tels que les récepteurs
aux cestrogenes (ESRs), le récepteur aux androgeénes (AR), le récepteur aux glucocorticoides
(GR) et aux minéralocorticoides et les récepteurs aux hormones thyroidiennes (TRs)
(Swedenborg et al., 2009). L'essentiel des récepteurs inactifs se trouve au niveau du noyau,
associé a des protéines non-histoniques de la chromatine. L'association avec I'hormone libére
le récepteur et le complexe Hormone-Récepteur actif peut se fixer a un ¢lément de la région
régulatrice (5'-flanking) d'une unité de transcription, conduisant avec d'autres éléments
modulateurs, a son activation (agonisme), son inactivation (antagonisme) ou au contréle de sa
vitesse de transcription (Gronemeyer et al., 2004). Ces récepteurs fonctionnent sous forme de
mono (exemple : facteur stéroidogénique-1), d’homo (exemple : récepteurs aux stéroides) ou
d’hétérodimeres, dont le partenaire constant est le récepteur de I’acide rétinoique 9-Cis (RXR)
(exemple: récepteurs aux hormones thyroidiennes) (Gronemeyer et al., 2004). ESR1, ESR2 et
AR sont tres tot identifiés comme étant les cibles de beaucoup de PEs. Le méthoxychlore, un
analogue de structure et un substitut du pesticide DDT, et ses métabolites sont responsables
d’anomalies sexuelles et de reproduction par antagonisme de AR et d’ESR2 et par action

agoniste sur ESR1 (Gaido et al., 2000).
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Il est a noter que certains PEs produisent leurs effets par une action sur des récepteurs
autres que les récepteurs aux hormones. En effet, un certain nombre d’études montrent des
effets via les canaux ioniques. Le BPA, le DDT, le DES, le nonylphénol (détergent) et
I’octylphénol (intermédiaire de synthése des caoutchouc, pesticide et peinture) perturbent
I’activité des canaux calciques et/ ou la signalisation cellulaire calcium-dépendante (Nadal et
al., 2000, Tanabe et al., 2006, Vandenberg et al., 2012, Ruehlmann et al., 1998, Walsh et al.,
2005).
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IV.1.1. Cas des perturbateurs endocriniens agissant sur les

récepteurs aux eestrogenes

Les récepteurs aux cestrogénes (ESRs) restent au centre des études sur la perturbation
endocrinienne. Les cestrogénes exercent leurs actions dans les tissus cibles par fixation sur
I’un des deux ESRs: ESR1 ou ESR2. Comme d’autres récepteurs aux hormones stéroidiennes,
les ESRs fonctionnent sous la forme d’un dimére. Il existe différentes voies par lesquelles les
cestrogeénes peuvent réguler les processus biologiques via les ESRs (Hall et al., 2001). Dans le
modele d’action classique, les ESRs activés par la fixation de leur ligand se fixent au niveau
de ’ADN sur des ¢éléments de réponse aux cestrogénes (ERE) grace a leur domaine de
fixation a I’ADN et recrute des co-régulateurs sur le site d’initiation de la transcription.

Les cestrogenes modulent également 1’expression des génes par un autre mécanisme
dans lequel les ESRs interagissent avec d’autres facteurs de transcription comme la protéine
activatrice 1 (AP-1) et la protéine stimulatrice (Sp1) (Bjornstrom and Sjoberg, 2005, Kushner
et al., 2000, Saville et al., 2000).

Il existe un grand nombre de molécules naturelles ou synthétiques qui peuvent activer les
ESRs. Parmi les cestrogénes naturels, il y a ceux produits par les plantes (phytoestrogeénes:
coumestrol, génistéine, ...) et ceux produits par les champignons (mycoestrogenes:
zéaralénone, ...). Les substances oestrogéniques synthétiques comprennent celles produites
pour étre utilisées a visée thérapeutique chez ’homme comme le DES, et celles destinées a
d’autres utilisations type biocide (DDT, méthoxychlore). Ces composés produisent leurs
effets en interagissant avec les ESRs. Il existe 3 types de ces récepteurs: les RNs (ESRI1 et
ESR2), les récepteurs aux cestrogénes associés a la membrane (variants des récepteurs
nucléaires) et le récepteur aux cestrogénes couplé a la protéine G (GPR30) qui est une protéine
associ¢ a la membrane avec une forte affinité pour les cestrogenes. Les PEs a caractere
oestrogénique vont, comme les cestrogénes endogenes, se fixer sur le récepteur membranaire
ou cytosolique, ce qui va entrainer sa translocation dans le noyau. Le complexe se fixe ensuite
sur des ¢éléments de réponse (ERs) présents au niveau de I’ADN et régule la transcription
génique et la synthése protéique. Certains récepteurs résident exclusivement dans le

compartiment nucléaire et se situent a proximité des ESRs sous forme inactive.
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La fixation d’une hormone va provoquer leur activation. Au final les PEs peuvent altérer ce
processus de signalisation en se liant aux récepteurs stéroidiens, ce qui conduit a une
activation ou une inhibition de la transcription (Figure 6). Massaad et al. (2002), rapportent
que les pesticides polychlorés (endosulfan, toxaphéne, la dieldrine, o,p0-dichlorodiphenyl tri-
chloroéthane (o,p0DDT),...) interagissent directement avec les ESRs et sont capables de

déplacer I’E2 de son récepteur.

Alors qu’il est bien établi que les PEs qui activent ESR1 et ESR2 peuvent avoir des
effets déléteres, les récentes avancées en endocrinologie montrent que les molécules
cestrogéniques peuvent avoir des effets non génomiques sur I’expression des geénes, par
I’intermédiaire de récepteurs associés a la membrane et de voies ayant recours aux seconds
messagers et dont certaines peuvent étre trés rapidement activées et a des concentrations
infinitésimales (Watson et al., 2011).

Comme il a été évoqué précédemment, les hormones endogénes ainsi que les PEs générent
des courbes relations dose-effet non conventionnelles (page 20). Le mécanisme a 1’origine de
ce phénomene est le suivant (Figure 7): sous forme liée aux protéines plasmatiques (majeure
partie), I’cestradiol est incapable d’interagir avec ses récepteurs et donc d’activer les génes
cestrogéno-répondants. Seule la forme libre non liée est active, et dans des conditions
physiologiques, sa concentration est trés faible (zone verte de la Figure 7: parties par
quadrillion (ppq)-parties par trillion (ppt)). Plus la concentration d’cestradiol augmente (au-
dela de la zone verte), plus la réponse biologique augmente (ici la prolifération cellulaire). La
zone verte représente la gamme de concentrations au-dela desquelles I’hormone non liée se
retrouve dans le sang. Lorsque la concentration augmente jusqu’a 1 ppt, la réponse augmente,
puis se stabilise (100 ppb). Quand la concentration atteint la gamme forte, la réponse diminue
avec un arrét du systeme autours de 10 ppm et au-dela. En réalité, quand la concentration de
I’cestradiol augmente dans la gamme des faibles doses, ’hormone se fixe sur ses récepteurs et
stimule la réponse génique. Toutefois, quand la fixation aux récepteurs atteint 10%, une
boucle de rétroaction se met en place, conduisant a une diminution de la disponibilité de
récepteurs supplémentaires. Ainsi, si la dose augmente davantage, l'effet de la boucle de
rétroaction s’active jusqu'a ce qu'aucune quantité supplémentaire d’cestradiol ne puisse
augmenter la réponse du systeéme. Ceci se traduit par un plateau (1 ppt et 100 ppb). Ensuite,
les doses d’cestradiol supérieures deviennent toxiques pour les cellules et le systéme s’arréte

de fonctionner, passant méme en dessous du niveau du controle.
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IV.1.2. Les effets métaboliques des perturbateurs endocriniens

Outre les effets sur le développement et la reproduction, il existe de plus en plus
d’¢léments en faveur d’un lien entre I’apparition de troubles métaboliques et 1’exposition aux
PEs. L’incidence de l'obésit¢ dans le monde augmente de facon constante et est souvent
associée a des troubles métaboliques (diabéte de type 2, complications cardio-vasculaires et
pulmonaires, maladies hépatiques). Les PEs interagissent avec divers membres de la super
famille des RNSs, induisant des perturbations métaboliques. Les récepteurs PPARs
(peroxisome proliferator-activated receptors) jouent un rdle primordial dans ces effets
métaboliques (Figure 8). En effet, I’activation de PPARYy par les phtalates ou les organotines
induit l'adipogenése in vitro, et ce méme effet est inhibé par les dioxines via I’activation de
I’ Aryl-hydrocarbone Receptor (AhR). PPARa, qui joue un rdle majeur dans l'oxydation des
acides gras, limite l'activité¢ adipogénique, et est activé in vivo par les phtalates et les
polyfluoroalkyle (PFC). Les PEs oestrogéniques tels que le BPA sont également impliqués
dans la perturbation métabolique suite a une interaction complexe avec les récepteurs aux
hormones tels que les ESRs, les TRs et les GRs. Ces récepteurs jouent un réle important dans
le contréle de l'adipogenése, de la prise de poids, et des niveaux d'insuline, bien que les
mécanismes sous-jacents ne soient pas encore bien ¢lucidés (lignes en pointillées sur la Figure
8). Enfin, méme si les mécanismes ne sont pas encore décrits (lignes en pointillés et points
d'interrogation sur la Figure 8), les récepteurs Pregnane X Receptor (PXR), Constitutive
Androstane Receptor (CAR) et AhR jouent également un rdle crucial dans la régulation de
I'homéostasie métabolique en interagissant directement ou indirectement avec les voies

métaboliques (Casals-Casas and Desvergne, 2011).
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IV.2. Modulation du métabolisme des hormones

stéroidiennes

La biodisponibilit¢ hormonale dépend de la biosynthése des hormones, de leur
transport vers les tissus cibles, du taux de protéines plasmatiques et enfin du catabolisme des
hormones. Les PEs peuvent interférer avec tous ces processus (Baker et al., 1998, You et al.,
2001, Boas et al., 2006). Le catabolisme des hormones stéroidiennes est particulierement
affecté par 1’action des PEs, puisque beaucoup d’enzymes du métabolisme des xénobiotiques
sont impliquées dans ces processus. Les enzymes de la famille des cytochromes P450
(CYP450), CYP1A2, CYP3A4, CYPI1Al, et CYPIBI, catalysent I’hydroxylation de I’E2
(Tsuchiya et al., 2005). Les geénes codant pour ces enzymes sont régulés par certains RNs,
lesquels peuvent étre activés par les PEs. Les PEs peuvent ainsi interférer avec le
métabolisme des hormones endogenes par action sur ces RNs (Figure 9). L’activation
enzymatique consécutive a 1’exposition a un PE peut conduire a une augmentation du
catabolisme et donc compromettre les voies de signalisation physiologiques des hormones
endogénes. De récentes études montrent que le CYPI9B (aromatase) qui convertit la
testostérone en cestradiol est directement régulé par AhR. Ainsi, I’activation d’AhR par les
PEs peut aboutir a I’augmentation de la production d’cestradiol. Deux RNs, le Steroid X
Receptor humain (SXR) et PXR (chez le rat), ainsi que CAR sont des régulateurs importants
du métabolisme des xénobiotiques et des hormones stéroidiennes. (Tabb and Blumberg,
2006). Ces trois récepteurs sont fortement exprimés au niveau du foie et de I’intestin ou ils
interviennent dans 1’induction des enzymes CYP450, d’enzymes de conjugaison et de
transporteurs en réponse a leurs ligands endogeénes ou xénobiotiques. Comme beaucoup de
récepteurs nucléaires, SXR/PXR régulent la transcription apres fixation de leur ligands, alors
que CAR est actif de manicre constitutive (Tsuchiya et al., 2005). Beaucoup de PEs
classiques altérent I’activité de CAR et I’expression de ses génes cibles. Le transnonachlore
(composant du pesticide interdit chlordane) réprime 1’activité basale de CAR chez la souris
(Tabb and Blumberg, 2006, Moore et al., 2002). Les pesticides organochlorés, le di(2-
¢thylhexyl) phtalate sont des activateurs de PXR et du CYP3A (Schuetz et al., 1998,
Masuyama et al., 2000) et le BPA active SXR (Takeshita et al., 2001).
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L’activation de SXR/PXR par tous ces composés peut augmenter la production des
métabolites de ces PEs tout en perturbant la biodisponibilit¢ des androgeénes et cestrogenes

endogénes (pour revue Tabb and Blumberg, 2006).

En plus des CYP450, il existe d’autres enzymes qui interviennent dans le métabolisme des
hormones endogenes: enzymes de glucuronoconjugaison, d’O-méthylation et de
sulfoconjugaison. Parmi ces enzymes, les sulfotransférases (SULT) jouent un réle important
dans la régulation des taux circulants d’hormones en les inactivant. Harris et al. (2000)
montrent que certains alkylphénols peuvent étre sulfoconjugués par SULTIA1/2 et/ou
inhibent ces enzymes. Les auteurs suggerent que les alkylphénols qui inhibent les SULT
peuvent étre a I’origine d’une diminution de la sulfoconjugaison de I’cestradiol et donc d’une
augmentation de la fraction active responsable de 1’apparition de perturbations endocriniennes

(Fisher, 2004, Harris et al., 2000).
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IV.3. Modulation des coactivateurs des récepteurs

nucléaires

Les RNs activent la transcription en se liant directement a des €¢léments de réponse aux
hormones dans la région régulatrice de geénes cibles, et en recrutant un ensemble de protéines
coactivatrices et la machinerie de transcription (Tabb and Blumberg, 2006). Les coactivateurs
de transcription comprennent la famille des p160 [co-activateur du récepteur des stéroides-1
(SRC-1), facteur de transcription intermédiaire 2/protéine d’interaction avec le récepteur des
glucocorticoides 1, l'activateur du récepteur des hormones thyroidiennes et de l'acide
rétinoique/ protéine de fixation au Peroxisome Proliferator Activator Receptor y (PPAR-y),
...]. Les différences tissulaires dans les niveaux d’expression des protéines coactivatrices
régulent I'activation des RNs, par concurrence entre les RNs pour les coactivateurs et les
autres facteurs de transcription. Ainsi, des modifications dans les niveaux d'expression des
récepteurs et/ou des corégulateurs (Acide RiboNucléique messager (ARNm) et protéines)
peuvent moduler l'activité du récepteur. Les PEs peuvent moduler I’expression de génes
cibles en modifiant le niveau d’expression des protéines corégulatrices (Figure 9) (Tabb and
Blumberg, 2006). En effet, Lonard et al. (2004) montrent que le 4-hydroxy tamoxiféne et le
raloxiféne augmentent le niveau basal d’expression des coactivateurs SRC-1 et SRC-3, ce qui
a pour conséquence d’augmenter l'activation transcriptionnelle d’ESR1. De méme, le BPA
augmente 1’expression de la protéine activatrice du récepteur aux hormones thyroidiennes

220, ce qui induit ’expression d’ESR2 dans 1’utérus de souris (Inoshita et al., 2003).

Une forme plus subtile de perturbation peut faire suite & une concurrence entre les
récepteurs aux hormones stéroidiennes et les récepteurs des xénobiotiques pour les
coactivateurs de transcription. Par exemple, les PEs substrats de CAR peuvent avoir des effets
endocriniens en limitant la disponibilit¢ des protéines coactivatrices. En effet, des études
montrent que CAR peut inhiber l'activité transcriptionnelle médiée par les ESRs sans fixation
aun ERE (Min et al., 2002). Or des composés comme le 1,4-bis [2-(3,5-dichloropyridyloxy)]
benzeéne activent CAR et diminuent la disponibilité¢ de la protéine coactivatrice GRIP-1, ce

qui a pour conséquence d’inhiber 1’activité transcriptionnelle des ESRs (Min et al., 2002).

36






PARTIE A. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE/Chapitre 1. LES PERTURBATEURS ENDOCRINIENS

IV.4. Dégradation des récepteurs nucléaires par

I’intervention du protéasome

Plusieurs membres de la superfamille des RNs peuvent étre dégradés par la voie
ubiquitine du protéasome de facon ligand-dépendante. Le turnover des récepteurs, assuré par
leur dégradation via le protéasome, empéche la sur-stimulation des cellules par les hormones
endogenes ou tout autre signal d'activation (Dennis et al., 2001). L'inhibition de la voie de
dégradation ubiquitine du protéasome inhibe l'activité transcriptionnelle de RNs stéroidiens
tels que le récepteur de la progestérone (PGR) (Syvala et al., 1998) et AR (Sheflin et al.,
2000, Lin et al., 2002). ESR1 subit différents taux de dégradation par le protéasome en
présence d'agonistes, antagonistes, et de modulateurs sélectifs des ESRs. Ceci démontre que
l'activité transcriptionnelle peut étre affectée par la modulation de la stabilité¢ du récepteur
(Wijayaratne and McDonnell, 2001). Les PEs pourraient donc agir sur la dégradation par le
protéasome des récepteurs nucléaires ou des protéines corégulatrices et avoir ainsi une
incidence directe sur le niveau et la durée des réponses hormonales normales (Figure 9), et
perturber de ce fait le syst¢tme endocrinien. Masuyama and Hiramatsu (2004) montrent par
exemple que le BPA inhibe la dégradation d’ESR2 en empéchant son interaction avec un
composant du protéasome (SUGI, suppresseur du Galanin receptor 1), qui est normalement
induite par I’cestradiol. En inhibant la dégradation d’ESR2, le BPA augmenterait ainsi
I’expression protéique du RN et potentialiserait son activation et favoriserait donc 1’apparition

de perturbations endocriniennes.
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IV.5. Augmentation de la sensibilité aux hormones

Les récents travaux de Jansen et al. (2004) montrent un nouveau mécanisme de
perturbation endocrinienne. Leurs résultats montrent que ’acide valproique (antiépileptique)
et ’acide méthoxyacétique (MAA) (métabolite d’un solvant) ne miment pas les hormones
endogenes, mais augmentent plutot ’activité des récepteurs hormonaux (ESR1, ESR2, AR,
PGR et le récepteur aux hormones thyroidiennes B (TRP)) en modifiant les signaux cellulaires
qui activent ou inhibent les protéines kinases et les histones désacétylases (Jansen et al.,
2004). Le role des histones désacétylases est de supprimer un groupe acétyle aux histones, ce
qui permet aux histones de se fixer sur I'ADN et d’inhiber la transcription des genes.
L'exposition a 1’acide valproique et au MAA augmente la sensibilit¢ cellulaire aux
cestrogenes, progestines, et a d'autres ligands des RNs d'hormones, et améliore 1'efficacité de
transcription in vitro et in vivo (Jansen et al., 2004). Les études mécanistiques montrent que
cet effet est obtenu par inhibition d’histone désacétylases et par activation de la protéine
kinase activée par les mitogénes p42/p44 a des doses proches des niveaux d'exposition de
I'homme. Les individus exposés a ces acides gras a chaine courte sont ainsi plus susceptibles
d’avoir des effets secondaires suite a la prise d'cestrogeénes et de progestatifs (contraception
orale et traitement hormonal substitutif de la ménopause). Ces sensibilisateurs aux hormones

représentent une nouvelle voie d’interaction des PEs avec les RNs.

IV.6. Altération de la méthylation de ’ADN

L’ADN des cellules germinales primordiales est déméthylé, puis reméthylé de facon
sexe-spécifique pendant la phase de détermination du sexe des gonades (Reik and Walter,
2001). La méthylation de I'ADN controle I'expression génique (Razin and Kantor, 2005)
(Figures 4, 5 et 9). Un PE peut interférer avec la fidélité de ce processus et reprogrammer la
lignée germinale en agissant sur les RNs tels que les ESRs et AR. Le méthoxychlore et la
vinclozoline constituent des exemples de PEs agissant via ce mécanisme d’action. En effet,
des études montrent que ces molécules altérent les profils de méthylation de ’ADN du
génome de la lignée germinale male et que ce phénotype est ensuite transmis aux générations

suivantes (Anway et al., 2005, Kelce et al., 1994, Tabb and Blumberg, 2006).
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PARTIE A. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE/Chapitre 1. LES PERTURBATEURS ENDOCRINIENS

V. Réglementation et perturbateurs endocriniens

L’Union Européenne a établi une classification des substances chimiques toxiques
pour la reproduction (directive 67/548/CEE modifiée relative a la classification, 1’étiquetage
et ’emballage des substances dangereuses). Elle comporte trois catégories, selon le niveau de
connaissance des effets sur la santé de la substance considérée. Les effets cancérigenes,
mutagenes et reprotoxiques (CMR), sont pris en compte dans la réglementation REACH
(Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemical substances). En France,
un décret spécifique au milieu professionnel est mis en place pour la mise en ceuvre de
mesures préventives. Cependant les autres effets li€s a la perturbation endocrinienne ne sont
pas considérés. Du coté environnemental, la classification de PEs n’existe pas en tant que
telle. Toutefois il existe des réglementations limitant la contamination de 1’environnement,
comme la Directive Cadre sur I’Eau par exemple, qui limitent les rejets de certains produits
toxiques pour I’environnement dont certains PEs (comme les PCB, les phtalates, ...). Il
n’existe donc actuellement pas de réglementation propre aux PEs alors que la réglementation
devrait pouvoir intégrer 1’évolution des connaissances en termes de sources de contamination,
d’effets sur les écosystémes et la biodiversité, et de notion de faibles doses et de période

d’exposition (Jean and Benmarhnia, 2011, Bars et al., 2012).

Le tableau 1 regroupe les principaux PEs cités dans cette partie, leurs origines ainsi que leurs

effets endocriniens majeurs.

39






Chapitre 2. LA ZEARALENONE:
CONTAMINANT ALIMENTAIRE ET
PERTURBATEUR ENDOCRINIEN

40










Figure 10. Structure de la zéaralénone.



PARTIE A. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE/Chapitre 2. LA ZEARALENONE

Les PEs possédant une activité oestrogénique représentent le plus large groupe de PEs
connus a ce jour. La zéaralénone (ZEN), décrite dans ce chapitre, en fait partie et constitue un

modele de contaminant environnemental d’origine naturelle répondant a la définition des PEs.

I. Structure chimique et propriétés physicochimiques

La ZEN est une mycotoxine oestrogénique non stéroidienne, issue du métabolisme
secondaire de nombreuses espéces de champignons du genre Fusarium : F.graminerum ou
Gibberella zea, F.culmorum, F.cerealis, F.equiseti, F.crookwellense et F. semitectum

(Chelkowski, 1998).

I.1. Structure chimique

La ZEN a été isolée pour la premiére fois en 1962 sur du mais contaminé par Gibberella
zea (Stob et al., 1962), et sa structure chimique est déterminée en 1966 (Urry et al., 1966) et
1967 (Kuo et al., 1967). La ZEN est une lactone macrocyclique de I’acide resorcylique
possédant un centre de stéréo isomérie (Figure 10). De formule brute C;sH»,0s, son poids
moléculaire est de 318.36. Selon la nomenclature de I’International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC), son nom chimique est : (4S, 12E)-16,18-dihydroxy-4-méthyl-3-
oxabicyclo [12.4.0] octadeca-1(18), 12, 14,16-tetraecne-2,8-dione. Cette molécule est issue
d’un processus de synthése dit polycétidique, car il implique une réaction de condensation
téte-queue d’unités d’acétate grace au systéme enzymatique acétate-malonyl-coenzyme

(Huffman et al., 2010, Kim et al., 2005).

1.2. Nomenclature

La dénomination commune de «zéaralénone» est le fruit d’une combinaison entre G.
Zea, resorcylic acid lactone, -éne, pour la présence d’une double liaison en position C11-
C12, et enfin -one en raison de la présence d’une fonction cétone en position C-7 (Zinedine et
al., 2007). D’autres dénominations existent, comme Resorcylic Acid Lactone, F-2 toxine et

Fermentation Estrogenic Substance (Gaumy et al., 2001, Metzler, 2010).
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Les abréviations de la ZEN et de ses métabolites utilisées dans ce document sont celles

proposées par Metzler (2010).
1.3. Propriétés physico-chimiques

Macroscopiquement, la ZEN pure se présente sous forme de cristaux blancs avec un
point de fusion de 164-165°C. Elle est capable d’absorber la lumicre ultraviolette avec un
maximum d’absorption a 236 nm, et est fluorescente. Cette derniére caractéristique est
exploitée pour son dosage, et celui de ses dérivés par des techniques de chromatographie
couplées a une détection UV-Fluo (Gaumy et al., 2001). De par sa structure de lactone
macrocyclique, la ZEN est une substance trés faiblement soluble dans I’eau. De plus, la
présence de fonctions alcools et cétones explique sa tres faible solubilité dans les solvants
apolaires comme [’hexane. Ainsi, cette molécule posséde toutes les caractéristiques
structurales pour avoir un optimum de solubilité dans les solvants de polarité intermédiaire
comme le dichlorométhane, I’acétone et 1’éthanol (Gaumy et al., 2001). Malgré la présence
d’une fonction lactone et d’une double liaison en C11-C12, la ZEN est classée parmi les
mycotoxines stables (Krska et al., 2003). En effet, un chauffage a 150°C pendant plusieurs
heures n’est pas capable de dégrader la ZEN pure ou des graines contaminées par la ZEN.
L’augmentation de la température a 200°C n’altére que trés modérément sa stabilité (Lauren
and Smith, 2001, Yumbe-Guevara et al., 2003). Toutefois, Ryu et al. (1999) montrent que son

chauffage dans une solution alcaline produit un début de dégradation des 150°C.
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Tableau 2. Contamination de céréales destinées a I’alimentation des animaux de rente en Europe. D’aprées
Doll et Danicke (2011).

Céréales Nombre d'échantillons testés Echantillons contaminés (%) Maximum (mg/kg)
Blé 847 30 0.15
Mais 824 79 6.49
Orge 226 5 0.05
Awine 377 20 1.31
Seigle 84 5 0.02

60% .

40°l{0 ";I

20% 150 26 18 41
0%

Aliments

porcelets

Aliments
truies

M
Grames de
céréales

Aliments
d’engraissement
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Figure 11. Résultats du programme de controle national sur la présence de la
zéaralénone dans les céréales et les aliments complets de différentes catégories de porcs
en 2008 (données fournies par I'Office fédéral de la protection des consommateurs et de la
sécurité alimentaire allemagne). D’apres Doll et Déanicke (2011).

B Proportion et nombre d'échantillons inférieurs aux limites de détection; [lproportion et
nombre d'échantillons supérieurs aux limites de détection.
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I1. Contamination des aliments destinés aux animaux

Les champignons du genre Fusarium sont des phytopathogénes qui contaminent de
nombreuses cultures agricoles (les céréales en particulier) du monde entier. Cette
contamination concerne majoritairement les zones a climat frais et humide (régions tempérées
d’Europe, d’Amérique et d’Asie) (Zinedine et al., 2007). La ZEN est synthétisée de fagon
concomitante avec d’autres fusariotoxines comme les trichotéceénes (déoxynivalénol et
nivalénol) et les fumonisines (fumonisine B1), par les mémes espéces de champignons
(Gaumy et al., 2001). Les principales especes de Fusarium productrices de ZEN sont
représentées par F. graminearum et F. culmorum. Ces champignons colonisent les cultures
céréalieres plein champ et produisent leurs toxines principalement avant la récolte, et dans
une moindre mesure apres la récolte, lors de mauvaises conditions de manipulation, séchage
et stockage des céréales (Zinedine et al., 2007). Les conditions météorologiques, en particulier
pendant les périodes de croissance et de floraison des plants, ont un impact majeur sur
l'infection des cultures par les Fusarium et la production de mycotoxines (faible température
et humidité élevée). C’est pourquoi, les taux de contamination par la ZEN varient d’une année
a ’autre (EFSA, 2011). A titre d’exemple, Meister (2009), montre lors d’une enquéte menée
en Allemagne de 2000 a 2007 que les échantillons céréaliers des récoltes des années 2002 et
2007 sont les plus contaminés par la ZEN (Meister, 2009). De méme, une étude dans les Pays
bas menée en 2003 et 2004, montre que des teneurs tres ¢levées en ZEN (jusqu’a 5700 pg/kg)
sont retrouvées dans le blé apres les fortes pluies de 1’automne 2004 (Hoogenboom et al.,

2008).

L’¢évaluation de la contamination des céréales destinées a 1'alimentation des animaux
de rente par la ZEN en Europe en 2003, a révélé que le blé, le mais et 'avoine sont les denrées
les plus contaminées (Tableau 2). Le role du mais dans cette contamination est
particuliérement important puisque les données officielles de surveillance allemande (Office
fédéral de la protection des consommateurs et de la sécurité alimentaire allemand) montrent
que plus de 60% des échantillons de mais analysés sont contaminés par la ZEN, tandis que les
autres céréales et aliments pour porc (aliments complets) ont un taux de contamination plus

faible entre 20 et 40% (Figure 11) (Doll et Danicke, 2011).
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III. Devenir de la zéaralénone dans D’organisme

(données sur animaux)

La ZEN est une molécule soluble dans les solvants de polarité intermédiaire, ce qui lui
permet une large diffusion dans I’organisme. Dans cette partie seront abordées ses différentes

étapes toxico-cinétiques (absorption, distribution, métabolisme et élimination).

II1.1. Absorption

Aprés administration orale, la ZEN est rapidement et massivement absorbée chez le rat,
le lapin, le porc et ’homme (Avantaggiato et al., 2003, Zinedine et al., 2007). Toutefois, cette
absorption est trés difficile a quantifier a cause d’une forte excrétion biliaire, et de I’existence
d’un cycle entéro-hépatique (Biehl et al., 1993, Zinedine et al., 2007). L absorption de la ZEN
chez le porc apres I’administration d’une dose orale unique de 10 mg/kg est estimée a 80-85%
(Biehl et al., 1993, Zinedine et al., 2007). L’apparition rapide de la ZEN dans le sang suggére
une forte absorption au niveau de la partie proximale du tractus gastro-intestinal (estomac et
intestin gréle). En effet, une étude de transport réalisée sur un modeéle mimant le tractus
gastro-intestinal de porc, a permis de déterminer que I’absorption de la ZEN s’effectue
principalement au niveau du jéjunum et de I’iléum (Avantaggiato et al., 2003). Il n’existe pas
de données concernant son absorption chez ’homme, mais il semblerait qu’elle soit, comme
chez I’animal, rapide et massive d’apreés une étude réalisée sur la lignée intestinale humaine
Caco-2 (Pfeiffer et al., 2011). Les études du mécanisme par lequel la ZEN est absorbée au
niveau intestinal montrent que cette absorption suit une cinétique de premier ordre, qui serait
en faveur d’une diffusion passive (Cavret and Lecoeur, 2006, Ramos et al., 1996). 1l existe
trés peu d’études sur la prise en charge de la ZEN par des transporteurs membranaires. Nos
travaux antérieurs sur les cellules intestinales humaines Caco-2, montrent que la ZEN est
activement prise en charge par les pompes d’efflux ABCC1/MRP1 et ABCC2/MRP2, qui
sont des transporteurs de la famille des ATP Binding Cassettes (ABC) (Videmann et al.,
2009). Une autre étude montre que cette molécule est également prise en charge par des
transporteurs d’anions et de cations organiques de I’homme et du rat (OAT1-4 et OCT1-2) au
niveau rénal et hépatique. Les auteurs suggerent que ces transporteurs seraient impliqués dans

son absorption au niveau de ces deux organes (Tachampa et al., 2008).
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Figure 12. Métabolisme de la zéaralénone.
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I11.2. Distribution

La ZEN posséde une trés faible affinité pour les globulines sériques, ou se fixent
¢galement les hormones: 5% seulement contre 100% pour E2. Ceci a pour conséquence une
¢lévation de la fraction sérique libre, ainsi disponible pour aller se fixer sur les récepteurs
cibles (Ahamed et al., 2001).

Toutefois, cette toxine posseéde un volume apparent de distribution large (Kuiper-Goodman et
al., 1987) et la ZEN et ses métabolites sont largement distribués dans les tissus chez le rat et le
porc (Bernhoft et al., 2001, Goyarts et al., 2007a, Shin et al., 2009). Ils se concentrent
principalement dans le foie, I’intestin, la bile et les reins (Bernhoft et al., 2001). La ZEN est
¢galement retrouvée dans les organes possédant des récepteurs aux cestrogénes comme
I’utérus, les ovaires et les testicules (Kuiper-Goodman et al., 1987, Shin et al., 2009). Il
existerait ¢galement une accumulation au niveau du tissu adipeux, en faveur d’un phénoméne
de stockage (Kuiper-Goodman et al., 1987). De plus, la ZEN et ses métabolites sont capables
chez le rat et le porc de franchir la barriere placentaire et se retrouvent au niveau des tissus

feetaux (Bernhoft et al., 2001, Danicke et al., 2007a, Goyarts et al., 2007a).

I11.3. Métabolisme

Le métabolisme de la ZEN est principalement hépatique et en partie intestinal. Chez les

mammiferes, il existe trois voies de biotransformation en compétition (Figure 12):

Des réactions de réduction de la fonction cétone en position 7, aboutissent a la formation des
isomeres a et B-zéaralénol (a et B-ZEL). Ces réactions sont catalysées par les enzymes 3-a et
3-B hydroxy stéroide déshydrogénases (HSDs), NADH et/ou NADPH dépendantes en
fonction des especes (Hussein and Brasel, 2001, Videmann et al., 2009, Zinedine et al., 2007).
Ces enzymes sont normalement impliquées dans le métabolisme des stéroides endogenes,
d’ou une possible compétition entre la ZEN et ces stéroides pour le site actif des HSDs
(Gaumy et al., 2001, Zinedine et al., 2007).

Chez les ruminants, la ZEN et les a et B-ZEL sont a leur tour réduits (double liaison en C11-
C12) par des réductases de la flore ruminale en zéaralanone (ZAN), et en a et B-zéaralanol (a

et B-ZAL) (Miles et al., 1996, Duca et al., 2012).
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Toutefois cette réduction est quantitativement moins importante que celle aboutissant a la

formation des isomeres a et B-ZEL (Gaumy et al., 2001, Zinedine et al., 2007, EFSA, 2011).

Des réactions de mono-hydroxylation par les cytochromes P450 recombinants humains
(Bravin et al., 2009, Pfeiffer et al., 2009) et les microsomes hépatiques humains in vitro sur
les positions 6/8 [partie aliphatique, 6/8 hydroxy zearalenone (OH-ZEN)] et 13/15 [partie
aromatique, 13/15 hydroxy zearalenone (OH-ZEN)] (Pfeiffer et al., 2009). Cette voie
métabolique n’est étudiée que récemment et manque a ce jour de données in vivo.

Les métabolites oxydés majoritaires semblent étre ceux qui proviennent de 1’hydroxylation du
cycle aromatique et sont des catéchols. Ces composés s’oxydent en quinines qui peuvent
modifier les macromolécules biologiques notamment en formant des adduits & ’ADN. Il
semblerait que le cytochrome impliqué dans cette voie soit majoritairement le CYP 1A2, avec
une moindre contribution du CYP 3A4 (Pfeiffer et al., 2009). Les métabolites catéchols de la
ZEN, o-ZEL et B-ZEL sont également substrats des catéchol-O-méthyl transférases et
aboutissent a la formation de mono méthyle éther catéchols ex vivo (Pfeiffer et al., 2009).
Pour ce qui est des métabolites hydroxylés en C6/8 de la ZEN, ce sont les CYP 2C8 et
CYP3A4/5 qui semblent étre principalement impliqués selon une étude réalisée avec des CYP
recombinants humains (Bravin et al., 2009). In vitro, ’homme semble produire peu de C6/8
OH-ZEN par rapport a d’autres especes (singe > chien > lapin > rat > homme >> souris)
(Bravin et al., 2009). Une étude récente montre que les catéchols de la ZEN n’ont plus
d’activité oestrogénique (Reinen et al., 2011). Les C6/8 OH-ZEN quant a eux, semblent étre
moins actifs que la ZEN selon le test d’activation transcriptionnelle des récepteurs aux

cestrogenes a et B dans la lignée humaine Hela (Bravin et al., 2009).

Il est a noter qu’il existe des différences interspécifiques quant aux proportions des
métabolites produits (Cavret and Lecoeur, 2006, Gaumy et al., 2001, Zinedine et al., 2007).
Malekinejad et al. (2006) rapportent des différences interespeces chez les mammiféres dans la
transformation hépatique de la ZEN. Le porc et le mouton produisent majoritairement 1’a-
ZEL (5 fois plus que le B-ZEL pour le porc) (Biehl et al., 1993, Malekinejad et al., 20006),
alors que les rats et les vaches produisent respectivement 60 et 4.3 fois plus de B-ZEL que
d’a-ZEL (Jodlbauer et al., 2000). Quelques données suggeérent que 1’homme produit des
quantités significatives d’a et de B-ZEL avec une prédominance de 1’a-ZEL selon des

données d’excrétion urinaire (Mirocha et al., 1981).
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Concernant les métabolites mono hydroxylés, les CYPs recombinants humains qui
convertissent la ZEN en catéchols, produisent majoritairement le 15-OH-ZEN, alors que les

rats, les porcs et les vaches donnent principalement le 13-OH-ZEN (EFSA, 2011).

Des réactions de conjugaison de la ZEN et de ses métabolites, principalement a 1’acide
glucuronique par les uridine diphosphate glucuronyl transferases (UDPGT) (Cavret and
Lecoeur, 2006, Zinedine et al., 2007), ainsi qu’au sulfate par SULTs (Gaumy et al., 2001),
sont considérées comme des voies de détoxification de la ZEN puisque qu’elles produisent
des métabolites biologiquement inactifs (aucune preuve d’activité a ce jour) (EFSA, 2011).

Sur la base d’études réalisées in vitro, la ZEN, les a-f ZEL, ainsi que les autres métabolites
réduits (0-f ZAL) sont facilement glucuronoconjugués dans le foie, l'intestin ainsi que dans
les organes extra-hépatiques chez ’homme et chez différentes espéces animales (rats, porcs,
bovins) (Pfeiffer et al, 2010). Les UGTs humains les plus actifs dans la
glucuronoconjugaison de la ZEN et de ses métabolites sont UGT1A1, 1A3 et 1A8. Selon les
é¢tudes in vitro réalisées sur des microsomes hépatiques humains, le glucuronide
majoritairement formé in vivo serait probablement le 14-O-glucuronide (16 et 7-O
glucuronides faiblement produits) (Pfeiffer et al., 2010). Par contre, la sulfoconjugaison, qui
est quantitativement moins importante que la glucuronoconjugaison, se produirait
exclusivement sur le groupement hydroxyle en position 14 dans la lignée intestinale humaine

Caco-2 (Pfeiffer et al., 2011).

On retrouve des différences interespeéces dans les réactions de conjugaison: chez le
porc, du fait de I’absence de sulfotransférases, seuls les métabolites glucuronoconjugués sont
formés (Biehl et al., 1993). Chez le rat, les métabolites glucuronoconjugués sont

majoritairement formés (Gaumy et al., 2001).

Au vu de ses données et sachant qu’il existe des différences d’activité biologique entre
les différents métabolites (1I’a-ZEL est biologiquement le plus actif et le B-ZEL le moins actif
(voir mécanisme d’action page 53), le 15-OH-ZEN est associé a une plus forte propension au
stress oxydatif que le 13-OH-ZEN et les glucurono et sulfoconjugués sont a priori inactifs), il
apparait clair que ces différences interspécifiques dans le métabolisme de la ZEN
(compétition entre des voies d’activation et de désactivation) peuvent expliquer les
différences de sensibilité aux effets oestrogénique de cette mycotoxine (Gaumy et al., 2001,

Zinedine et al., 2007, EFSA, 2011).
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De plus, bien que trés peu de données sur la toxico-cinétique de la ZEN chez les jeunes
animaux soient disponibles, il est possible que les feetus et les nouveau-nés puissent étre plus
sensibles aux effets des cestrogeénes phénoliques a cause de leur immaturité métabolique et
physiologique (métabolisme hépatique et intestinal de phase II et fonction d'excrétion rénale

plus faibles par rapport aux adultes) (EFSA, 2011).

I11.4. Elimination

La ZEN et ses métabolites sont €éliminés dans ['urine et la bile sous forme
majoritairement glucurono-conjuguée, mais également sous forme libre (Cavret and Lecoeur,
2006, Zinedine et al., 2007). La voie urinaire est la voie d’élimination principale chez
I’homme, le rat et le lapin (Gaumy et al., 2001, Zinedine et al., 2007). Chez le porc, il existe
une tres forte excrétion biliaire de la ZEN et de ses dérivés a 1’origine d’un cycle entéro-
hépatique, et d’une forte ¢lévation du temps de demi-vie plasmatique de ces composés. Cela
peut expliquer la grande sensibilité de cette espece a la toxicité de cette mycotoxine (Gaumy
et al., 2001, Danicke et al., 2005). Chez les ruminants, les taux retrouvés dans la bile sont de
68% pour le B-ZEL, 24% pour I’ a-ZEL, et 8% pour la ZEN (Tep, 2008). Bravin et al. (2009)
rapportent la présence des 6/8-OH-ZEN dans le foie et I’urine du rat.

Le passage de la ZEN et de ses métabolites dans le lait est trés faible (Hagler et al.,
1980, Prelusky et al., 1990, Seeling et al., 2005). Les teneurs de ces toxines diminuent
rapidement des I’arrét de ’exposition, et leur accumulation dépend de la dose d’exposition.
Ainsi, il est rapporté que la contamination du lait de vache atteint 0.016% lorsque 1.8g de
ZEN sont ingérés, et 0.008% pour une dose ingérée de 6g (Cavret and Lecoeur, 2006). De
méme, 0.7% de ZEN sont retrouvés dans le lait de vaches aprés administration réitérée
(7jours) d’une dose de 25 mg/kg d’aliment, alors que la prise d’'une dose unique plus forte
(250 mg/kg d’aliment) donne des teneurs indétectables (Mirocha et al., 1981). Une récente
¢tude réalisée en Argentine, montre que les vaches laitieres dont 1’alimentation est
naturellement contaminée par la ZEN, donnent un lait dont la teneur en ZEN est estimée a

0.125 pg/kg (Signorini et al., 2012).
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IV. Exposition humaine

La contamination de ’homme par la ZEN peut étre directe, par la consommation de
végétaux et produits dérivés contaminés, ou indirecte par 1’ingestion d’aliments d’origine
animale (viande, ceufs, lait, ...), les animaux de rente ayant eux méme ingéré des aliments
contaminés par la ZEN. L’European Food Safety Authority (EFSA) a récemment synthétisé
les données concernant la contamination par la ZEN des aliments d’origine végétale et
animale (EFSA, 2011). Les données détaillées dans les paragraphes qui suivent rassemblent
une partie des données sur la contamination des aliments en Europe depuis 1’émission de ce
rapport.

Une autre source de contamination auparavant négligée est actuellement en cours
d’investigation. En effet, la ZEN est décrite comme étant un micropolluant de 1'eau. Cette

voie de contamination sera également bri¢vement abordée.
IV.1. Aliments d’origine végétale

En 2003, la coopération scientifique pour les questions relatives a I'alimentation
(Scientific Cooperation on Questions relating to Food, SCOOP) émet un rapport sur la
contamination des céréales et de leurs produits dérivés sur la base de données collectées entre
1990 et 2002, fournies par neuf pays européens. Sur 4918 échantillons, la ZEN est détectée a
un taux de 32 %. Les aliments les plus contaminés sont le mais, le blé et leurs dérivés
respectifs. La ZEN est détectée dans 70% des 1265 échantillons de mais et dérivés, dont 10%
avec des concentrations supérieures a 200 ug/kg. La plus forte concentration est signalée dans
un ¢échantillon de grains de mais en provenance d'Italie (6492 pg/kg). Pour ce qui est du blé et
ses produits dérivés, 25% des échantillons contiennent de la ZEN, mais seulement deux
¢chantillons dépassent les 200 pg/kg. Des teneurs élevées en ZEN sont également retrouvées
dans des échantillons d'avoine provenant de Finlande, et dont 44% contiennent plus de 200
ng/kg de la toxine (SCOOP, 2003). En se basant sur les teneurs moyennes de la ZEN dans les
aliments couramment consommés, la consommation quotidienne moyenne des adultes varie
entre 4 et 29 ng/kg de poids corporel. Les jeunes enfants ont une consommation quotidienne
moyenne plus élevée, entre 6 et 55 ng/kg de poids corporel. Le mais, le blé et leurs produits

dérivés représentent les aliments les plus impliqués dans cette exposition (EFSA, 2011).
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Le Tableau 3 montre les taux de contamination d’une variété d’aliments par la ZEN dans
quelques pays européens entre 1999 et 2009 issus du dernier rapport de I’EFSA (EFSA,
2011).

De par son caractére thermostable, la ZEN est également retrouvée dans les produits
dérivés des céréales couramment consommés, comme la farine, le malt, et la bicre, bien que
les Fusarium a I’origine de sa production soient détruits (Brera et al., 2006). Les traitements
thermiques des aliments comme la fabrication du pain, des pates et la cuisson des biscuits ne
sont donc pas des techniques de décontamination efficaces (Gaumy et al., 2001, Zinedine et
al., 2007). En France, une étude réalisée dans le but d’estimer 1'exposition de la population
francaise aux principales mycotoxines via l'alimentation (trois régions différentes et sur deux
saisons), montre que sur 245 échantillons alimentaires analysés, 2% sont contaminés par la
ZEN. Les aliments les plus contaminés sont par ordre décroissant: les céréales du petit
déjeuner de type muesli et pétales de mais enrichis (200ug/kg et 22ng/kg respectivement), les
conserves de soja (53pug/kg), et enfin les noix et les graines oléagineuses (18 pg/kg) (Leblanc
et al., 2005). Cette étude a permis d’estimer la consommation moyenne de la population totale
a 33 ng/kg de poids corporel/jour. Les enfants (3-14 ans) ont, comme dans |’étude
européenne, une consommation moyenne plus ¢levée estimée a 66 ng/kg de poids
corporel/jour. Les végétariens représentent la population qui a la plus forte consommation
quotidienne de ZEN variant de 50 a 200 ng/kg de poids corporel/ jour, puisqu’ils consomment

beaucoup de produits céréaliers (Tableau 4).

IV.2. Aliments d’origine animale

Dans I’évaluation des risques pour le consommateur liés a la présence de résidus de
ZEN et de ses métabolites dans les aliments d'origine animale, le rapport entre la quantité de
ZEN retrouvée dans I’aliment consommé par I’homme et celle dans les aliments pour
animaux (facteur de transfert), peut fournir une estimation approximative.

De nombreuses ¢études européennes montrent que I’imprégnation par la ZEN et ses
métabolites des tissus comestibles des animaux de rente et de leurs produits dérivés (ceufs,
lait, ...) aprés ingestion d’une alimentation contaminée par la toxine est faible voire nulle
(Sypecka et al., 2004, Danicke et al., 2007b, Danicke et al., 2002a, Doll et al., 2003, Seeling
et al., 2005, Kleinova et al., 2002).
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Le foie est le plus exposé en raison de la forte recirculation entéro-hépatique de la ZEN et de
ses métabolites (Danicke et al., 2002b, Danicke et al., 2007a, Goyarts et al., 2007b).
Toutefois, en négligeant certains facteurs pouvant influencer le facteur de transfert (temps
d’exposition, espece, ...), il est possible d’estimer qu’'un homme de 70 kg devrait consommer
entre 4 et 56 kg par jour des divers produits animaux pour seulement s’approcher de la limite
sanitaire de consommation. C’est pourquoi, et compte tenu du fait que la consommation
d'aliments contaminés d'origine végétale n'a pas cette dilution via l'animal, il s’avére que la
contribution des résidus de la ZEN dans les produits animaux est négligeable dans
I’exposition totale du consommateur a la ZEN. Ceci n’est pas le cas aux Etats Unis
d’Amérique et au Canada, ou un dérivé de la ZEN, le Zeranol (RalGro®), est utilis¢ comme
anabolisant du bétail (interdit de I’union européenne depuis 1985). En effet, dans ce régions,
I’apport de la viande dans la contamination humaine par la ZEN n’est pas négligeable voire

assez important (Bandera et al., 2011, EFSA, 2011).
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Tableau 5. Les teneurs maximales fixées pour la zéaralénone par la commission de
régulation N° 1881/2006. D’apres EFSA (2011).

Denrées alimentaires Teneurs maximales (ug/kg)
Céréales brutes autres que le mais 100
Mais brut a I'exception du mais brut destiné a étre traité par mouture humide 350
Céréales destinées a la consommation humaine directe, farine de céréales, son et germe comme 75
produit final déstinés a la consommation humaine directe, a I'exception des aliments figurant ci-dessous

Huile de mais raffinée 400
Pain (y compris produits de boulangerie), patisseries, biscuits, collations aux céréales et céréales pour 50
petit déjeuner, a I'exclusion des collations et des céréales pour petit déjeuner a base de mais

Mais destiné a la consommation humaine directe, céréales pour petit déjeuner a base de mais et de 100
collations a base de mais

Aliments transformés a base de céréales (a I'exception traitée a base de mais) et les aliments pour 20
nourrissons et jeunes enfants

Aliments transformés a base de mais destinées aux nourrissons et jeunes enfants 20

Fractions de mouture de mais dont la taille des particules est > 500 pm (relevant du code NC 1103 13
ou 1103 20 40) et autres produits de mouture de mais dont la taille des particules est > 500 um et qui ne 200
sont pas destinés a la consommation humaine directe (relevant du code NC 1904 10)

Fractions de mouture de mais dont la taille des particules est < 500 pm (relevant du code NC 1102 20)
et autres produits de mouture de mais dont la taille des particules est < 500 ym et qui ne sont pas 300
destinés a la consommation humaine directe (relevant du code NC 1904 10 10)
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V. Réglementation

En 2000, le Comité International Mixte United Nations Food and Agriculture
Organization (FAO)/OMS d'experts sur les additifs alimentaires (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives, JECFA) établit pour la ZEN une dose journali¢re tolérable
maximale provisoire (pDJMT) de 0.5 pg/kg de poids corporel, basée sur la dose sans effet
(No Observed Effect Level, NOEL) évaluée chez 1’espece la plus sensible, le porc. La méme
année, le Comité Scientifique de I’ Alimentation (Scientific Committee on Food, SCF) établit
une dose journaliere admissible temporaire (t-DJA) de 0.2 pg/kg de poids corporel, basée sur
une ¢tude a court terme chez le porc (Minervini and Dell'Aquila, 2008). Cette DJA a été
désignée comme temporaire et inclut un facteur d'incertitude supplémentaire en raison du
manque de données toxicologiques (par exemple, la question d'une plus grande sensibilité des
porcs prépubéres par rapport aux adultes soulevée par de nouvelles données de 1'étude de
Bauer et al. (1987)).

Les données toxico-dynamiques actuelles montrent qu'il est probable que la femme n’est pas
plus sensible a la ZEN et ses métabolites que la femelle du porc. Pour le calcul de la DJA, il
n'est donc pas nécessaire d'inclure un facteur d'incertitude de 2,5 pour les différences
toxicodynamiques entre le porc et I’homme. En utilisant le NOEL de 10 pg/kg de poids
corporel par jour et un facteur d'incertitude de 40 (4 pour les différences toxico-cinétiques
inter-especes et 10 pour la variabilit¢ inter-humaine), une DJA de 0,25 pg/kg de poids
corporel est ainsi obtenue. Comme un certain nombre d'études pertinentes, y compris chez le
porc, sont devenues disponibles depuis que la précédente t-DJA a été établie par le SCF en
2000, c’est la DJA définitive de 0,25 pg/kg de poids corporel qui est maintenant en vigueur
(EFSA, 2011).

La commission de régulation a également fixé des limites maximales pour la ZEN dans les
aliments. Le Tableau 5 montre les limites fixées dans les aliments a base de céréales et les

aliments destinés aux bébés, nourrissons et jeunes enfants.
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Figure 13. Comparaison des structures de la zéaralénone et de I’Estrone. D’aprés Gaumy
et al. (2001).
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VI. Toxicité de la zéaralénone

Le devenir de la ZEN dans ’organisme est caractérisé par 1’importante hétérogénéité
interspécifique de son métabolisme. L’activité de conjugaison domine quantitativement
I’activité de réduction, pourtant c’est bien cette derniere qui I’emporte d’un point de vue
toxicologique, puisqu’elle aboutit a la formation d’un composé (I’a-ZEL), biologiquement
plus actif que la molécule mere. Dans les parties qui suivent seront abordés le mécanisme

d’action et la toxicité de la ZEN et de ses dérivés.

VI.1. Mécanisme d’action de la zéaralénone et de ses

dérivés

VI.1.1. Activité oestrogénique

La ZEN est un PE dont les effets sur le systéme endocrinien sont principalement liés a
ses propriétés oestrogéniques. Des études in vivo et in vitro montrent que la ZEN et ses
dérivés (a-ZEL, B-ZEL, o-ZAL et B-ZAL) se fixent de fagon compétitive aux récepteurs
cytosoliques ESR1 et ESR2, et les activent au niveau des tissus riches en ces récepteurs
comme |’utérus, les glandes mammaires, le foie et I’hypothalamus (Takemura et al., 2007,
Zinedine et al., 2007). La structure de ces composés est suffisamment flexible pour leur
permettre d’adopter une conformation qui leur permet d’occuper le site actif des ESRs comme
les occupent les estrogenes naturels (Figure 13). L’E2 par exemple, n’a pas besoin de changer
de conformation lors de sa fixation sur le site actif des ESRs contrairement a la ZEN et ses
dérivés. C’est une des raisons pour lesquelles c’est un activateur des ESRs plus efficace
(Shier et al., 2001, Takemura et al., 2007). Le groupement phénol est indispensable a l'activité
de la ZEN et de ses dérivés. Le retrait des groupements phénols, ou leur blocage par
méthylation, ont des répercussions sur la fixation aux ESRs et conduit a une forte diminution

de leur activation (Gaumy et al., 2001, Takemura et al., 2007).
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Figure 14. Mécanisme d’action de la zéaralénone. Aprés pénétration dans la cellule, la
ZEN se fixe sur les récepteurs aux cestrogeénes cytosoliques (ESR1 et ESR2). Le complexe
ZEN-Récepteur formé est transloqué dans le noyau et se lie a des ¢léments de réponse aux
cestrogenes de genes cibles (ERE), modulant ainsi leur expression et provoquant I’apparition
d’effets endocriniens.
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La ZEN est un agoniste d’ESR1 et un agoniste partiel d’ESR2 (Kuiper-Goodman et
al., 1987). Les stéréo-isomeres différent considérablement dans leur potentiel oestrogénique.
En effet, Minervini et al. (2005) ont montré dans une étude in vitro réalisée sur les cellules
MCF-7, que I’a-ZEL posséde 1’affinité la plus élevée (3 a 35% celle d’E2), suivi par la ZEN
(1-10%). Le B-ZEL possede I’affinité la plus faible pour les ESRs (0.01%). L’a-ZEL est
également environ sept fois plus actif que la ZEN dans I’essai utérotrophique (Kuiper-
Goodman et al., 1987). In vivo, I’activité de la ZEN par rapport a E2 sur des souris jeunes, est
d'environ 0.001, alors que dans le test de kératinisation vaginale chez la souris, la ZEN a une
activité de 0.0001 et de 0.1 celle de E2, aprés des administrations, sous-cutanée et topique
respectivement (Kuiper-Goodman et al., 1987). La ZEN agit ¢galement comme un agoniste
des ESRs dans le cerveau ou elle augmente la densité des récepteurs progestatifs et
l'adaptation comportementale a I’ovariectomie (Turcotte et al., 2005). En plus des différences
liées a la stéréoisomérie, il existe également des différences inter-especes dans les affinités de
fixation aux ESRs. Ainsi, I’affinité relative de I’a-ZEL pour les ESRs chez le rat, le porc et la
poule suit I’ordre suivant: porc > rat > poule (Metzler et al., 2010). Toutefois la découverte
des récepteurs aux cestrogénes membranaires pourrait remettre en question la capacité de ces
tests a prévoir 1’activité oestrogénique d’un xénoestrogéne. En effet, d’apres ces tests le BPA
posséderait un potentiel oestrogénique faible, or Alonso-Magdalena et al. (2012) montrent
qu’avec les récepteurs membranaires aux cestrogenes, le BPA est aussi puissant que 1’est I’E2.

La fixation de la ZEN et de ses dérivés sur les ESRs initie une séquence d'événements
cellulaires comparable a celle qui précéde une stimulation oestrogénique (Figure 14). Cette
activation favorise la synthése d'ARN, de protéines, ainsi que la prolifération cellulaire
(Ahamed et al., 2001), augmentant ainsi la masse des organes (Heneweer et al., 2007). Cette
derniére propriété a été exploitée via la production d’un dérivé réduit de la ZEN, le zéaralanol,
4 fois plus oestrogénique, produit commercialis€ comme agent anabolisant d’élevages de
bovins et d’ovins. Cependant, en raison de ses nombreux effets néfastes, son utilisation est
interdite au sein de 1'Union Européenne depuis 1989, mais reste autorisée dans d’autres

régions du monde (Gaumy et al., 2001, Zinedine et al., 2007).
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VI1.1.2. Interaction avec le métabolisme des hormones

Les enzymes impliquées dans la biosynthése des hormones stéroidiennes gonadiques
(progestérone, E2 et testostérone) font partie de deux classes majeures de protéines : les
cytochromes P450 et les HSDs (Figure 15). Les enzymes HSDs sont présentes dans de
nombreux tissus comme le foie, les reins, les testicules, la prostate, I’hypothalamus, la glande
pituitaire, les ovaires et I’intestin, et jouent un role central dans la synthése de nombreuses
hormones comprenant I’E2 et la testostérone (Minervini and Dell'Aquila, 2008). La ZEN étant
un substrat des 3a et 3B-HSDs, elle rentre en compétition avec les hormones stéroidiennes
pour leurs sites de fixation. Elle est ainsi capable d’interférer dans 1’équilibre des stéroides
actifs dans les tissus riches en récepteurs aux stéroides (Benzoni et al., 2008, Zinedine et al.,

2007). Ce mécanisme d’action contribue au fait que la ZEN soit un PE.

VI.1.3. Effets sur les facteurs de transcription

Outre son action indirecte sur le métabolisme des hormones stéroidiennes, la ZEN est
¢galement capable d’interférer indirectement dans le métabolisme d’un grand nombre de
molécules endogeénes et de xénobiotiques. En effet, de nombreuses études indiquent que la
ZEN est capable d’activer PXR (Ayed-Boussema et al., 2011, Ding et al., 2006, Duca et al.,
2012, Fink-Gremmels and Malekinejad, 2007, Mnif et al., 2007). Or, I'expression de geénes
impliqués dans le métabolisme de molécules endogeénes et de xénobiotiques, tels que le
CYP3A4, les glutathion-S-transférases, les sulfotransférases et les UGTs est régulée par PXR
(Ding et al., 2006). Dans les cultures primaires d'hépatocytes humains, la ZEN active, outre
PXR, CAR et AhR. Ceci a pour conséquence d’activer certains genes cibles de la phase I du
métabolisme: principalement le CYP3A4, CYP2B6 et CYP1AL1 et, dans une moindre mesure,
les CYP3AS et CYP2C9 (Ayed-Boussema et al., 2011). De plus, PXR joue un rdle dans la
régulation des genes codants pour les transporteurs d'anions organiques (OATPs) et pompes
d’efflux ATP-binding cassette (ABC) (voir partie régulation de I’expression des transporteurs
ABC page 78) (Kast et al., 2002, Maher et al., 2005a). Yu et al. (2004) mettent également en
évidence un effet de la ZEN sur les niveaux d’expression des ARNm d’enzymes impliquées

dans le métabolisme des cestrogénes (CYP1A1 et CYP1B1) dans les cellules MCF-7.
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VI.1.4. Stress oxydant et mort cellulaire

Un certain nombre d’études montre que la ZEN est capable d’induire un stress
oxydant qui semble jouer un réle majeur dans la cytotoxicité provoquée par cette toxine. La
ZEN et ses métabolites réduits induisent, in vitro, une perturbation du cycle cellulaire, une
inhibition de la synthése des protéines et de I’ADN (Hassen et al., 2005, Abid-Essefi et al.,
2004, Gazzah et al., 2010), ainsi qu’une augmentation du malondialdéhyde (MDA) qui est un
marqueur du stress oxydant (Abid-Essefi et al., 2004, Ferrer et al., 2009, Salah-Abbes et al.,
2010b). Le potentiel oxydant de la ZEN est également confirmé par une étude réalisée sur les
cellules C5-O (lignée de kératinocytes de souris Balb/c), ou un antioxydant (le 4-
(méthylthio)-3-isothiocyanate butényle) contrecarre la peroxydation lipidique induite par la
ZEN (Salah-Abbes et al., 2010b). Toujours in vitro, la ZEN est ¢galement capable d’induire
I’apoptose (Salah-Abbes et al., 2010b, Abid-Essefi et al., 2009, Gazzah et al., 2010) et une
déstabilisation lysosomale (Kouadio et al., 2005). Les effets de la ZEN sur le stress oxydant et
la mort cellulaire doivent encore étre éclaircis en raison du manque de données in vivo, et de
I’existence de résultats contradictoires dans lesquels la ZEN aurait plutdt un effet anti-

apoptotique (Ahamed et al., 2001, Yu et al., 2005).
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VI1.2. Les différents nivaux de toxicité de la zéaralénone

VI.2.1. Toxicité aigiie

Apres une administration par voie orale, la ZEN a une faible toxicité aigue chez la
souris, le rat et le cochon d’inde (Dose Létale 50 orale >2000 mg/kg de poids corporel)
(Kuiper-Goodman et al., 1987, EFSA, 2011). L’administration orale d’une dose unique de
40mg/kg de poids corporel a des souris est responsable d’une infiltration lymphoide du foie et
d’une réduction des glomérules rénaux (Abbes et al., 2006). Elle est plus toxique par voie
intra-péritonéale (Creppy, 2002, Kuiper-Goodman et al., 1987, Zinedine et al., 2007).
L’administration d’une dose unique de ZEN par voie intra-péritonéale chez la ratte (1.5, 3 et 5
mg/kg de poids corporel) est a 1’origine de perturbations hépatiques et hématologiques

significatives (Maaroufi et al., 1996).

V1.2.2. Toxicité subaigiie et subchronique

Les études de toxicité orale allant jusqu'a 90 jours, montrent des modifications dans les
parametres hématologiques, des perturbations hépatiques et des effets oestrogéniques chez les
rongeurs ayant recu d’importantes doses orales de ZEN (Forsell et al., 1986, Underhill et al.,
1995, NTP, 1982, EFSA, 2011). Le porc et le mouton semblent étre plus sensibles que les
rongeurs. Ainsi, chez le porc, la dose sans effet (No Observed Effect Level, NOEL) est de
40ug/kg/jour alors qu’elle est de 100pg/kg chez le rat (Creppy, 2002, Kuiper-Goodman et al.,
1987, Zinedine et al., 2007, Jiang et al., 2010).
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VI.2.3. Toxicité chronique et carcinogénicité

Les ¢études de toxicité chronique et de carcinogénécité¢ de la ZEN confirment ses effets
oestrogéniques chez les rongeurs (NTP, 1982, Becci et al., 1982, EFSA, 2011). Cependant,
ces ¢tudes ne fournissent pas de preuves évidentes de 1'activité cancérogéne de la ZEN chez
les animaux de laboratoire. En effet, des souris B6C3F1 qui ont recu une alimentation
contaminée par la ZEN a des doses de 0, 50 et 100 mg/kg d’aliment, pendant 103 semaines,
présentent des adénocarcinomes hépato-cellulaires (8, 6 et 14% chez les males, et 0, 4 et 14 %
chez les femelles) avec une augmentation statistiquement significative dans le groupe des
femelles aux fortes doses (Creppy, 2002, Zinedine et al., 2007, NTP, 1982), mais aucun effet
n’est rapporté chez le rat (Becci et al., 1982, NTP, 1982). Il est également a noter que ces
tumeurs sont observées uniquement a des doses largement supérieures a celles qui provoquent
des effets hormonaux. Ceci suggére que ces tumeurs sont la conséquence des effets
oestrogéniques de cette mycotoxine. La ZEN et ses dérivés sont classés dans le groupe 3 par
le centre international de recherche sur le cancer (International Agency for Research on
Cancer, I'IARC), en raison du manque de données sur son potentiel cancérogene (Creppy,

2002, EFSA, 2011).

V1.2.4. Génotoxicité

La ZEN n’est pas mutagene (test d'Ames sur Salmonella typhimurium négatif) (Kuiper-
Goodman et al., 1987), mais est décrite comme étant un agent clastogéne dans une variété de
systemes cellulaires comme les cellules ovariennes de hamster chinois (Chinese Hamster
Ovary cells, CHO) (Galloway et al., 1987), les cellules pulmonaires de hamster V79 (Thust et
al., 1983), les cellules rénales de singe Vero (Ouanes et al., 2003, Othmen et al., 2008), et les
lymphocytes bovins (EFSA, 2011, Lioi et al., 2004). Elle est par exemple responsable chez
les cellules CHO d’échanges entre chromatides sceurs, d’aberrations chromosomiques et
d’une polyploidie. In vivo, le potentiel cytogénétique de la ZEN est également confirmé. En
effet, elle induit la formation de micronoyaux dans les cellules de la moelle osseuse de souris
apres administration orale de 10-40 mg/kg de poids corporel/jour (Ouanes et al., 2003), et des
aberrations chromosomiques chez la souris aprés administration intra-péritonéale (Ouanes et

al., 2005), ainsi que chez le rat (Creppy, 2002, Gaumy et al., 2001, Zinedine et al., 2007).
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La ZEN est aussi responsable de la formation d’adduits a ’ADN au niveau rénal et
hépatique chez des souris traitées par voie intra-péritonéale ou orale (Benzoni et al., 2008,
Zinedine et al., 2007, Othmen et al., 2008, Pfohl-Leszkowicz et al., 1995, Grosse et al., 1997),
mais l'interprétation de ces données est entravée par I'absence d'identification de la structure
des adduits. Toutefois, des données récentes (Pfeiffer et al., 2009) montrent la formation de
catéchols de la ZEN. Or ces catéchols peuvent former des adduits a I'ADN et sont décrits par
Cavalieri and Rogan (2010) comme étant en lien avec la carcinogenese de I'cestradiol. Ce
mécanisme pourrait étre pertinent concernant la génotoxicit¢ de la ZEN, mais il existe
actuellement trop peu de données pour évaluer I’importance de son implication dans la
clastogénicité de la ZEN. D'autre part, I’opposition aux effets génotoxiques de la ZEN par les

antioxydants est en faveur d’'un mécanisme li¢ au stress oxydant (EFSA, 2011).

V1.2.5. Immunotoxicité

De nombreuses ¢tudes montrent les effets immunotoxiques de la ZEN dans des
modeles in vitro. La ZEN est ainsi capable d’inhiber de 50 % la prolifération de lymphocytes
périphériques humains et de rat (Atkinson and Miller, 1984, Cooray, 1984, Forsell and Pestka,
1985) et d’induire la production des interleukines 2 et 5 par les lymphocytes T en culture
(Marin et al., 1996). La ZEN inhibe également la prolifération des cellules mononuclées du
sang périphérique humaines et porcines et des neutrophiles porcins et réduit la production de
cytokines et d’anticorps (IgG, IgA et IgM) (Berek et al., 2001, Vlata et al., 2006, Marin et al.,
2010, Marin et al., 2011). Dans certaines de ces études, la ZEN semble moins immunotoxique
que ses métabolites réduits o et B-ZEL (Marin et al., 2010, EFSA, 2011). Les études réalisées
in vivo chez la souris ne montrent pas d’immunotoxicit¢ de la ZEN lorsque celle-ci est
administrée par voie orale ou sous cutanée (Forsell et al., 1986, Pung et al., 1984, Pestka et
al., 1987), a I'exception de deux ¢tude ou I’exposition de souris a des doses fortes de ZEN
(40-80 mg/kg pc par jour) est responsable d’une diminution significative des lymphocytes et
de la production de cytokines et d’anticorps. (Ben Salah-Abbes et al., 2008, Salah-Abbes et
al., 2010a).

Le porc est considéré comme 1’espéce animale la plus sensible a la ZEN et ses métabolites
(EFSA, 2011). Pourtant, seules quelques ¢tudes d’immuno-modulation ont été réalisées chez

cette espéce (Luongo et al., 2008, Marin et al., 2011, Marin et al., 2010, Rotter et al., 1994).
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Tableau 6. Effet de la zéaralénone sur ’appareil reproducteur des truies.

Truies prépubéres

Etude Animaux Exposition Observations
Green et al., 1990 48 truies 10 mg/kg aliment Pas d ’effet sur puberté
178 (env. 250 pg/kg/j) 0 effet sur reproduction
15j avt mise a reproduction ¢ LH
Edwardset al., 85 truies 10 mg/kg aliment Tuméfaction vulve,
1987 145-193 j (env. 250 pg/kglj) retard puberté 10 j
30j 0 effet sur reproduction
Rainey et al., 1990 60 truies 1,5-2 mg/kg aliment Tuméfaction vulve, puberté avancée
>70j (env. 30 pg/kg/)) 0 effet sur reproduction
450u 90 j N\ LH

Truies cyclées

Etude Animaux Exposition Observations

Edwards et al., 1987 99 truies 0,1, 5, 10 mg/kg aliment Allongement interoestrus 32j
5-20j ducycle (0, 40, 200, 400 pg/kelj)

Etienne et Jemmali, 27 truies 45% des truies en anoestrus 50 j
1982 aprés puberté 4 mg/kg aliment CJ persistent, oedéme utérin

Truies gravides

Etude Exposition Observation
Etienne et Jemmali, 1982 3,6-4,3 mg/kg aliment N Poidsde I'utérus et du conceptus (26%)
pdt la gestation

Long et Diekman, 1984 0,5, 15, 30, 60, 90 mg/kg aliment J40: Mortalité embryonnaire, momification
J2-J15 gestation feetale (doses 60 et 90 mg/kg)

utérus non modifié

Longetal., 1982 7,38-64 mg/kg aliment \ Nombre de feetus
J3-J34 gestation J38 et J43: maintien du CJ
Diekman et Long, 1989 1 mg/kg aliment Dégénérescence des blastocytes
Longetal., 1992 J7-J10 gestation (J11-J13 gestation)

Dégénérescence embryonnaire

ClJ corps jaune; LH Hormone lutéinisante
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VI.2.6. Toxicité sur la reproduction

La ZEN est un PE dont les principaux effets toxiques résultent de son mécanisme
d’action et concernent donc essentiellement le systeme reproducteur. Le porc et le mouton
semblent étre plus sensibles que les rongeurs (EFSA, 2011).

Les effets de la ZEN chez les femelles d’animaux de laboratoire (souris, rats, cobayes
et lapins), illustrent son activité oestrogénique (Kuiper-Goodman et al., 1987, Zinedine et al.,
2007, Kanora and Maes, 2009, Golinski et al., 2010). Ses effets comprennent : une diminution
de la fertilité¢ (Zinedine et al., 2007), des altérations de 1’appareil reproducteur et des glandes
mammaires (Nikaido et al., 2004, Heneweer et al., 2007, Nikaido et al., 2003, Jefferson et al.,
2002, Belli et al., 2010), I'augmentation des résorptions feeto-embryonnaires, une réduction de
la taille des portées (Collins et al., 2006, Zinedine et al., 2007), des modifications du poids des
glandes surrénales, de la thyroide et de I'hypophyse et des perturbations des taux sériques de
progestérone et de I’E2 (EFSA, 2011, Zinedine et al., 2007). La ZEN n’est par contre pas
tératogene chez les rongeurs (EFSA, 2011).

De nombreuses études montrent que le porc est I’espece la plus sensible. La ZEN est
ainsi responsable chez les femelles d’anomalies de ’appareil reproducteur (Palyusik et al.,
1990, EFSA, 2011, Oliver et al., 2010) et de signes d’hyperoestrogénisme (Obremski et al.,
2003Db), tels que le gonflement et I'épaississement du vagin et de la vulve quelques jours
seulement apres le début de l'exposition (Rainey et al., 1990). L’hypertrophie utérine
(Obremski et al., 2003b) et des perturbations du cycle cestral (Edwards et al., 1987,
Zwierzchowski et al., 2005, Etienne and Jemmali, 1982), de I'ovulation (Obremski et al.,
2003a), de la conception, de l'implantation et de la stéroidogencse des cellules de la
granulosa, des ovocytes et des ovules fécondés sont également rapportées (Alm et al., 2002,
Tiemann et al., 2003, EFSA, 2011, Chen et al., 2009, Jakimiuk et al., 2010, Ranzenigo et al.,
2008). L’exposition a la ZEN durant la gestation entraine une augmentation de la mortalité
des embryons, une diminution du poids feetal, une réduction de la taille des portées et une
altération de la viabilité néonatale (Danicke et al., 2007a, Tiemann et al., 2008, EFSA, 2011,
Long and Diekman, 1984, Long et al., 1982, Long et al., 1992, Diekman and Long, 1989). Un
grand nombre de données suggerent que les truies prépuberes seraient plus sensibles que les
truies sexuellement matures (Edwards et al., 1987, Obremski et al., 2003b, Zwierzchowski et
al., 2005, Wasowicz et al., 2005, Doll et al., 2003, Gajecka et al., 2011, EFSA, 2011, Bauer et
al., 1987, Etienne and Jemmali, 1982, Rainey et al., 1990, Green et al., 1990) (Tableau 6).
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C’est d’ailleurs sur la base de ces études que la DJT-t de 0.2 pg/kg pc et la DJT définitive de
0.25 ng/kg ont été établies.

La ZEN et ses métabolites réduits ont également des effets chez le male mais a des

doses plus élevées que celles produisant des effets chez les femelles (EFSA, 2011). Chez les
rongeurs et d’autres especes comme le cheval, la ZEN est responsable d’anomalies de la
sécrétion hormonale (testostérone, hormone chorio-gonadotrophique, ...), de la baisse de la
production et de la qualité du sperme ainsi que de la fertilité (Yang et al., 2007a, Yang et al.,
2007b, Ben Salah-Abbes et al., 2009, Abou Nazel and El-Shanawany, 2007, Minervini et al.,
2010, Filannino et al., 2011). Elle est également responsable d’atrophie et d’anomalies
histologiques du testicule (Kim et al., 2003, Ben Salah-Abbes et al., 2009). L'effet protecteur
des antioxydants sur ces perturbations chez les rongeurs est en faveur d’un mécanisme en lien
avec la production d'espéces réactives de 1'oxygéne (Ben Salah-Abbes et al., 2009, EFSA,
2011).
Comme pour les femelles, les porcs males sont également plus sensibles a la ZEN que les
autres especes. Des effets sur le taux de testostérone, le comportement sexuel, le poids et
I’histologie des testicules et des organes sexuels secondaires, et sur la spermatogenése sont
rapportés (Tsakmakidis et al., 2006, Tsakmakidis et al., 2007, Tsakmakidis et al., 2008,
Diekman and Green, 1992). Toutefois, et comme chez les rongeurs, les porcs males sont
moins sensibles que les femelles aux effets de la ZEN sur la reproduction (Sutkeviciene et al.,
2009, EFSA, 2011).

Aucun effet tératogene li¢ a la ZEN n’a été rapporté a ce jour (Collins et al., 2006,
Zinedine et al., 2007, EFSA, 2011). Il existe peu d’¢léments concernant les effets d’une
exposition a long terme, et sur les effets transgénérationnels liés a 1’exposition de la mére
durant la gestation (EFSA, 2011). Seules quelques études rapportent des effets
multigénérationnels de la ZEN. En effet, deux études montrent une anomalie de
développement des glandes mammaires chez les femelles exposées in utero et en période
néonatale (Nikaido et al., 2004, Belli et al., 2010, Schoevers et al., 2012). Une récente étude
montre ¢galement une réduction de la quantit¢ de follicules sains chez des truies
nouvellement nées et prépubéres issues de meres exposées pendant la gestation et
I’allaitement a la ZEN. Les auteurs suggerent que cet effet peut conduire a 1'épuisement

prématuré des ovocytes a 1'age adulte (Schoevers et al., 2012).
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PARTIE A. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE/Chapitre 2. LA ZEARALENONE

Chez I’homme, quelques études suggerent une relation entre 1’exposition a la ZEN et
I’apparition d’une puberté centrale précoce chez les jeunes filles (Massart et al., 2008, Pazaiti
et al., 2012) et d’adénocarcinomes endométriaux chez les femmes (Gajecki et al., 2004,
Tomaszewski et al., 1998). Au New Jersey, une étude réalisée sur 163 petites filles (9-10 ans)
montre la présence de la ZEN et de ses dérivés dans 'urine de 78.5% des filles. Ces derniéres
ont tendance a étre de plus petite taille et a ne pas avoir atteint le début du développement
mammaire. Les auteurs suggerent que la ZEN aurait un effet anti-oestrogénique semblable a
celui décrit pour les isoflavones (Bandera et al., 2011). Dans une autre étude récente, le
métabolite a-ZEL a été retrouvé dans tous les échantillons utérins provenant de femmes (66-
76 ans) souffrant de cancers endométriaux. Dans cette étude, aucune corrélation n’a pu étre
mise en évidence entre les teneurs en a-ZEL et le stade clinique du cancer. La consistance de
la tumeur et la teneur en a-ZEL ont cependant été corrélés. Plus le tissu est compact moins il

est imprégné du métabolite (Gadzala-Kopciuch et al., 2011).

L'hypothése selon laquelle la ZEN présente dans les aliments puisse contribuer a
l'accroissement de la survenue du cancer du sein est discutée mais manque de données
scientifiques. Dans des études réalisées in vitro, la ZEN stimule la prolifération des cellules de
la lignée cancéreuse mammaire humaine MCF-7 exprimant les ESRs humains. Ce test
constitue la base des essais qui sont largement utilisés pour détecter 1'activité oestrogénique

des xénobiotiques (Fink-Gremmels and Malekinejad, 2007).

En résumé, les observations chez I'homme ne lient pas de facon certaine I'exposition a
la ZEN via l'alimentation aux perturbations cestrogéniques. Toutefois, il est nécessaire de
souligner que la presque totalité des ces études tente de mettre en évidence une corrélation
entre les effets et les teneurs en ZEN. Or les PEs peuvent produire leurs effets a des doses tres
faibles qui sont potentiellement indétectables avec les techniques de dosages. De plus, compte
tenu de I"'importance de la fenétre d’exposition et du temps de latence entre le moment ou a
lieu I’exposition et le moment ou les perturbations se manifestent, il est possible que les effets
potentiellement imputés a la ZEN se manifestent alors méme que la toxine n’est plus

détectable chez les individus testés.

62






Chapitre 3. LES TRANSPORTEURS ABC: DES
PROTEINES QUI VOUS VEULENT DU BIEN!

63







PARTIE A. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE/Chapitre 3. LES TRANSPORTEURS ABC

Les transporteurs ABC forment une super famille de protéines transmembranaires
responsables du transport actif d’'une grande variété de composés a travers les membranes
biologiques (ions, phospholipides, peptides, stéroides, polysaccharides, acides aminés
médicaments et autres xénobiotiques) (Dean, 2009, Gutmann et al., 2010, Leslie et al., 2005).
Le nom d’ABC pour ATP Binding Cassette, provient du fait que ces transporteurs nécessitent
I’énergie fournie par I’hydrolyse de molécules d’ATP pour leur fonctionnement, et qu’ils
possedent un motif hautement conservé de fixation de I’ATP. Chez I’homme, il existe 49
geénes codant pour ces transporteurs, organis€s en sept sous-familles de A a G

(http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm).  Parmi  ces  transporteurs, certains  sont

particuliérement spécialisés dans le transport de xénobiotiques et sont impliqués dans la
«multidrug résistance». C’est a cette catégorie de transporteurs ABC que nous nous sommes
intéressés dans ce travail.

L’implication de ces pompes d’efflux dans I’élimination de substances exogenes est décrite
pour la premiére fois dans des phénomeénes de chimiorésistance a des anticancéreux.
ABCBI1/MDR1/P-glycoprotéine (P-gp) est le premier de ces transporteurs a étre identifié¢ dans
les années 1970 dans des cellules ovariennes résistantes a divers agents anticancéreux
(actinomycine D, méthotrexate, danomycine et colchicine) (Ling and Thompson, 1974,
Juliano and Ling, 1976, Riordan and Ling, 1979). Un deuxiéme transporteur responsable
d’une nouvelle forme de chimiorésistance multiple qui n’implique pas la P-gp est identifié¢ en
1987. 1l s’agit d’une Multidrug resistance Related Protein (MRP/ABCC) MRP1/ABCCI1
(Mirski et al., 1987, McGrath and Center, 1987). Ensuite d’autres membres de cette méme
sous-famille sont décrits comme le transporteur MRP2/ABCC2, MRP3/ABCC3,
MRP4/ABCC4 et MRP5/ABCCS (Cole et al., 1992, Paulusma et al., 1996, Allikmets et al.,
1996, Kool et al., 1997). Enfin, la Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) codée par le gene
ABCG?2 est découverte pour la premicre fois dans une lignée de cellules issue d’un carcinome
mammaire (MCF-7) résistante a la doxorubicine (Doyle et al., 1998).

Outre leur role dans la résistance aux médicaments, ABCB1, ABCC1-5 et ABCG2
s’expriment dans les tissus sains (non cancéreux), ou ils sont majoritairement impliqués dans
I’efflux de xénobiotiques et de molécules endogénes. Au sein de ces tissus, ils semblent jouer
un rdle primordial dans la protection de I’organisme contre I’accumulation de leurs substrats
et la toxicité qui en résulte (Leslie et al., 2005). Les parties qui suivent traitent de la structure,
la localisation, la fonction, les substrats, le mécanisme d’action et la régulation de ces

transporteurs.
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Figure 16. Structure des transporteurs ABC. D’apres Schinkel and Jonker (2003).



PARTIE A. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE/Chapitre 3. LES TRANSPORTEURS ABC

I. Structure

La structure générale des transporteurs ABC comprend, le plus souvent, deux domaines
transmembranaires (TMD, TransMembranaire Domain) composés chacun de 6 segments
transmembranaires et deux domaines de fixation aux nucléotides (NBD, Nucleotide Binding
Domain) (Leslie et al., 2005). Selon leur structure, les transporteurs ABC peuvent étre classés
en 4 groupes (Figure 16). Le premier groupe (celui d’ABCBI1) est organisée en deux
monomeres de taille identique comprenant chacun 6 segments transmembranaires (TMD) et
un domaine de fixation a ’ATP (NBD). La premicre boucle extracellulaire de ce groupe est
fortement N-glycosylée. La méme architecture globale est retrouvée dans le groupe
comprenant ABCC4 et ABCCS5, sauf que la N-glycosylation est située dans la 4™ boucle
extracellulaire. ABCC1, ABCC2 et ABCC3 appartiennent au 3™ groupe qui a la méme
structure de base qu’ABCC4 et ABCCS, avec un domaine transmembranaire supplémentaire
composé¢ de 5 segments et situé dans I’extrémité N-terminale. L’extrémité N-terminale se
retrouve donc dans la face extracellulaire. Le dernier groupe est représenté par ABCG2 qui est
considéré comme un hémi-transporteur, puisque qu’il n’est constitu¢ que d’un seul TMD et
d’un seul NBD. Toutefois, il fonctionne sous la forme d’un dimére, car ce n’est que sous cette
forme que les transporteurs ABC sont fonctionnels (Schinkel and Jonker, 2003). Le domaine
ATP Binding Cassette est un motif hautement conservé parmi les transporteurs ABC (identité
de séquence de 30 a 50%) (Choudhuri and Klaassen, 2006), et constitue une structure
caractéristique de cette famille de protéines. En effet, il existe deux motifs situés a 100-200
acides aminés (AA) de chaque NBD, nommés Walker A et Walker B, et dont les séquences
sont trés conservées parmi les membres de cette famille (Leslie et al., 2005, Linton and
Higgins, 2007, Seeger and van Veen, 2009, Linton, 2007). Le résidu lysine du motif Walker
A est impliqué dans la liaison du phosphate B de I’ATP, alors que le résidu acide aspartique
du motif Walker B interagit avec le Mg®" (Leslie et al., 2005). En plus de ces deux motifs, il
existe une troisiéme séquence qui est également hautement conservée, située entre les motifs
Walker A et Walker B, appelée le motif signature ABC ou motif C. Le role de ce motif
semble concerner la reconnaissance, la fixation et I’hydrolyse de I’ATP (Leslie et al., 2005).
Dans une configuration dite en sandwich, le motif C d’un NBD se trouve face au Walker A de
I’autre NBD. Un résidu serine dans chaque motif C semble nécessaire a cette configuration, et

pourrait étre responsable de I’interaction avec le phosphate y de I’ATP (Leslie et al., 2005).
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Figure 17. Les transporteurs ABC déterminent 1’absorption, la distribution,
I’accumulation cellulaire, et I’excrétion de leurs substrats. D’aprés Szakacs et al. (2008).



PARTIE A. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE/Chapitre 3. LES TRANSPORTEURS ABC

I1. Localisation et fonctions

Toutes les pompes d’efflux abordées dans cette thése sont principalement situées dans
la membrane plasmique d’ou elles expulsent une variété de molécules en dehors des cellules
contre un gradient de concentration. Leur distribution tissulaire et leur localisation cellulaire
influencent donc 1’absorption, la distribution, I’accumulation cellulaire, 1’excrétion, et de ce
fait la toxicité d’une grande variété de substrats. Les transporteurs ABC ont une localisation
basolatérale ou apicale au niveau des cellules épithéliales constitutives des barrieres
physiologiques (barricre digestive, barriere hémato-encéphalique (BHE), ...). Ces deux
localisations leur permettent de jouer un role important dans la détermination des paramétres
pharmacocinétiques de leurs substrats (Figure 17). Au niveau de 1’épithélium intestinal, les
transporteurs ABC apicaux expulsent leurs substrats vers la lumiére gastro-intestinale, tandis
que les transporteurs ABC basolatéraux favorisent le passage de leurs substrats dans le
compartiment sanguin (1). Les xénobiotiques qui échappent a cette «premicre ligne de
défense» atteignent ainsi le foie par le systéme porte ou ils seront éventuellement métabolisés
puis excrétés dans la bile (2). L'excrétion biliaire des xénobiotiques peut étre considérée
comme un «deuxiéme mécanisme de défense», assuré par le méme type de transporteurs,
faisant repasser ces substrats vers la lumicre gastro-intestinale (circulation entéro-hépatique).
Les xénobiotiques qui atteignent la circulation systémique peuvent étre ensuite €liminés au
niveau rénal grace aux nombreuses pompes d’efflux présentes dans les reins (3). Les
transporteurs ABC présents au niveau des barrieres comme la BHE ou la barriére sang-liquide
céphalorachidien (LCR) (4), et au niveau des membranes cellulaires (membranes des
lymphocytes CD4+ et traitement anti VIH), préviennent I’accumulation de leurs substrats
dans ces organes et cellules (6). La sécrétion des xénobiotiques dans des compartiments
spécifiques (tels que le lait (5)) est également régulée par les transporteurs ABC (Szakacs et
al., 2008).
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Figure 18. Expression et fonction d’ABCB1 dans différents tissus. D’aprés Fromm (2004).
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Figure 19. Localisation subcellulaire des transporteurs ABC dans les cellules épithéliales
polarisées rénales. D’aprés Schinkel and Jonker (2003).
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De fagon générale, les transporteurs ABC sont présents dans de nombreux organes et
s’expriment a des niveaux différents en fonction du tissu et de 1’espece. ABCC1 et ABCC3
s’expriment dans la plupart des tissus au pdle basolatéral des cellules épithéliales. ABCC2,
ABCG2 et ABCBI ont une distribution tissulaire plus restreinte. Ces transporteurs ont une
localisation apicale et se situent essentiellement au niveau des barrieres de 1’organisme
comme la BHE, le placenta, le foie, I’intestin, et les reins (Leslie et al., 2005). ABCC4 et
ABCCS5 ont quant a eux une localisation apicale dans certains tissus, et une localisation

basolatérale dans d’autres (Szakacs et al., 2008).

I1.1. ABCB1/MDR1/P-gp

Chez ’homme, ABCBI est présente au niveau des cellules épithéliales du tractus
gastro-intestinal, ou son expression augmente progressivement du duodénum jusqu’au colon
(Leslie et al., 2005). Au niveau de la muqueuse intestinale, elle contribue a la sécrétion directe
de ses substrats dans la lumiére intestinale et donc a la diminution de I’absorption des
substances ingérées (Ayrton and Morgan, 2001, Kusuhara and Sugiyama, 2002). De par sa
fonction d’efflux, ABCBI influence ainsi directement la biodisponibilité de ses substrats, ce
qui a été démontré pour les médicaments (Ayrton and Morgan, 2001, Sparreboom et al., 1997,
Beaumont et al., 2000, Drescher et al., 2003, Westphal et al., 2000). Ce transporteur est
¢galement abondamment exprimé dans les membranes des canalicules biliaires au niveau
hépatique (Thiebaut et al., 1987). Les fonctions d’ABCBI1 au niveau intestinal et hépatique
montrent son important réle excrétoire (Schinkel and Jonker, 2003). La Figure 18 montre
I’expression et la fonction d’ABCBI1 dans ces divers tissus.

Cette fonction de protection a lieu également au sein d’autres organes. Ainsi, ABCBI
s’exprime au niveau de I’épithélium respiratoire, ainsi que dans les membranes plasmiques
des macrophages alvéolaires, ou elle expulse les composés environnementaux dans la lumiére
des poumons (Leslie et al., 2005). Elle est également retrouvée au niveau des cellules
épithéliales des tubules proximaux, ou elle est responsable de I’efflux des xénobiotiques
hydrophobes du sang vers I’urine et de ce fait de leur élimination (Leslie et al., 2005, Schinkel
and Jonker, 2003, Johnstone et al., 2000) (Figure 19). ABCBI joue un roéle primordial dans la
BHE, ou elle s’exprime au niveau des plexus choroides, des astrocytes, de la microglie et de
I’endothélium capillaire, et prévient ainsi 1’accumulation des toxines au niveau du systeme

nerveux (Leslie et al., 2005, Dallas et al., 2006, Ito et al., 2005).
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ABCBI est également présente dans I’épithélium sécrétoire de 1’utérus (Axiotis et al., 1991a,
Axiotis et al., 1991b, van Kalken et al., 1993), et au niveau du pole apical du
syncytiotrophoblaste ou cette protéine interviendrait dans 1’efflux de ses substrats vers le sang
maternel et dans la protection du feetus en permettant 1’efflux des xénobiotiques vers le

compartiment maternel (Mao, 2008) (Figure 20).

ABCBI1 est fortement exprimée au niveau des cellules endothéliales des capillaires
testiculaires, elle est également présente au niveau des cellules de Leydig, des macrophages
testiculaires, et des cellules de Sertoli (Figure 21). Elle intervient dans la protection des

cellules somatiques contre la toxicité des xénobiotiques (Leslie et al., 2005, Melaine, 2002).

D’autres études montrent également son expression au niveau du cceur, plus précisément au
niveau des cellules endothéliales des capillaires et des artérioles. L’expression d’ABCBI1 au
niveau cardiaque pourrait étre un facteur important dans la modulation des concentrations des
médicaments pris en charge par ce transporteur comme les beta bloquants, les glycosides
cardiaques ou la doxorubicine (Solbach et al., 2006, Meissner et al., 2002, Lazarowski et al.,

2005).

68



Cerveau

Glandes
mammaires
lactantes

3

Intestin
gréle

Célon
Compartiment _|¢
hématopoiétique |,

Figure 22. Distribution tissulaire d’ABCG2. La présence d’ABCG2 est indiquée par la
couleur violette. Les fleches noires indiquent la direction de l'efflux des substrats alors que les

fleches vertes indiquent I'excrétion nette du corps. D’aprés van Herwaarden and Schinkel
(2006).



PARTIE A. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE/Chapitre 3. LES TRANSPORTEURS ABC

I1.2. ABCG2/BCRP

La Figure 22 résume la localisation tissulaire d’ABGC2. Chez I’homme, ce
transporteur est fortement exprimé au niveau de la bordure en brosse du syncytiotrophoblaste
ou ce transporteur intervient dans la protection du feetus en permettant D'efflux des
xénobiotiques vers le compartiment maternel (Leslie et al., 2005, Mao, 2008, Robey et al.,
2009). Contrairement a son role protecteur vis-a-vis du feetus au niveau placentaire, ABCG2
semble concentrer ses substrats dans le lait au niveau des glandes mammaires, augmentant
ainsi le risque d’exposition du nouveau-né a ces molécules. Son expression est augmentée
dans la glande mammaire en phase de lactation chez la souris, la vache et la femme (Alcorn et
al., 2002, Robey et al., 2009). Au niveau des testicules, ABCG2 protege les cellules
germinales des agents génotoxiques mutageénes, puisque des taux élevés de cette protéine sont
retrouvés au niveau des cellules de Sertoli (Leslie et al., 2005, Robey et al., 2009, Jones and
Cyr, 2011, Lassalle et al., 2004, Maliepaard et al., 2001, Scharenberg et al., 2009). La
protéine est également retrouvée au niveau des spermatides rondes et allongées, des cellules
myoides péritubulaires, et des cellules endothéliales des micro-vaisseaux au niveau de

I’intersticium (Bart et al., 2004).

ABCG2 s’exprime fortement au niveau du tractus gastro-intestinal. Chez I’homme son
expression est tres €levée au niveau du duodénum, puis diminue tout au long du tractus depuis
I’ileum terminal jusqu’au rectum, ou le plus faible taux d’expression est retrouvé (Robey et
al., 2009). Comme ABCBI, cette pompe d’efflux est retrouvée au niveau des canalicules
biliaires au niveau hépatique (Maliepaard et al., 2001). L’expression d’ABCG2 au niveau du
tractus gastro-intestinal suggere qu’elle joue un role dans la limitation de 1’absorption orale de
ses substrats (Robey et al., 2009). ABCG2 n’est pas détectée dans les érythrocytes, leucocytes
et plaquettes humains, mais Zhou et al. (2001) et Scharenberg et al. (2002) montrent que cette
protéine est massivement présente dans les cellules souches hématopoiétiques chez la souris
et ’homme. Quelques études montrent qu’ABCG2 est également exprimée au niveau

cardiaque (Solbach et al., 2006).
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Figure 24. Localisation schématique d’ABCB1 et d’ABCC1 dans la barriére hémato-
testiculaire. D’apres Borst et al. (2000).
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I1.3. ABCCs/MRPs

Les transporteurs de la sous famille ABCC ont en commun un mode d’action en lien
avec le glutathion réduit (GSH) (Figure 23). En effet, certains de leurs substrats (symbolisés
par X dans la Figure 23) sont pris en charge sous forme conjuguée au glutathion par
I’intermédiaire des Glutathion S-transférases. Le transport d’autres molécules non conjuguées
(symbolisées par Y dans la Figure 23) par les MRPs est, lui, couplé a celui du GSH. C’est le
cas des anions organiques qui représentent une large partie des composés pris en charge par
les ABCCs. Dans les deux cas, le transport des substrats est dépendant d’une production
continue du GSH puisqu’il est bloqué par I’inhibiteur de la gamma-glutamylcystéine
synthétase (DL-buthionine (S, R)-sulfoximine, BSO). Il faut également noter que certains
substrats des ABCCs peuvent également étre des molécules sulfo ou glucuronoconjuguées

(Borst et al., 2000).

I1.3.1. ABCC1/MRP1

Chez I’homme, ABCCI1 s’exprime dans un grand nombre de tissus et se localise au
niveau du pdle basolatéral des cellules épithéliales (Borst et al., 1999, Borst et al., 2000, Cole
et al., 1992), sauf dans les cellules endothéliales du cerveau ou sa localisation est apicale
(Szakacs et al., 2008). Son niveau d’expression est relativement élevé dans les poumons, les
testicules et les reins (Leslie et al., 2005). Son expression est particulierement importante au
niveau des cellules de Sertoli ou ce transporteur semble jouer un role primordial dans la
protection des cellules germinales (Figure 24) (Su et al., 2011, Vahakangas and Myllynen,
2009, Borst et al., 2000). Cette protéine est également présente au niveau de la BHE et de
I’intestin. Au niveau intestinal, elle participe au transport de ses substrats vers la circulation
portale (Leslie et al., 2005). Au niveau de la BHE, elle transporte les xénobiotiques du LCR
vers le sang, et empéche ainsi leur pénétration dans le LCR. MRP1 est présente au niveau du
placenta mais sa localisation apicale ou basolatérale est discutée (Figure 20) (Behravan and
Piquette-Miller, 2007, Enders and Blankenship, 1999, Leazer and Klaassen, 2003, Leslie et
al., 2005, St-Pierre et al., 2004). Une étude rapporte également sa localisation au niveau de

I’utérus (Matsumoto et al., 2007) (Figure 25).
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I1.3.2. ABCC2/MRP2

ABCC2 est la seule protéine de la sous famille ABCC a avoir une localisation apicale.
Elle ne semble pas s’exprimer dans les poumons (Leslie et al., 2005). Au niveau du tractus
gastro-intestinal, son expression est plus ¢élevée dans le duodénum, puis diminue
progressivement jusqu’a devenir indétectable au niveau de I’iléum terminal et du colon
(Leslie et al., 2005). Au niveau des cellules épithéliales des tubules proximaux, ABCC2 est
responsable de I’¢élimination urinaire des substrats conjugués (au glutathion, glucuronide, et
sulfate) (Leslie et al., 2005) (Figure 19). Elle s’exprime aussi dans les cellules endothéliales
des capillaires cérébraux, et s’exprime fortement au niveau du syncytiotrophoblaste des
villosités terminales, prévenant le passage des métabolites conjugués des xénobiotiques et des
molécules endogenes de la mere vers la circulation feetale (Leslie et al., 2005). Comme pour
ABCCI1, une localisation au niveau de l'utérus est également rapportée (Matsumoto et al.,

2007).

11.3.3. ABCC3/MRP3

ABCC3 est beaucoup moins bien étudiée qu’ABCC1 et ABCC2. De plus, la plupart
des études sont réalisées chez 1’homme et le rat. Compar¢ a ABCCI, ABCC3 a une
localisation tissulaire plus restreinte (Borst et al., 2007). Cette protéine est localisée au niveau
du foie, de I'intestin gréle, du colon, la glande surrénale, et dans une moindre mesure dans le
pancréas et les reins (Figure 19) (Kiuchi et al., 1998, Kool et al., 1997, Kool et al., 1999,
Scheffer et al., 2002). Dans le foie, ABCC3 est faiblement exprimée dans la membrane
basolatérale des hépatocytes et dans les canalicules biliaires (Konig et al., 1999b, Scheffer et
al., 2002, Kool et al., 1997, Ortiz et al., 1999). ABCC3 est également présente dans la
membrane basolatérale de la vésicule biliaire (Rost et al., 2001). D’aprés Schinkel et al.
(2003), ABCC3 jouerait un rdle dans la circulation cholé-hépatique et entéro-hépatique des
acides biliaires (Schinkel and Jonker, 2003). Une étude rapporte également sa localisation au
niveau de la prostate (Uchiumi et al., 1998), et une autre sa présence comme pour ABCCI et

ABCC?2 au niveau de I’utérus (Matsumoto et al., 2007).
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I1.3.4. ABCC4/MRP4

Le géne codant pour ABCC4 est identifi¢ en 1996 (Allikmets et al., 1996).
L’expression de cette protéine était initialement décrite comme étant restreinte a quelques
tissus (Kool et al., 1997). De nombreuses études montrent ensuite que ce transporteur est en
fait largement distribué¢ avec des niveaux d’expression des ARNm allant de tres fort dans la
prostate a indétectable dans le foie. (Lee et al., 1998b). Chez ’homme, les ARNm d’ABCC4
sont détectés dans la plupart des tissus a I’exception de la moelle osseuse, du col utérin, du
thymus, de 1'endothélium vasculaire, et des tissus mous (Borst et al., 2007). D’autres études
chez I’homme, localisent la protéine dans le rein (van Aubel et al., 2002), le foie (Rius et al.,
2003), les érythrocytes (Klokouzas et al., 2003), la glande surrénale (Zelcer et al., 2003), les
plaquettes (Jedlitschky et al., 2000), le cerveau (Nies et al., 2004) et le pancréas (Keppler and
Konig, 2000). Chez le rat et la souris, ABCC4 est ¢galement retrouvée dans de nombreux
tissus avec en particulier une forte expression au niveau rénal (Chen and Klaassen, 2004,
Leggas et al., 2004, Maher et al., 2005b). Quelques études montrent également qu”’ABCC4 est
présent dans le testicule humain et murin. La protéine est en particulier retrouvée au niveau
des cellules de Sertoli ou elle aurait un réle dans la protection de la lignée germinale (Ritter et
al., 2005, Robillard et al., 2012).

Une caractéristique de cette pompe d’efflux est la dualité de sa localisation dans les cellules
polarisées. En effet, ABCC4 peut étre apicale ou basolatérale en fonction du type cellulaire.
Lee et al. (1998) montrent que MRP4 est située au poOle basolatéral des cellules
tubuloacinaires de la prostate humaine (Lee et al., 1998a), alors qu’elle est localisée dans la
face apicale des tubules proximaux du rein (Smeets et al., 2004, van Aubel et al., 2002). La
protéine est également apicale dans les hépatocytes humains, de rat et de souris (Rius et al.,
2003), ainsi que dans 1’épithélium pancréatique (Konig et al., 2005). Dans le cerveau humain
et murin, ABCC4 se retrouve au pdle basolatéral de 1’épithélium des plexus choroides et sur
la face apicale de ’endothélium capillaire (Chen and Klaassen, 2004, Leggas et al., 2004,
Nies et al., 2004).

La localisation membranaire de MRP4 est donc cellule et tissu spécifique. Ceci lui permet
d’effluer ses substrats dans le sang et 1’urine, mais également vers les cellules adjacentes au

niveau de la matrice extracellulaire ou du stroma (Borst et al., 2007).
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I1.3.5. ABCCS5/MRPS

Ce transporteur d’anions organiques (Wijnholds et al., 2000) est exprimé¢ dans les
cellules rénales polarisées de chien MDCK-II au niveau basolatéral, et impliqué dans le
transport du S-glutathionyl 2,4-dinitrobenzeéne (GS-DNP) et de GSH (pour revue Schinkel
and Jonker (2003)). Cependant 1’exacte localisation de MRPS5 reste encore a définir
correctement (Schinkel and Jonker, 2003, Borst et al., 2007). Il semblerait qu’elle ait une
répartition ubiquitaire. En effet, Kool et al. (1997) montrent que son ARNm est détecté dans
la plupart des tissus testés. Une forte expression est retrouvée dans le cerveau et le muscle
squelettique (McAleer et al., 1999), et une expression dans la membrane des érythrocytes est
¢galement rapportée (Jedlitschky et al., 2000). Deux études plus récentes montrent que MRP5
s’exprime dans les cardiomyocytes, de I’endothélium cardiovasculaire et des cellules
musculaires lisses du cceur humain (Dazert et al., 2003, Solbach et al., 2006). Une autre étude
montre que cette protéine est également présente dans les cellules musculaires lisses du
tractus urogénital masculin (corps caverneux, uretére, uretre, vessie), et dans les cellules
épithéliales de la muqueuse de I’urétre et de ’uretére. Les auteurs suggerent qu’elle jouerait
un role dans le transport du nucléotide guanosine mono phosphate cyclique (cGMP) qui
régule le tonus des muscles lisses et en particulier dans cette étude, 1’érection (Nies et al.,
2002). En 2005, Meyer Zu Schwabedissen et al. (2005a) mettent en évidence 1’expression
d’ABCCS dans le pole basal du syncytiotrophoblaste, et dans les vaisseaux feetaux humains.
De plus, ils montrent que son expression augmente avec la progression de la gestation. Ils
suggerent un role dans la transduction du signal et dans la différentiation placentaire.

De fagon générale, I’expression d’ABCCS5 dans les cellules musculaires et dans les
endothéliums capillaire suggere, outre son role de défense, une implication dans les processus

de signalisation physiologique via la prise en charge de messagers tels que le cGMP.
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II1. Mécanisme d’action

Une bonne compréhension de la maniere dont les transporteurs ABC fonctionnent pour
prendre en charge activement leurs substrats a travers les membranes phospholipidiques, a été
un défi des lors que la premiere séquence complete d’un transporteur ABC a été décryptée il y
a environ 30 ans. Malgré un grand nombre d’études biochimiques, biophysiques et
structurales, des questions fondamentales sur le couplage de I’hydrolyse de I’ATP et la
translocation unidirectionnelle du substrat subsistent. Un certain nombre de modeles ont été
proposés pour expliquer le mode de fonctionnement des transporteurs ABC. Dans ce travail,
seront abordés les deux modeles les plus actuels: le modele «Constant Contact» (George and

Jones, 2012) et celui de «I’ATP Switch» (Linton and Higgins, 2007).

II1.1. Le modéle «<ATP Switch» (Figure 26)

Le modéle ATP Switch est également connu sous les noms de «Tweezers-Like» (pince
a épiler) (Chen et al., 2003) et de «Processive Clam» (pince processive) (van der Does and
Tampe, 2004) desquels il dérive. En fait, les trois modeles sont des variations d’un méme
principe mécanistique.

Le dimere des transporteurs ABC alterne entre un état de forte affinité et un état de
faible affinité pour le substrat au niveau des deux faces de la membrane. Dans le mécanisme
ATP-Switch (le plus populaire), ces deux états sont couplés au cycle catalytique de I’ATP,
d’une fagon qui est totalement compatible avec ce qui est connu actuellement sur la structure
de ces transporteurs.

Le substrat pénétre dans la bicouche phospholipidique de la membrane cellulaire et se lie a
une poche de haute affinit¢ formée par les TMDs (en rouge et vert sur la Figure 26). Cette
liaison induit un changement conformationel des domaines NBDs (en bleu et orange sur la
Figure 26), qui a pour conséquence une augmentation de 1’affinité de ces derniers pour I’ATP.
Deux molécules d’ATP vont se fixer sur les NBDs. L’énergie libérée par I’apparition de la
forme fermée du dimére NBDs provoque un changement conformationel des TDMs, et leur
passage a la forme de faible affinité pour le substrat, et de ce fait ’expulsion de ce dernier

dans I’espace extracellulaire.
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Figure 27. Le modéle «Constant Contact». D’aprés George and Jones (2012).
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Ensuite, ’hydrolyse des ATP (conséquence inéluctable de la conformation fermée), déclenche
la dissolution de la forme fermée du dimeére NBD. Cela provoque une amplification du
changement conformationnel des TMDs. Enfin la libération du phosphate inorganique (P1i),
puis de I’ADP restaure la forme ouverte du dimeére NBD, le rendant ainsi disponible pour un

nouveau cycle (Linton, 2007, Linton and Higgins, 2007).

I11.2. Le modéle «Constant Contact» (Figure 27)

Le modele «Constant Contact» dérive d’anciens travaux de Senior et al (Senior et al.,
1995, Senior and Bhagat, 1998). Le principe de ce mécanisme d’action repose sur I’alternance
d’hydrolyse de I'ATP dans chaque NBD, avec une ouverture du site au moment de 1'hydrolyse
alors que le second site reste fermé avec de I'ATP fixé et enfermé. Un site s'ouvre
suffisamment pour libérer le nucléotide sans que les monoméres des NBDs n’aient a se
séparer complétement, puis lorsque ce site se ferme et fixe une nouvelle molécule d'ATP,
c’est le coté opposé qui amorce I'hydrolyse a son tour et le processus se répéte en cycles
alternés (George and Jones, 2012).
Pour chaque site catalytique, il y a deux états distincts, soit sous occlusion (fermé) ou ouvert
(permettant 1'échange de nucléotides), ou dans la situation ou le site est vide, une affinité
¢levée ou faible pour le nucléotide. Les deux sites actifs fonctionnent a 180° en opposition de
phase par rapport a ce cycle, et ’hydrolyse de I'ATP se produit en alternance entre les deux
sites. Les deux NBD restent en contact pendant tout le cycle, avec I'ouverture et la fermeture
de ces sites se produisant par l'intermédiaire de changements conformationnels de sous unités
des monomeres NBD. Dans 1'étape I (Figure 27), le site actif de fixation de I’ATP est fermé
alors que le site opposé est vide et I’hydrolyse de I'ATP se produit. A la deuxiéme étape (II),
avec des produits d'hydrolyse encore liés au site actif fermé, le site, vide, et de faible affinité,
passe a un statut de forte affinité, ce qui permet la liaison de I'ATP. A I'étape III, la liaison de
I'ATP au site vide et la libération du phosphate inorganique (Pi) du site post-hydrolyse fermé
favorise l'ouverture du site 1ié a d'ADP, la libération d'ADP et la fermeture du site ATP-
dépendant. La phase IV représente 1’étape de phase inverse a 180° (1I’opposé de I'étape I) et la
progression dans les étapes I, II et III se répéte dans le site actif opposé au cours des étapes

IV, Vet VI. La libération de I’ADP dans la sixiéme étape compléte le cycle.
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Tableau 7. Exemples de substrats xénobiotiques et endogénes des transporteurs ABC.

Tranporteurs Substrats xénobiotiques Substrats endogénes
Doxorwbicine, mtoxantrone, étoposide, actinomycine
D, méthotrexate, topotécan, saquinavr, rtonavr . .
’ o . T ’ Corticoste , aldost s
ABCBI1 nelfinavir, cimétidine, colchicne, bpéramide, © -cos rore ? OSterone
. oo , . cortisol, f amyloide
vérapamil digoxine, dexaméthasone, corticostérone,
vermectine, thodamine, afhtoxine Bl
Glutathion, E2-ghcuronide, acides
Doxortbicine, vincristine, étoposide biiaires sulfatés, bilinbie,
ABCCI cvdonhos he:mi de. coni ’ éfoaﬂat(’)xine B1 conjugués du gltathion (lekotriéne
YEOPHO & COMBs, C4, prostaghndine A2..), acide
folique, estrone-3-sulfate
Cisplatine, doxombicine, topotécan, Finotéean, oy iane €4 corjugws de b
ABCC2 matmib, vincristine, méthotrexate, étposide, b pinavir bilirubine. elutathion
. . . , glu
, glucuronide du diclofénac, afhtoxire Bl &
Dinitrophényle S-glutathion, é&oposide, glucwonde Leucotréne C4, E2-glucuronide,
ABCC3 o . L e
de l'acétamimphéne, vincristine, ampcilline chohte, glycocholate, taurocholate
cGMP, cAMP, sulfate de
ABCC4 6- Thio guanine, 6-mercaptopurine, topotécan, 9-2-  déhydroépiandrostérone (DHEAS),
(phos phonomethoxy)ethyl)-adenne (PMEA) E2-glucuronide,prostagandine E1 ,
prostaghndne E2
ABCCS 6—Mercaptop@e, 6-thio gianine, PMEA, métaux cGMP, cAMP
burds, (2,4-dnitrophenyl)- S-glutathion
D(?xorLbiche, m'tf)xathrone,'topotéc.ar.l, in'@tés:an, Estrone- 3-sulfate, E2-glicwonile,
méthotrexate, lamvudine, azidothymidine, inhb teurs } . .
ABCG2 phosphatidylserine, protopo1phyrine

de Topoisomérase I, rhodamne 123, hoechst
33342, génisténe

IX

D’apres Schinkel and Jonker (2003), Zhou et al. (2008), Lam et al. (2001) et Uhr et al. (2002).
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IV. Les substrats des transporteurs ABC

Le transporteur ABCBI1 est caractérisé par une faible spécificité de substrats. Il est en
effet capable de transporter une large variété de composés, avec cependant une préférence
pour les cations organiques et les composés amphiphiles. Le mode de fonctionnement des
transporteurs ABC implique une premicre insertion du substrat dans la bicouche lipidique
avant sa prise en charge par le transporteur, or seuls les molécules amphiphiles ont la capacité
de s’insérer dans les membranes plasmiques (Schinkel and Jonker, 2003). Les substrats de la
P-gp sont des molécules organiques dont la taille est comprise entre 200 et 1900 Da et
possedent un ou plusieurs groupements aromatiques. Toutefois ABCBI est aussi capable de
transporter des molécules linéaires, ou cycliques non aromatiques. La liste des substrats de ce
transporteur s’allonge au fur et a mesure des études, elle comprend des anticancéreux, des
antiviraux, des inhibiteurs des canaux calciques, des immunosuppresseurs et de nombreuses
substances toxiques parmi lesquelles certaines mycotoxines comme la fumonisine Bl
(Choudhuri and Klaassen, 2006, De Angelis et al., 2005, Schinkel and Jonker, 2003).

Comme pour ABCBI, la spécificité des substrats des ABCCs est relativement faible. De
facon trés générale, ABCC1, ABCC2 et ABCC4 transportent principalement des conjugués
du glutathion comme les leucotrienes. ABCC2 et ABCC3 sont majoritairement impliquées
dans le transport des glucuronides de la bilirubine (Akita et al., 2001). Les nucléotides
adénosine mono phosphate cycliques (cAMP) et cGMP sont massivement pris en charge par
ABCC4 et ABCCS (Keppler, 2011).

Concernant ABCCI1, la spécificité de substrat semble étre similaire a celle ’ABCBI1
(Tableau 7), Toutefois, de nombreux travaux montrent que les substrats préférentiels
d’ABCCI sont des anions organiques (Jedlitschky et al., 1994, Muller et al., 1994) comme les
médicaments conjugués au GSH, a I’acide glucuronique ou sulfonique. (Hipfner et al., 1999,
Konig et al., 1999a, Jedlitschky et al., 1996), alors qu’ABCB1 a une faible affinité pour ces
composés chargés négativement. En effet, comme précédemment mentionné, ABCC1 est une
pompe d’efflux des conjugués du glutathion (GSX), ce qui explique sa capacité a prendre en
charge le méthotrexate (anion organique) ou 1’arsénite (H3AsO3) (glutathion conjugué).

Il existe beaucoup de similitudes dans les spectres de substrats d’ABCCI1 et ABCC2,

mais ils ne sont tout de méme pas identiques (Schinkel and Jonker, 2003).
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Parmi les anticancéreux pris en charge par MRP2, il y a le méthotrexate, les anthracyclines
(doxorubicine, épirubicine), la mitoxantrone, la vincristine, la vinblastine, I’irinotécan et
probablement aussi le cisplatine et I’étoposide (Borst et al., 2000, Hooijberg et al., 1999,
Koike et al., 1997, Evers et al., 1998, Cui et al., 1999). Comme ABCC1, ABCC2 est aussi
principalement un transporteur des anions organiques (Evers et al., 2000). Parmi les substrats
bien connus d’ABCC2, il y a des xénobiotiques amphiphiles anioniques et des molécules
endogénes conjugués au GSH, a I’acide glucuronique ou sulfonique comme le glucuronide de
E2 par exemple (Konig et al., 1999a, Evers et al., 2000).

ABCC3 est également un transporteur d’anions organiques (Hirohashi et al., 1999, Kool
et al., 1999), mais, contrairement a ABCC1 et ABCC2, il a une préférence pour les
glucuronoconjugués par rapport aux conjugués du glutathion (Hirohashi et al., 1999). La
fonction physiologique d’ABCC3 reste a établir. L’importante augmentation de I'expression
d’ABCC3 dans le foie de rats cholestatiques (Hirohashi et al., 1999, Ortiz et al., 1999) et dans
le foie humain (Konig et al., 1999a, Kool et al., 1999), suggére que ABCC3 peut prendre en
charge les anions organiques du foie vers le sang lorsque la sécrétion dans la bile est bloquée
(Kool et al., 1999, Konig et al., 1999b). Une implication d’ABCC3 dans I'absorption normale
de sels biliaires dans l'intestin est é¢galement envisagée (Borst et al., 2007).

En 1999, Schuetz et al. (1999) découvrent qu’ABCC4 efflue les médicaments anti-
VIH : 9-(2-phosphonylméthoxyéthyle) adénine (PMEA) et monophosphate azidothymidine
(AZTMP) in vitro. ABCC4 est un transporteur d’analogue de base et prend en charge certains
anticancéreux (par exemple, la 6-mercaptopurine et la thioguanine). C’est également un
transporteur d'anions organiques, comme tous les membres de la famille des ABCCs.
Toutefois, il est possible qu’il ait une spécificité pour les conjugués du phosphate. Une étude
montre également qu’ABCC4 est capable de transporter le glucuronide d’E2 ainsi que le
sulfate du déhydro-épiandrostérone (DHEAS) (Zelcer et al., 2003). Les auteurs suggerent que
ce transporteur serait impliqué dans la prise en charge d’acides biliaires et de conjugués des

stéroides.
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Borst et al. (2000) montrent qu”’ABCCS5 transporte des anions organiques et des conjugués du
glutathion in vitro, et que ce transport est bloqué en présence d’inhibiteurs organiques
typiques (Ortiz et al., 1999). McAleer et al. (1999) et Pratt et al. (2005) mettent en évidence
que comme ABCC4, ABCCS5 est une pompe d’analogues de nucléotides (6-mercaptopurine,
thioguanine, 5-fluorouracile, ...). McAleet et al. (1999) constatent une résistance aux métaux
lourds (chlorure de cadmium et tartrate d'antimoine de potassium par exemple) de cellules
transfectées avec ABCCS. Les auteurs suggerent son implication dans le transport de tels
métaux. Toutefois, cette étude n’a pas ¢été reproduite (Borst et al., 2000). Le role
physiologique d’ABCCS reste a déterminer. Les souris homozygotes pour un géne ABCCS5
défectueux sont viables et en bonne santé¢ au moins jusqu'a 1’age de 1 an (Wijnholds et al.,
2000).

Bien qu’ayant un spectre de substrats plus étroit qu’ABCB1 et les ABCCs, ABCG2
transporte notamment: les anthracyclines, les inhibiteurs de la topoisomérase I de la famille
des camptothécines, les indolocarbazoles et un dérivé de la mitoxantrone (Haimeur et al.,
2004, Mao and Unadkat, 2005). Une ¢étude récente montre qu’ABCG2 prend en charge les
acides biliaires dans le foie et le placenta chez le rat (Blazquez et al., 2012). De nombreuses
¢tudes montrent qu’ABCG2 prend également en charge des hormones comme les androgenes
et les conjugués de xénobiotiques et d’cestrogénes comme les sulfoconjugués, mais pas les
cestrogenes libres (Huss et al., 2005, Robey et al., 2009, Tanaka et al., 2005, Vlaming et al.,
2009, Suzuki et al., 2003, Imai et al., 2003). Une récente étude montre qu’ABCG2 est
¢galement capable de prendre en charge les conjugués des phyto-cestrogénes (van de

Wetering and Sapthu, 2012).

Le Tableau 7 montre quelques exemples de substrats des transporteurs ABC.
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Figure 28. Structure des récepteurs nucléaires. Un récepteur nucléaire typique est composé
de plusieurs domaines fonctionnels. La partie variable NH2-terminale (A/B) contient le
domaine de transactivation indépendante du ligand AF-1. Le domaine conservé de liaison a
I'ADN (DBD ou région C), est responsable de la reconnaissance de séquences d'ADN
spécifiques. Une région variable de liaison (D) relie le DBD a la région E/F qui contient le
domaine de fixation du ligand (LBD), et la surface de dimérisation. Le domaine de
transactivation indépendante du ligand est situé dans la région A/B, et le domaine de
transactivation dépendante du ligand AF-2 est situé¢ a I'intérieur de la région COOH-terminale

du LBD. D’aprés Aranda and Pascual (2001).

Tableau 8. Exemples de récepteurs nucléaires et leurs ligands. D’apres Tep (2008).

Dénomination Ligands identifiés
HOMODIMERES
GR Glucocorticoid Receptor Glucocorticoides
PGR Progesterone Receptor Progestérone
AR Andogen Receptor Androgenes
ESR1-2 Estrogen receptor (Estrogenes
HETERODIMERES
TR Thyroid hormone Receptor Hormones throidiennes
VDR Vitamin D Receptor 1,25-di(OH)-vitamine D
RARa,B,y Retinoic Acid Receptor Acide rétinoique all-trans
RXRa,B,y Retinoic X Receptor Acide rétnoique 9-cis
PPARw,B,y Peroxisome Proliferator Activated Receptor Prostanoides, acides gras
LXRa.,B,y Liver XReceptor Oxystérols
FXR Farnesoid X Receptor Acides biliaires
PXR Pregnane X Receptor Acides biliaires/xénobiotiques

CAR Constitutive Androstane Receptor

Xénobiotiques
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V. Régulation de I’expression

Les geénes qui codent pour les transporteurs ABC sont inductibles (Akita et al., 2001,
Hartmann et al., 2005, Hirai et al., 2007, Kast et al., 2002, Klaassen and Aleksunes, 2010). De
nombreuses ¢tudes sur la régulation de leur expression montrent 1’implication de RNs
(Aleksunes and Klaassen, 2012).

Les RNs, dont la structure type est présentée dans la Figure 28, fonctionnent sous forme
d’homo ou d’hétérodimeres pour réguler I’expression de leurs genes cibles (Tableau 8).
Certains de ces récepteurs sont dit orphelins car leurs ligands n’ont pas encore été identifiés.
Pour ceux dont les ligands sont identifiés, les ligands peuvent étre des hormones classiques
(hormones stéroidiennes par exemple), ou des composés issus du métabolisme (acides gras,
prostaglandines, acides biliaires, ...), et donc d’origine intracellulaire (Aranda and Pascual,
2001). Certains RNs peuvent étre actifs de fagon constitutive ou encore étre activés par
d’autres voies comme la phosphorylation (Aranda and Pascual, 2001) (Figure 29). Toutes ces
voies d’activation des RNs illustrent la multitude des mécanismes de régulation
transcriptionnelle des génes de fagon générale, et des geénes codant pour les transporteurs
ABC en particulier. Le Tableau 9 montre les principaux RNs impliqués dans la régulation des

transporteurs ABC.
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Figure 29. Mécanisme d’action des récepteurs nucléaires. A. Le ligand peut étre généré de
trois facons différentes: 1) un ligand actif ou une hormone est synthétisée dans un organe
endocrine classique et pénétre dans la cellule, 2) le ligand peut étre généré a partir d'un
précurseur ou d’une pro-hormone dans la cellule cible, et 3) le ligand peut étre un métabolite
synthétisé dans la cellule cible. Le récepteur sans ligand peut avoir une localisation nucléaire.
Cependant, certains récepteurs stéroidiens sont cytoplasmiques en 'absence de ligand a cause
de leur association avec un complexe multiprotéique de chaperons, comprenant Hsp90 et
Hsp56. La liaison du ligand induit la dissociation du complexe et la translocation nucléaire.
Une fois dans le noyau, les récepteurs régulent la transcription en se liant, généralement sous
forme de dimeres, a des éléments de réponse aux hormones (HRE) situés dans les régions
régulatrices des génes cibles. B. Des voies alternatives d’activation des RNs ligands
indépendantes existent. Certains récepteurs peuvent étre constitutivement actifs, et l'activité
d’autres RNs peut étre modulée autrement. Par exemple, par phosphorylation médiée par des
hormones et des facteurs de croissance qui ensuite active diverses voies de transduction du
signal. D’apres Aranda and Pascual (2001).

Tableau 9. Les principaux RNs (hors ESRs) impliqués dans la régulation des
transporteurs ABC.

RNs  Transporteurs ABC régulés Références
ABCBI1/Abcbla-b Geick et al. 2001); Nagaoka et al. (2006); Ott et al. (2009)
PXR ABCC2Abcc2 Kast et al. (2002)
ABCC3/Abec3 Aleksunes et Klaassen (2012); Maher et al. (2005a); Teng etal.
ABCBI1/Abcbla-b Burket al (2005)
ABCC2Abcc2 Kast et al. (2002)
CAR ABCC3/Abcc3 Makeret al. (2005a)
ABCC4/Abccd Aleksunes et Klaassen (2012); Maher et al. (2005a)
ABCC2/Abcc2 Aleksunes et Klaassen (2012); Maher et al. (2005a)
ABCC3/Abcc3 Maher et al. (2005a)
AR ABCC4/Abcc4 Aleksunes et Klaassen (2012); Maher et al. (2005a)
ABCCS5/AbecS Maker et al. (2006b)
ABCG2Abcg2 Ebert et al. (2005); Robey et al. (2009); Tompkins et al. (2010)
FXR ABCC2/Abcc2 Kast et al. (2002)
ABCC2/Abcc2 Hirai et al. (2007); Johnson et Klaassen (2002)
PPARa ABCC3/Abcc3 Maher et al. (2005a)
ABCC4/Abccd Moffit et al. (2006)
PPARy ABCG2/Abcg2 Robey et al. (2009); Szatmari et al. (2006)
ABCC2Abcc2 Jigorel etal (2006)
Ne2 ABCC3/Abcc3 Jigorel etal (2006)

Adachi et al. (2007); Hagiya et al. (2008); Singh et al. (2010);

ABCGYAbcg? Jigorel et al. (2006)
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Figure 30. Régulation d’ABCB1 et ABCC2 via PXR. Le ligand se fixe sur le récepteur
nucléaire PXR, le complexe formé se fixe sur RXR. Le diméere formé se fixe sur les
promoteurs des genes cibles (ABCB1 et ABCC2) et active leurs transcriptions.




PARTIE A. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE/Chapitre 3. LES TRANSPORTEURS ABC

Le géne codant pour ABCBI1 est co-régulé avec celui du cytochrome P450 3A4
(CYP3A4) par I'intermédiaire de PXR (Ott et al., 2009, Nagaoka et al., 2006). Nagaoka et al.
(2006) ont montré que le tamoxiféne active PXR dans les cellules cancéreuses mammaires
humaines, ce qui induit I’expression d’ABCB1 (Figure 30) (Nagaoka et al., 2006). Deux
autres ¢tudes montrent que les ligands de PXR comme la rifampicine induisent ¢galement
I’expression d’ABCBI1 dans la lignée humaine d’un carcinome du colon LS174T, et dans les
capillaires endothéliaux de cerveaux humains et porcins (Geick et al., 2001, Ott et al., 2009).
CAR intervient également dans la régulation d’ABCB1 comme le prouve une étude sur les
cellules de I’intestin gréle humain (Burk et al., 2005). Une récente étude réalisée sur la lignée
cellulaire humaine d’un choriocarcinome placentaire JAR, et une lignée -cellulaire
surexprimant ABCBI1 (NCI-ADR-RES), toutes deux ESRI positives, indique qu’une
exposition de ces cellules a E2 et a la progestérone est a I'origine d’une induction de
I’expression de I’ARNm et de la protéine du gene ABCBI (Coles et al., 2009). D’autres études
suggerent également une régulation hormonale des niveaux d’expression d’ABCBI1. En effet,
les genes codant pour ABCBI1 chez ’homme et les rongeurs (Abcbla-b) sont régulés par la
progestérone et les cestrogénes a la fois in vivo et in vitro (Arceci et al., 1990, Coles et al.,
2009, Vore and Leggas, 2008, Evseenko et al., 2007). Toutefois, une étude réalisée sur les
cellules mammaires cancéreuse humaines MCF-7 et les cellules T-47D exprimant la protéine
ABCBI, montre que les cestrogénes (cestradiol, estrone et DES) inhibent I’expression de la
protéine selon un mécanisme post-transcriptionnel ESR1 dépendant (Mutoh et al., 2006).
L’inflammation jouerait également un role dans la modulation de 1’expression d’ABCBI.
Gibson et al. (2012) montrent que le lipopolysaccharide intervient dans la modulation de
I’expression d’ABCBI1 (et d’autres transporteurs ABC comprenant ABCG2, ABCCI1 et
ABCC4-5) dans des cellules de la microglie murine. Les auteurs suggérent que cette
modulation serait NFkB dépendante (Gibson et al., 2012). Une autre étude montre également
que des cytokines pro-inflammatoires inhibent I’expression d’ABCB1 dans la BHE chez le
cochon d’inde (Igbal et al., 2012). Récemment, I’implication d’un autre RN a été mise en
évidence. En effet, Chow et al. (2011) ont montré que la 1-alpha, 25-dihydroxy-vitamine D3
induit I’expression d’ABCBI1 dans les reins et le cerveau du rat par activation du récepteur de

la vitamine D.
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Contrairement a la plupart des membres des ABCCs dont I’expression peut é&tre
modulée en présence de xénobiotiques, 1I’induction d’ABCC1 dans des cellules exposées a des
composés exogenes n’est pas clairement démontrée, et ne ferait pas intervenir les RNs (Tep,
2008). Toutefois, une récente étude montre que les ligands du Liver X Receptor (LXR)
induisent 1’expression d’ABCCI1 dans les capillaires cérébraux de la souris (Elali and
Hermann, 2012). Des études réalisées sur certains types cellulaires montrent que 1’expression
de ABCCI1 peut étre induite par des composés redox actifs comme la quercétine et le
pyrrolidine dithiocarbamate (Dean, 2009, Yamane et al., 1998, Kurz et al., 2001, Kauffmann
et al., 2002).

Les ligands de PXR (Figure 30), CAR et du Farnesoid X Receptor (FXR) sont capables
d’activer I’expression d’ABCC2 dans les hépatocytes humains et du rat (Kast et al., 2002).
D’autres ¢tudes montrent que les ligands de AhR induisent aussi I’expression d’ABCC2
(Aleksunes and Klaassen, 2012, Maher et al., 2005a), alors que les ligands PPAR a diminuent
I’expression protéique d’ABCC2 mais pas son ARNm (Hirai et al., 2007, Johnson and
Klaassen, 2002). Comme ABCBI1, Abcc2 subit également une régulation hormonale. En effet,
Simon et al. (2006) montrent chez le rat une plus forte expression d’Abcc2 chez les femelles
que chez les males. Chez les males, les cestrogénes induisent 1’expression du transporteur
(ARNm et protéine), alors que la testostérone I’inhibe. Chez les femelles, aucun effet
significatif n’est relevé. D’aprés les résultats d’un hypophysectomie (diminution de
I’expression d’Abcc2 et prévention des effets des cestrogenes et de la testostérone), les auteurs
suggerent I’implication des hormones de la glande pituitaire dans la régulation de I’expression
hépatique d’Abcc2. Une autre ¢tude chez le rat montre que I’éthynylestradiol inhibe selon un
mécanisme post-transcriptionnel I’expression d’Abcc2 dans le foie (Arias et al., 2009), et une
¢tude chez I’homme montre une induction de son expression dans le placenta avec

I’avancement de la gestation (Meyer zu Schwabedissen et al., 2005b).

Borst et al. (2007) rapportent que L’expression d’ABCC3 dans le foie est fortement
inductible. En effet, chez ’homme (Scheffer et al., 2002, Zollner et al., 2003) et le rat
(Donner and Keppler, 2001, Hirohashi et al., 1998, Ogawa et al., 2000) I’expression
d’ABCC3 est induite au cours d’une cholestase. Le mécanisme d’induction de 1I’expression
d’ABCC3 dans le foie semble impliquer les RNs (Ghanem et al., 2005, Hitzl et al., 2003,
Maher et al., 2005a, Xiong et al., 2002).
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Maher et al. (2005a) montrent chez la souris que I’expression de son ARNm est induite par
les ligands d’AhR, CAR, PXR et PPAR«a dans le foie. Parmi ces RNs, PXR semble jouer un
role important. En effet, ’induction provoquée par les ligands activateurs de PXR est absente
chez les souris knock out pour PXR (Teng et al., 2003, Aleksunes and Klaassen, 2012).

L’induction d’ABCC3 n’est pas limitée au foie puisque de nombreux acides biliaires
induisent son expression dans la lignée intestinale humaine Caco-2 et dans le colon des souris
(Inokuchi et al., 2001). Quelques études suggerent I’existence d’une régulation hormonale via
les RNs ESRs. En effet, chez le rat, le géne codant pour Abcc3 est inhibé selon un mécanisme
transcriptionnel durant la gestation, et le géne humain est inhibé dans la lignée cancéreuse
mammaire MVLN par E2 selon un mécanisme ESRs dépendant (Cao et al., 2002, Vendrell et
al., 2004). Alors que plus récemment, Yacovino et al. (2012) montrent chez la souris une
augmentation de son expression dans le rein au cours de la gestation. Maher et al. (2006a),
montrent qu’il existe chez la souris une régulation hormonale (E2 et 5-alpha-di-
hydroxytestostérone (DHT) entre autres) responsable d’une différence sexe dépendante dans

les niveaux d’expression d’ABCC3.

Il n’existe que peu de données concernant la régulation d’ABCC4 et ABCCS. Deux
¢tudes montrent la régulation d’ABCC4 par les ligands d’AhR, CAR et PPARa (Aleksunes
and Klaassen, 2012, Mabher et al., 2005a). L’expression d’ABCC4 est également régulée au
niveau du foie par PPARa (Moffit et al., 2006) et celle ’ABCCS5 par AhR également dans le
foie (Maher et al., 2006b). Une étude montre I’implication de la cyclo-oxygénase 1 (COX-1)
dans la régulation négative d’ABCC4. En effet, Radilova et al. (2009) montrent que la
suppression de COX-1 dans une lignée humaine de carcinome du col utérin induit
I’expression du transporteur. Il existe trés peu d’études sur la régulation d’ABCCS5. Une étude
montre que les inducteurs des enzymes microsomales comme le PCB126, le phénobarbital, et
le PCB99 inhibent trés modérément I’expression d’ABCC5 (Maher et al., 2006b). Aucune
classe définie d’agonistes de RNs n’a clairement induit ou inhibé I’expression d’ABCCS
(Mabher et al., 2006b). Cai et al. (2007) et Ho et al. (2008) montrent in vitro (cellules LNCaP)
que le géne d’ABCC4 est régulé via le récepteur aux androgenes par molécules androgéniques
(Cai et al., 2007, Ho et al., 2008). Des études chez la souris montrent une forte inhibition de
I’expression d’ABCC4 durant la gestation et la lactation (Yacovino et al., 2012), et une

régulation hormonale notamment par le DHT et E2 (Maher et al., 2006a).
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Figure 31. Induction d’ABCG2 via AhR. A 1’état natif, AhR est couplé a une protéine de
choc thermique Hsp90. La liaison d’un ligand d’AhR libere le récepteur. Le complexe ligand-
récepteur se lie a la protéine translocatrice ARNT (Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear
Translocator), et le dimere est transloqué dans le noyau, ou il se fixe sur un €lément de
réponse & AhR du géne ABCG2. Ce qui induit la transcription et la synthése protéique
d’ABCG2.
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ABCGQG2 est le transporteur ABC dont les mécanismes de régulation sont les plus
largement étudiés. Des études suggerent la régulation de ce transporteur via AhR (Tompkins
et al., 2010, Ebert et al., 2005, Robey et al., 2009) (Figure 31). En effet, Ebert et al. (2005) ont
montré que le traitement de la lignée cellulaire Caco-2 par des agonistes de ce récepteur
(benzo[a]pyrene, 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine,indolo[3,2-b]carbazole et le
benzo[k]fluoranthéne) induit a la fois ’expression de I’ARNm et de la protéine du gene

ABCG2.

D’apres Robey et al. (2009) et Szatmari et al. (2006), I’activation de PPAR vy au niveau
des cellules dendritiques humaines, induit 1I’expression du messager et de la protéine du gene
ABCG2. Le Nuclear factor E2-related factor 2 (Nrf2), facteur de transcription redox qui régule
des genes impliqués dans 1'équilibre d'oxydo-réduction, du métabolisme du glutathion et de la
détoxification des xénobiotiques est également impliqué dans la régulation de 1’expression
d’ABCG2 (Adachi et al., 2007, Hagiya et al., 2008, Singh et al., 2010, Jigorel et al., 2006).
Jigorel et al. (2006) rapportent que ’oltipraz (OPZ) (activateur de Nrf2) induit I’expression
d’ABCG2 (et ABCC2-3) dans des cellules primaires hépatiques humaines.

Des études réalisées in vivo mettent en évidence une régulation hormonale de
I’expression d’ABCG2 (Mao, 2008, Tanaka et al., 2005, Vlaming et al., 2009, Wang et al.,
2006a, Yasuda et al., 2005). Wang et al. (2006a) montrent par exemple que I’expression de
cette protéine est modulée par la gestation, et que ses niveaux d’expression dans les différents
tissus des souris varient en fonction du stade gestationnel. L’étude de Tanaka et al. (2005)
illustre également bien I’'implication des hormones dans la régulation de 1’expression de ce
transporteur. En effet, les auteurs montrent qu’il existe une différence sexe dépendante dans
I’expression d’ABCG2 chez la souris. Cette expression est plus importante chez les males
dans le rein et le foie par rapport aux femelles. Des expériences de gonadectomie et
d’hypophysectomie montrent que la prédominance masculine de 1’expression dans le rein est
liée a I’effet inhibiteur de I’cestradiol chez les femelles, alors que celle au niveau du foie
semble étre due a I’effet inducteur de la testostérone (Tanaka et al., 2005).

De nombreuses études réalisées in vitro démontrent également la régulation d’ABCG2 par des
hormones stéroidiennes via les ESRs et PGRs (Ee et al., 2004, Mao, 2008, Robey et al., 2009,
Zhang et al., 20006).
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promoteur du géne codant pour BCRP, et induit son activation ou son inhibition (Mao, 2008,

’ ouN Expression ABCG2

@ol cellule

mammaire MCF-7

| -

ﬂloyau

Induction ou
inhibition de
I'expression des
ARNm

ABCG2

/

N\

~

/

Zhang et al., 2006, Wang et al., 2006b, Ee et al., 2004).

L

Progestérong

Figure 33. Induction d’ABCG2 via PGRB. La progestérone se fixe sur le récepteur
cytosolique PGRB, le complexe formé est transloqué dans le noyau, se fixe sur un ¢lément de
réponse a la progestérone au niveau du promoteur du gene codant pour ABCG2, et induit son

A

Expression ABCG2

ﬁosol cellule BeWo

Induction de
I'expression
des ARNm

ABCG2

-

~

/

activation (Mao, 2008).



PARTIE A. SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE/Chapitre 3. LES TRANSPORTEURS ABC

Une étude réalisée sur des cellules T47D: A18 et les cellules PA-1 surexprimant ESRI,
montre que 1’activation de ce récepteur par les cestrogénes induit 1’expression de I’ARNm
d’ABCG2 (Ee et al., 2004). De méme une étude réalisée sur les cellules mammaires MCF-7
surexprimant ESR1, montre une induction de I’expression de ’ARNm et de la protéine du
gene ABCG2, apres activation du récepteur par E2 (Zhang et al., 2006) (Figure 32). Toutefois,
les résultats de Wang et al. (2006b) contredisent ces deux ¢études suggérant que c’est plutot
une inhibition d’ABCG2 qui est provoquée par 1’exposition des cellules a E2. De plus, les
effets d’E2 sur I’expression d’ABCG2 ne seraient pas exclusivement transcriptionnels. En
effet une récente ¢étude réalisé€ ex vivo sur des capillaires cérébraux de rat et de souris (mimant
la BHE), montre que E2 est capable d’inhiber 1’expression d’ABCG2 selon un mécanisme

non génomique ESRs dépendant (Hartz et al., 2010).

Une autre ¢tude montre que I’expression ainsi que 1’activité de BCRP sont induites par
la progestérone via le récepteur a la progestérone B (PGRB) au niveau des cellules
placentaires BeWo (Figure 33) (Mao, 2008, Wang et al., 2008). Il a été récemment montré
que D’expression d’ABCG2 peut étre inhibée par la progestérone par interaction directe du
complexe progestérone-PGR sur 1’élément de réponse a la progestérone (PRE) du promoteur
du géne ABCG2 (Wu et al., 2012). Honorat et al (2008), montrent que la dexaméthasone est
capable de réguler I’expression de BCRP par activation des voies de signalisation de PGRs,

de PXR, et/ou du GR (Honorat et al., 2008).
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Tableau 10. Estrogéno-modulation des transporteurs ABC.
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Dans ce travail de thése, nous nous sommes intéressés au devenir de la ZEN dans
diverses conditions physiologiques et au risque d’exposition du feetus et du nouveau né par
I’intermédiaire de la meére, puis a la modulation de I’expression des ARNm et des protéines de
transporteurs ABC majeurs chez la mere, le foetus et le jeune adulte exposé en période

néonatale.

Comme mentionné dans la synthése bibliographique, la ZEN est capable d’activer
PXR, CAR et AhR (Ayed-Boussema et al., 2011, Ding et al., 2006, Duca et al., 2012, Fink-
Gremmels and Malekinejad, 2007, Mnif et al., 2007, Kast et al., 2002). Or, ces RNs sont
impliqués dans la régulation de certains transporteurs ABC de cette ¢tude. En effet, PXR
intervient dans la régulation d’ABCB1, ABCC2, et ABCC3. CAR régule I’expression
d’ABCBI1, ABCC2-4. Les ligands d’AhR quant a eux régulent ’expression d’ABCC2-5 et
d’ABCG2 (
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7). De plus, I'expression des genes codant pour les transporteurs ABC est fortement
régulée par les hormones stéroidiennes notamment par 1’intermédiaire des ESRs (Tableau 10).
Des études in vivo et in vitro montrent une régulation de I’expression d’ABCB1/Abcbla-b par
E2 selon un mécanisme ESRs dépendant (Arceci 1990, Coles 2009, Vore and Leggas 2008,
Evseenko 2007, Mutoh 2006). ABCG2/Abcg2 est le transporteur ABC dont la régulation
hormonale est la plus étudiée. De trés nombreuses études in vivo et in vitro démontrent
I’hormono-régulation et en particulier ’oestrogéno-régulation d’ABCG2 (Wang et al.,
2006a). Les études in vitro montrent 1’existence d’éléments de réponse aux cestrogenes
fonctionnels au niveau du promoteur du gene ABCG2, et une régulation par des cestrogenes
ESRs dépendante. (Zhang et al. 2006, Wang et al. (2008, 2006b). Quelques études rapportent
I’hormono-régulation d’ABCC2, ABCC3 et d’ABCC4 et une régulation par E2 ESRs
dépendante d’ABCC2, ABCC3, et ABCCS5 (Cao et al, 2002; Vendrell et al, 2004).

Enfin, Beaucoup de molécules endogenes et exogenes sont a la fois substrats et régulateurs
des transporteurs qui les prennent en charge (Fujita-Hamabe et al., 2012). C’est le cas par
exemple de I’interaction entre les ABCCs et les cestrogénes et leurs conjugués (Vendrell et al.,
2004). Or, nous avons précédemment montré dans notre laboratoire que la ZEN et ses
métabolites réduits (a et P-ZEL) sont activement transportés par les pompes d’efflux
ABCC1/MRP1, ABCC2/MRP2 et ABCC3/MRP2 dans la lignée intestinale humaine Caco-2
(Videmann et al., 2009). De plus, une récente étude montre que la ZEN induit in vivo chez le
rat ’expression des messagers d’Abcbl. Les auteurs suggerent que ce transporteur serait

impliqué dans sa détoxification (Duca et al., 2012).
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En résumé, la ZEN est un agoniste de RNs (CAR, PXR, AhR et ESR1-2) impliqués dans la
régulation de 1’expression des transporteurs ABC d’intérét de ce travail. Elle est également
activement prise en charge par ces mémes transporteurs. Tous ces arguments sont donc en
faveur d’une potentielle implication de la ZEN dans la modulation de leur expression, et nous
ont amené a nous intéresser a I’effet de ce mycoestrogéne sur le niveau d’expression des

ARNm et des protéines de la superfamille des transporteurs membranaires ABC.

Avant de déterminer l’effet de la ZEN sur la modulation de I’expression des
transporteurs ABC, nous avons d’abord caractérisé le comportement toxicocinétique de la
ZEN en fonction du genre et du statut hormonal dans notre modele animal: le rat. Cette
premiere partie du travail de thése est importante dans la mesure ou la ZEN et ses métabolites,
et en particulier les métabolites réduits a et B-ZEL, n’ont pas les mémes potentiels
oestrogéniques. Ainsi, des différences dans le métabolisme de la ZEN entre adulte, foetus et
nouveau né, ou entre males et femelles, pourraient moduler les conséquences biologiques
d’une exposition a la ZEN. Dans cette partie du travail de thése, nous avons choisi une dose
d’exposition de 1 mg/kg. Bien que relativement ¢élevée, cette dose représente la plus faible
dose permettant d’obtenir des teneurs tissulaires supérieures au seuil de détection de notre

méthode analytique (suite a des essais doses préliminaires).
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Pour répondre a la question d’une potenticlle modulation de 1’expression de
transporteurs ABC majeurs par la ZEN, nous avons choisi d’utiliser une approche in vivo,
plus descriptive, et une approche in vitro, plus explicative. La ZEN étant un PE, et sachant
que ces composés produisent leurs effets les plus délétéres au cours d’expositions survenant
durant des phases critiques du développement, nous avons choisi d’évaluer ses effets au cours
de deux fenétres de vulnérabilité: la gestation et la période néonatale.

Au cours de la gestation, nous avons évalué I’effet de la ZEN sur des transporteurs
ABC exprimés dans des organes maternels et dans le foie feetal, tenté de corréler ces effets
avec les teneurs tissulaires en ZEN et métabolites, et déterminé la persistance des effets
observés. Le choix du modele in vivo de ce travail a été orienté par deux considérations. La
premicre est en lien avec le cadre global de cette thése qui vise a déterminer les potentiels
effets transgénérationnels de la ZEN. Les rongeurs, possédant une vitesse de reproduction
rapide, représentent donc un bon modele dans ce contexte. La deuxieéme considération
concerne la proximité entre I’homme et notre modele expérimental. L’exposition se déroulant
durant la gestation, nous avons , parmi les rongeurs, choisi de travailler sur un modele rat
puisque son type placentaire est celui qui se rapproche le plus du placenta humain qui est
hémochorial (Figure 34) (Soares et al., 2012). L’approche in vitro des effets de la ZEN a été
évaluée sur les cellules placentaires humaines BeWo. La lignée cellulaire BeWo, développée
a partir dun choriocarcinome placentaire humain, posséde les caractéristiques
morphologiques et biochimiques des trophoblastes. Ces cellules sont stables et capables de
sécrétion hormonale (hCG, progestérone, I'hormone lactogéne placentaire), et sont largement
utilisées comme mod¢le d’étude de la différenciation du trophoblaste, des processus de fusion
au cours de la formation de syncytium, du métabolisme placentaire et de la distribution des
nutriments et des xénobiotiques a travers la barriere placentaire. Les transporteurs ABC de
notre étude (ABCBI1, ABCCI1-3 et ABCG2) sont exprimés dans les cellules BeWo avec des
profils d’expression similaires a ceux de syncytiotrophoblastes isolés a partir de placentas
humains. Ces caractéristiques font de cette lignée un trés bon modele in vitro pour I'étude des
effets des xénobiotiques au niveau placentaire.

Concernant I’exposition en période néonatale, 1’objectif était d’évaluer, a I’age adulte,
I’effet dose de la ZEN sur le niveau d’expression de transporteurs ABC intervenant de fagon
majoritaire dans la barriére hémato-testiculaire. Les rats males nouveaux nés ont €té exposés a
trois doses de ZEN (faible, moyenne et forte). Bien que non inférieure a la DJA humaine de
0.25 pg/kg/jour, la plus faible dose de ZEN (50ug/kg/jour) est considérée comme une dose

faible chez le rat apreés suppression des facteurs de sécurité.
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Afin d’évaluer I’implication du caractére oestrogénique de la ZEN dans cette modulation,
nous avons comparé ses effets in vitro avec ceux produits par un cestrogene pur (EB), couplé
ou non a ['utilisation d’un anti-cestrogeénes (ICI 182.780) dans un modéle de cellules de
Sertoli de rat. Notre choix s’est porté sur ce type cellulaire en raison de ses divers roles dans
le testicule, allant du soutien mécanique des tubes séminiferes a la régulation fonctionnelle de
la spermatogenése, mais surtout parce qu’elles représentent la composante principale de la
barriére hémato-testiculaire et jouent un role clé¢ dans sa fonction de protection. De plus, les
transporteurs ABC présents dans ces cellules contribuent activement a ce role de protection en
effluant leurs substrats nocifs hors du testicule. Nous avons plus précisément choisi d'évaluer
les effets de la ZEN dans la lignée SerW3. Ces cellules ont approximativement le méme profil
d'expression des transporteurs ABC qu’in vivo (Leslie et al., 2005). En outre, cette lignée non
transformée conserve les caractéristiques des cellules de Sertoli in vivo et constitue un trés
bon modele d’exposition néonatale. En effet, elles sont issues de testicules de rats males de 17
jours, ce qui représente le plus jeune age permettant un isolement et une culture réussis des

cellules de Sertoli (Pognan et al., 1997).

En résumé, nous avons tenté de répondre aux problématiques suivantes:

1) Déterminer le métabolisme et la distribution tissulaire de la ZEN en fonction du sexe,
du stade physiologique, sous diverses conditions d’exposition, et évaluer les niveaux
d’exposition feetale et néonatale résultant de 1’exposition de femelles gestantes et

allaitantes.

2) Evaluer I’effet de la ZEN sur le niveau d’expression de transporteurs ABC et de
récepteurs nucléaires dans les organes maternels et le foie feetal au cours d’une
exposition gestationnelle, le corréler aux teneurs tissulaires en ZEN et métabolites, et
¢tudier I’effet de la ZEN et de ses métabolites in vitro dans une lignée placentaire

humaine: BeWo.

3) Evaluer D’effet de la ZEN sur I’expression de transporteurs ABC testiculaires a 1’age
adulte apres une exposition néonatale ainsi qu’in vitro dans une lignée de cellules de
Sertoli immatures, et déterminer I’implication des propriétés oestrogéniques de la ZEN

dans cette modulation.
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PARTIE C. RESULTATS

I. ETUDE DE LA DISTRIBUTION DE LA
ZEARALENONE IN VIVO CHEZ LE RAT

I.1. CONTEXTE DE L’ETUDE

Avant d’¢lucider les mécanismes qui gouvernent les effets de la ZEN sur les organes
cibles, 1l était essentiel de clarifier son métabolisme, sa distribution et son élimination.
Quelques études réalisées chez les mammiferes décrivaient la toxicocinétique de la ZEN, mais
la variabilit¢ des protocoles expérimentaux rendait difficile la comparaison des données
obtenues sur males et femelles a différents stades hormonaux. Par ailleurs nous avions
identifi¢ un manque de données toxicocinétiques relatives a cette mycotoxine en particulier
durant les phases de gestation et néonatale: quels sont les métabolites qui vont
préférentiellement étre transférés vers le foetus et dans le lait, et dans quelles proportions? Ces
données sont d’autant plus importantes qu’elles concernent des stades de développement
particuliérement sensibles aux effets des PEs. Par ailleurs, trés peu de données concernant une
administration réitérée étaient disponibles, nous avons donc entrepris une premiére étude in
vivo chez le rat visant a déterminer le métabolisme et la distribution tissulaire de la ZEN dans
diverses conditions: comparaison males/femelles, nullipares/femelles gestantes en situation

d’exposition unique, femelles gestantes et allaitantes en situation d’exposition réitérée.

I.2. OBJECTIFS

Le but de notre étude a été de (1) comparer le métabolisme et la distribution tissulaire
de la ZEN chez les males, les femelles nullipares et en phase de gestation, sous diverses
conditions d’exposition et (2) déterminer les niveaux d’exposition fcetale et néonatale

résultant d’une exposition unique ou réitérée de femelles gestantes et allaitantes a la ZEN.
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Abstract

The mycotoxin zearalenone (ZEA) is produced by a variety of Fusarium fungi and contaminates numerous
cereals, fruits and vegetables. Interacting with the oestrogen receptors, ZEA and reduced metabolites zearalenols
(ZOLs) cause hormonal effects in animals, such as abnormalities in the development of the reproductive tract
and mammary gland in female offspring. Limited information is available on the pharmacokinetics of ZEA and its
metabolites, particularly in pregnant females, foetuses and newborns. Our study was conducted to characterise the
tissue distribution and metabolism of ZEA in male and female rats in various physiological states (virgin female,
pregnant female) and exposure conditions (subcutaneous versus oral exposure, single versus repeated exposure to
1 mg/kg ZEA). Respective placental and mammary transfer to foetuses and newborns was evaluated. In all states and
exposure conditions, a-ZOL and the glucuronides of ZEA and a-ZOL were the predominant metabolites, mostly
concentrated in the intestine, the liver and the urine. Toxins were very low or undetectable in most of the tissues
24 h after ZEA exposure, except in foetal livers. Absorption and intestinal glucuronidation of ZEA were higher in
males than females. a-ZOL concentration was significantly higher in the intestine and liver of males and pregnant
females, compared to virgin females. ZEA and all its metabolites easily crossed the placental barrier and transferred
into the milk. ZEA was metabolised in the foetal and neonatal stages, glucuronides being the main form detected
in all organs. Metabolite elimination was slower in foetal tissues than in maternal tissues. All toxin concentrations
in the foetal and neonatal tissues strongly increased in cases of repeated maternal exposure. A better knowledge
of the metabolism and transfer of ZEA in foetuses and newborns will help to evaluate the health risk that such
endocrine disruptors represent in these stages.

Keywords: zearalenone, oestrogenomimetic, pharmacokinetics, rat, pregnancy

1. Introduction

Zearalenone (ZEA) is a mycotoxin mainly produced by
a variety of Fusarium fungi that contaminates numerous
cereals (wheat, barley, maize, oat, rye, rice), fruits and
vegetables. The production of ZEA is facilitated by a
fresh and wet climate, and the mycotoxin is particularly
prevalent in Europe (North, East and West), at variable
concentrations according to the cereal (40-11,000 ug/kg).
Cereal crop contamination is estimated at 30-70% of
samples (Zinedine et al., 2007). Thermostable and resistant
to food processing, the toxin is present in finished products:

breads, pastas, breakfast cereals. The occurrence of ZEA
as a food contaminant and the inevitable exposure of the
population and children to these toxins with probable
adverse outcomes need to be scientifically assessed. ZEA
is structurally homologous to oestradiol. ZEA and its major
metabolites a- and 3-zearalenols are capable of interacting
with the oestrogen receptors (ER) ERa(agonist activity)
and ERp (agonist-antagonist activity) (Kuiper et al., 1998).
The binding of complex ZEA-ER on the promoter of the
target genes stimulates the transcriptional activity of ERs,
such an effect being driven at a concentration of 1-10 nM
(Kuiper et al., 1998; Parveen et al., 2009).

ISSN 1875-0710 print, ISSN 1875-0796 online, DOI 10.3920/WMJ2011.1319 57






B. Videmann et al.

Adverse effects of ZEA and its metabolites have been
identified. The prolonged administration of ZEA leads
to pituitary and hepatocellular adenomas in mice at
doses of 7-20 mg/kg bodyweight, (National Toxicology
Program, 1982), doses which are considerably higher
than the concentrations leading to hormonal effects
(0.2-500 pg/kg bodyweight; Belli et al., 2010; Nikaido
et al., 2004). The effects of ZEA exposure include early
thelarche, decreased ovulation rate and decreased litter
size in small ruminant females, and penis abnormalities and
degenerating sperm in males (Kuiper-Goodman et al., 1987;
Yang et al., 2007). In humans, a Polish study performed
on 49 women (Tomaszewski et al., 1998) found a strong
correlation between blood ZEA content and the presence
of uterine pathology (adenocarcinoma and hyperplasia
of the endometrium). More recently ZEA was suspected
to be a triggering factor for central precocious puberty
in girls (Massart et al., 2008). An increased exposure to
oestrogen-like molecules at critical periods, like during the
foetal and neonatal stages, has been suspected to be the
cause of the increased incidence of the diseases observed
in hormone-dependent organs in humans (Davies and
Norman, 2002; Herbst et al., 1971). Humans and rodents are
very sensitive to oestrogen exposure for the development of
testis, prostate and mammary glands (Hess, 2000), and this
has been confirmed by abnormalities in the development of
the reproductive tract and mammary gland in female mouse
offspring exposed to ZEA (Collins et al., 2006; Nikaido et
al., 2004).

To further elucidate the mechanisms governing the
detrimental effects of ZEA on target organs, it is essential
to clarify its metabolism, distribution and elimination
within the body. A few studies have investigated the tissue
distribution of ZEA and its metabolites in mammals,
reporting liver, bile, urine and plasma analyses (Olsen
et al., 1985; Ueno et al., 1977). Two studies (Shin et al.,
2009a,b) recently described ZEA pharmacokinetics in
male rats, with the aim of developing physiologically based
pharmacokinetic models, but data on pharmacokinetics
in females, particularly pregnant females, and data on
the transfer of toxins to offspring via maternal exposure
are scarce. Bernhoft ef al. (2001) reported a placental
transfer of ZEA and its metabolites to the foetus, after
one administration to females on day 12 or 18 of pregnancy.
These studies used varying experimental protocols so it is
not possible to compare ZEA metabolism and distribution
between males and females of different hormonal states.
Both hydroxysteroid dehydrogenases, involved in the
formation of reduced a- and (-zearalenols (Malekinejad
et al., 2006; Videmann et al, 2008), and glucuronidation
enzymes present a sexual dimorphism (Aste et al.,
2008; Rush et al., 1983), potentially leading to metabolic
differences. However, very little information is available
on ZEA disposition after repeated exposure. Given that
exposure of pregnant and nursing females can adversely

affect the foetal and neonatal stages, it is critical that further
work be carried out to determine the fate of ZEA and its
metabolites in both physiological states.

Our study was undertaken (1) to compare the metabolism
and the tissue distribution of ZEA in males, virgin females
and pregnant females, using different exposure conditions,
and (2) to determine the level of foetal and neonatal
exposure resulting from single and repeated exposure of
pregnant and nursing females to ZEA.

2. Materials and methods
Chemicals

ZEA was purchased from COGER (Morillons, France).
a-zearalenol (a-ZOL), B-zearalenol (B-ZOL) and
B-glucuronidase were purchased from Sigma (Saint-
Quentin Fallavier, France). Dimethyl sulfoxide (DMSO),
acetonitrile, methanol and chloroform were obtained from
VWR International (Fontenay-sous-Bois, France). Sodium
pentobarbital was purchased from CEVA Santé Animale,
(Libourne, France). HPLC grade water, prepared using a
milli-Q plus system (Millipore, Saint-Quentin-en-Yvelines,
France) was used for preparation of HPLC eluents.

Animals

Male, virgin female and pregnant female Wistar rats (10
wk old, weight 230-290 g) were purchased from Janvier (Le
Genest-Saint-Isle, France) and kept in plastic rat cages with
free access to water and standard rat diet. The absence of
ZEA in the rat diet was checked by the HPLC method. The
rats were maintained in the animal facility at a temperature
of 21+2 °C with a 12/12 h light/dark cycle for one week
before experimentation. All procedures were conducted in
accordance with the regulations of the ethics committee of
the Veterinary campus of Lyon, France. Seven groups of 5
males, 5 virgin females and 5 pregnant females at gestation
day (GD) 20 were orally administered 1 mg/kg ZEA (ZEA
dissolved in maize oil with 5% DMSO). The metabolism
and distribution of ZEA was studied at 0.3, 0.5, 0.7, 1, 4,
8 and 24 h after exposure. We chose GD20 in order to be
able to perform HPLC dosage on foetal tissues at the end
of organogenesis and histogenesis, and in order to compare
the tissue content and distribution after subcutaneous (SC)
and oral exposure at the same stage of pregnancy. The doses
were chosen in order to detect and quantify a-ZOL and
its glucuronide in the foetal and neonatal tissues. For the
repeated exposure and placental transfer studies, pregnant
females were given 1 mg/kg ZEA by SC injection (dosing
vehicle DMSO: saline 1:1, v/v, injected volume of 1 ul/5 g
animal), at GD20 or daily from GD7 to GD20 (5 females
for each condition). The animals were anesthetised by
intraperitoneal (IP) injection of sodium pentobarbital
(0.5 ml/kg), and the organs (liver, kidney, small intestine,
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colon, uterus, ovaries, testes, prostate, mammary gland,
muscle, abdominal fat, placenta, whole foetus and foetal
liver) were dissected and weighed. For mammary transfer
studies, nursing females were given 1 or 15 mg/kg ZEA by
SC injection, at day 15 or daily from day 15 to 17 after rat
birth (3 females for each condition). The young rats (6 for
each condition, randomly chosen among the 3 females)
were allowed to suckle for 4 h, were then anesthetised by
IP injection of sodium pentobarbital (0.5 ml/kg), and the
organs (intestine, liver and kidney) were dissected and
weighed. Stomach contents were sampled by dissection, and
urine and blood were sampled by puncture of the bladder
and heart, respectively. Serum samples were harvested by
centrifugation at 3,500xg. All samples were kept at -20 °C
until analysis.

Tissue distribution study

The samples (0.2 to 4 g of tissue) were homogenised using
an ultra thurax for 1 min, then extracted with 40 ml of 30%
methanol/70% water/0.25% H3PO4, using an ultra thurax
for 1 min. The extract was centrifuged at 3,000xg for 5 min.
The supernatant was transferred to a flask and evaporated
at 50 °C with a rotary evaporator (Buchi; Verre Labo Mula,
Vourles, France) under reduced pressure until only 5 ml of
residual water remained. The pH was adjusted to 6.8 with
1N NaOH. The sample was exactly divided into two tubes
and adjusted to 8 ml with 50 mM phosphate buffer pH 6.8.
One tube was incubated with -glucuronidase (200 U) at
37 °C overnight to cleave the conjugates. Each sample was
extracted twice with chloroform. The chloroform layer
was evaporated with a rotary evaporator at 50 °C under
reduced pressure. The flask was rinsed three times with 1
ml of methanol and transferred to a tube. The residue was
evaporated to dryness under a gentle nitrogen flow. The
final purified sample was dissolved in 200 pul of methanol
and 50 pl were injected into HPLC.

Urine and plasma analysis

An aliquot (0.2-2 ml) of sample was placed in a tube with
10 ml of 50 mM phosphate buffer pH 6.8. The sample was
exactly divided into two tubes and all subsequent steps
were carried out as described above for the organs samples.

Quantification of zearalenone and its metabolites by the
HPLC method

The concentration of ZEA and its metabolites was
determined by HPLC according to Videmann et al. (2008)
with modifications. Excitation and emission wavelengths
were 275 and 465 nm, respectively. A gradient elution system
was used: from 75% water (acidified with 0.2% H,PO, and
adjusted to pH=3 with 5N NaOH), 25% acetonitrile at time
zero, isocratic for 0.2 min, to 35% water, 65% acetonitrile at
13 min. The duration of a total cycle was 24 min. The flow

Metabolism and distribution of zearalenone in male and female rats

rate was set at 1.4 ml/min. The retention times of 3-ZOL,
a-ZOL and ZEA were 8.3, 9.7 and 12.2 min, respectively.
The fluorescence detection limit and the quantification limit
were 12, 0.6, 1.1 ng/g and 30, 1.5, 2.7 ng/g for f-ZOL, a-ZOL
and ZEA, respectively. The 5 mg/ml stock solutions were
prepared in methanol and stored at -20 °C. The standard
solutions were made up in methanol at 1000 ng/ml for
B-ZOL and 100 ng/ml for a-ZOL and ZEA.

The specificity of the analytical method was determined
by the extraction of three different blank samples of each
organ collected from 3 control rats. The method appeared
selective for ZEA, B-ZOL and a-ZOL. The noise level
was estimated for each organ and the mean value plus
three standard deviations or ten standard deviations were
used to calculate the limit of detection and the limit of
quantification, respectively. Spiked samples with decreasing
concentrations were used to determine those limits
chromatographically.

The linearity and accuracy of the method were determined
by using spiked liver and plasma samples. Three series of
seven spiked samples were prepared (each one on a different
day), then extracted and analysed. The linear regression
equations of spiked samples were compared to standard
calibration curves (r>0.99). The recoveries of ZEA, f-ZOL
and a-ZOL from the extraction procedure varied from
72 to 82% with a coefficient of variation below 10%. The
glucuronides were analysed after deconjugation by the
B-glucuronidase. The efficiency of deconjugation was tested
using different concentrations of -glucuronidase (100 U to
2,000 U) on glucuronide solutions (prepared as described in
Videmann et al., 2008). The 200 U concentration was used
for the analysis, allowing 100% deconjugation efficiency.
The glucuronide concentration was calculated assuming
that 1 mole of ZEA, B-ZOL and a-ZOL, respectively,
produces 1 mole of ZEA, $-ZOL and a-ZOL glucuronide.

Data analysis

Tissue toxins were given as the concentration in fresh
samples by considering their dry matter content. The foetal/
maternal ratio was calculated as follows: foetal/maternal
ratio = toxin concentration in the foetal sample (ng/g) /
toxin concentration in the maternal sample (ng/g).

Area under the curve (AUC) was calculated using
GraphPad Prism 5 (GraphPad software; La Jolla, CA,
USA). AUC comparisons of ZEA and its metabolites in
males, virgin females and pregnant females were made
by the one-way analysis of variance followed by Tukey’s
multiple comparison test. For the comparison of the toxin
concentrations between the tissues, the symbol > indicated
a significant difference, and the symbol ~ indicated no
significant difference. Comparison of tissue levels between
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single and repeated exposure was made by the Student’s
t-test. A P-value of 0.05 was taken to be significant.

3. Results

Kinetics of zearalenone and its metabolites in various
animal tissues

ZEA and its metabolites were measured over 24 h after
oral administration of 1 mg/kg ZEA (Figures 1-3). The
reduced metabolite a-ZOL and the glucuronides of ZEA
and a-ZOL were the only metabolites detected in our study,
ZEA-glucuronide being the predominant form. For all the
toxins, the shape of the kinetics was similar, showing a dip
in the concentrations between 30 and 40 min after exposure,
then reaching a maximum (i.e. second peak) around 4 h
after exposure, as shown by toxin concentrations in the
plasma (Figure 1AB), and intestine (Figure 1CDEF). The
concentrations rapidly decreased after 4 h, being very low or
undetectable in most of the tissues 24 h after exposure. The
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glucuronide concentration in the tissues was higher than
the respective free forms, except in the colon. The highest
concentrations were measured in the small intestine and
urine (Figures 1DF, 2DF). a-ZOL and its glucuronide form
were only detected in the small intestine, urine and liver
(Figures 1EF, 2EF, 3EF), and in trace amounts in the colon.

Kinetics of zearalenone and its metabolites in relation to
gender and pregnancy

The comparison of toxin concentrations in the various

tissues led to the following ranking:

e In males: urine > small intestine > colon > liver ~ kidney
~ plasma > testis ~ prostate for ZEA; urine ~ small
intestine > liver > kidney ~ plasma ~ prostate > colon
> testis for ZEA-glucuronide.

e Invirgin females: urine > uterus ~ colon > small intestine
~ kidney > ovaries ~ liver ~ plasma > mammary gland
for ZEA; urine ~ uterus ~ small intestine > liver > plasma

ng/mi

ng/g

0 4 8 12 16 20 24
Time (h)

Figure 1. Kinetics of zearalenone (ZEA) (A, C) and its metabolites ZEA-glucuronide (B, D), a-zearalenol (a-ZOL) (E), a-ZOL-
glucuronide (F) in the plasma (A, B) and small intestine (C, D, E, F): effect of gender and pregnancy. Male rats (black symbols),
virgin females (grey symbols) and pregnant females (white symbols) were orally administered 1 mg/kg ZEA. Area under the curve
represented in the inset. Mean * SD, n=5. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.

a Significantly different from virgin female.
b Significantly different from pregnant female.
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Figure 2. Kinetics of zearalenone (ZEA) (A, C) and its metabolites ZEA-glucuronide (B, D), a-zearalenol (a-ZOL) (E), a-ZOL-glucuronide
(F) in the kidney (A, B) and urine (C, D, E, F): effect of gender and pregnancy. Male rats (black symbols), virgin females (grey
symbols) and pregnant females (white symbols) were orally administered 1 mg/kg ZEA. Area under the curve represented in the

inset. Mean £ SD, n=5. * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001.
a Significantly different from virgin female.
b Significantly different from pregnant female.

~ kidney > mammary gland ~ colon > ovaries for ZEA-
glucuronide.

e In pregnant females: urine > small intestine > colon >
liver ~ ovaries ~ uterus > kidney ~ plasma > foetal liver
~ mammary gland for ZEA; urine ~ small intestine >
liver > colon ~ uterus ~ kidney ~ plasma > ovaries >
placenta ~ foetal liver > mammary gland ~ foetus for
ZEA-glucuronide.

The AUC for ZEA was significantly higher in the plasma,
liver and intestine of males (Figures 1AC and 3C), and
significantly lower in the urine and colon (Figures 2C
and 3A) compared to both female states. The AUC in
kidneys was also significantly higher in males compared
to pregnant females (Figure 2A). ZEA-glucuronide was
more concentrated in the small intestine, colon and liver
of males (Figures 1D and 3BD) compared to virgin females,
and in the small intestine, compared to pregnant females
(Figure 1D). The a-ZOL AUC was higher in the intestine
and liver of males compared to virgin females (Figures 1E

and 3E), and the a-ZOL-glucuronide AUC was higher in
the urine and liver of males (Figures 2F and 3F).

The AUC comparison of pregnant and virgin females
showed some differences: ZEA and ZEA-glucuronide
concentrations were significantly higher in the uterus of
virgin females compared to pregnant females (Figure 4AB),
as were ZEA-glucuronide concentrations in the mammary
gland and the urine (Figures 2D and 4D). Conversely, ZEA
and its glucuronide were more concentrated in the small
intestine, the liver and the ovaries of pregnant females
(Figures 1CD, 3CD and 4AB), as was ZEA in the mammary
gland (Figure 4C) and ZEA-glucuronide in the colon (Figure
3B). a-ZOL was less concentrated in the urine and more
concentrated in the small intestine and liver of pregnant
females (Figures 1E, 2E and 3E), while a-ZOL-glucuronide
concentration was slightly increased or unchanged.

World Mycotoxin Journal 5 (1)

61






B. Videmann et al.

0 4 8 12 16 20 24

Time (h)

m

0 4 8 12 16 2 24

Time (h) a
300
F 30 o 200
251 k=S
20+ 100
Q‘)
2 15; 0
10
5
0

0 4 8 12 16 20 24
Time (h)

Figure 3. Kinetics of zearalenone (ZEA) (A, C) and its metabolites ZEA-glucuronide (B, D), a-zearalenol (a-ZOL) (E), a-ZOL-
glucuronide (F) in the colon (A, B) and liver (C, D, E, F): effect of gender and pregnancy. Male rats (black symbols), virgin females
(grey symbols) and pregnant females (white symbols) were orally administered 1 mg/kg ZEA. Area under the curve represented

in the inset. Mean % SD, n=5. * P<0.05; ** P<0.01; *** #<0.001.
a Significantly different from virgin female.
b Significantly different from pregnant female.

Kinetics of foetal exposure

ZEA was only detectable in the foetal liver (Figure 5)
whereas ZEA-glucuronide was found in the placenta and
the foetus. The elimination of the toxins was far slower in
the foetal liver than in maternal organs: 24 h after exposure,
this tissue still showed contamination levels close to those
encountered at 8 h. The foetal/maternal ratio increased
4- and 10-fold at 24 h, for ZEA and ZEA-glucuronide,
respectively (Table 1).

Kinetics of zearalenone and its metabolites in relation to
the administration route

Tissue concentrations of ZEA and its metabolites were
compared in pregnant females exposed to 1 mg/kg ZEA,
either SC or orally (Table 2). After SC administration, in
all organs except the colon, a peak concentration appeared

at 4 h, and ZEA concentrations decreased from short
times to long exposure times. The sampling times did
not allow us to observe the dip that was shown after oral
administration. In most organs, except the small intestine,
the tissue concentrations of ZEA and its metabolites were
higher after SC administration.

Kinetics of zearalenone and its metabolites in relation to
the duration of exposure

In order to evaluate the influence of repeated exposure on
tissue concentrations, we compared the toxin concentrations
in the pregnant females after a single exposure on GD20
with daily exposure from GD7 to GD20 (Figure 6). We chose
SC administration since ZEA values were below the limits
of detection in the placenta and whole foetus after oral
exposure. No difference in bodyweight gain was observed
between the two exposure conditions. After repeated
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a Significantly different from pregnant female.
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Figure 5. Kinetics of zearalenone (ZEA) and its metabolite
ZEA-glucuronide in the placenta, whole foetus and foetal liver.
The pregnant females were orally exposed to ZEA (1 mg/kg) at
GD20. Concentrations of ZEA were below the detection limit in
the placenta and the whole foetus. Mean * SD, n=5.

exposure of the females, all the toxins were significantly
increased in the foetal liver. ZEA and a-ZOL increased in
the whole foetus. The ZEA concentration increased 2.4-
and 3.5-fold in the liver of the pregnant females and the
whole foetus, respectively. a-ZOL concentration increased
2- and 2.5-fold in the liver of the pregnant females and the
foetus, respectively. ZEA concentration also increased
in the small intestine (2.3-fold) and the urine (2.2-fold),
but decreased 2-fold in the plasma of pregnant females.
a-ZOL concentration decreased 4-fold in the colon, and

Table 1. Foetal/maternal ratio of zearalenone (ZEA) and ZEA-
glucuronide. Pregnant females were orally administered 1 mg/
kg ZEA at GD20.

Time after exposure (h) ZEA ZEA-glucuronide
1 0.28 0.12
4 0.31 0.08
8 0.37 0.48

24 1.1 1.2

1 Ratios using liver concentrations in the foetus and the mother were
calculated as described in the data analysis section of the materials
and methods.

its glucuronide increased 5- and 4-fold in the colon and
urine, respectively.

We also compared the exposure of suckling rats after a
single or repeated exposure of the nursing females (Table
3), as an approach to mammary transfer. The toxins were
undetectable after a single exposure to 1 mg/kg ZEA but
we could detect low doses of ZEA and its glucuronide in
the intestine and urine of young rats after a single exposure
of mothers to 15 mg/kg ZEA, ZEA-glucuronide being
the major form. After repeated exposure of the females
over 3 days, the concentration of ZEA, a-ZOL and both
glucuronides was significantly increased in the stomach
contents and the tissues of young rats compared to a single
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Table 2. Concentration of zearalenone and its metabolites in tissues of pregnant females: comparison of oral and subcutaneous
exposure.P

time ZEA ZEA-glucuronide a-ZOL a-ZOL-glucuronide
(h)
oral sC oral sC oral sC oral sC
small intestine 05 352411622 61.4+4.6° 3,903.6£1,377.1  621.8+117.2¢  57+2.2 <LOD¢ 84.6£37.3 22.1£8.3¢
1 167.9+99.3  58.245.4°¢ 1,730.1£613.8  1,339.64268.2°  3.6+0.4 <LOD® 28.9+145 37.9+£17.3°
4 300.1£104.3 52.8+16.1¢  2,193.4+643.2  1,1485+392.7¢  7.0£3.8  294+2.6° 914419  32.5+14.8°
8 118.4+62.1 6.9+3.4¢ 570.7£82.3 155.7+53.1¢ 4.7+3.7 <LOD® 34.9+18.2 13.046.9¢
colon 0.5 1494101 17514 6.4£0.5 12.7£7.7 <LOD <LOD <LOD <LOD
1 22.7+13.0  26.5+20.3 9.3+4.2 18.1£8.2 <LOD <LOD <LOD <LOD
4 159.6+80.2 155.4+18.7 72.3124.2 32.5+16.8 1.8£1.0 <LOD 3.6%1.2 <LOD
8 30.8+18.1  56.6+7.4 45.8+22.5 14.948.2 6.4+£32  6.2+3.1 38+17 <LOD
liver 0.5 271459 28.8+9.1 152.8+30.6 122.9£14.0 10.0£45 14.1£9.6 22118  19.1+7.6
1 14.849.1 224450 78.2£41.7 94.4£39.9 6.842.4  12.3+1.3 8.3+25  10.9+2.1
4 34.6£7.3 17.7£7 .1 133.2£49.3 49.8+22.4 134483  10.2+3.0 18.3+11.4  8.4%3.1
8 16.3+£10.0 4.0£2.8 40.9+10.4 2.7x14 5.5+2.4 1.4+£09 11.745.8 2.7£1.3
kidney 0.5 16.8+6.0 37.3£3.1¢ 63.5+14.5 55.314.7 <LOD 1.3£0.7 <LOD 2.1£0.2
1 8.4+1.4 21.4+2.3¢ 28.5+14.8 26.4+7.2 <LOD <LOD <LOD <LOD
4 6.4+0.8 10.6+5.5¢ 35.2+2.6 21.645.0 <LOD <LOD <LOD <LOD
8 5.6£2.2 4.1%£1.3¢ 27.5£7.4 2.5£0.4 <LOD <LOD <LOD <LOD
mammary gland 0.5 3.6+1.1 85.6+26.4¢ 9.745.2 59.5+36.3¢ <LOD <LOD <LOD <LOD
1 6.6+3.9 59.7+26.1¢ 7.3t5.4 17.8£3.7° <LOD 3.6£2.4 <LOD 2.9+2.7
4 5.2+2.6 36.3+9.1¢ 5.8+2.4 6.8+5.3¢ <LOD <LOD <LOD <LOD
8 2.8+2.1 8.5£3.2¢ 2.7+0.8 <LOD- <LOD <LOD <LOD <LOD
uterus 0.5 20.5+9.0 18.1£8.4 23.9+74 31.645.9 <LOD <LOD <LOD <LOD
1 15.1£5.6 13.5£2.5 34.9£17.5 26.8+£13.1 <LOD <LOD <LOD <LOD
4 21442 8.6+2.8 28.3+4.6 23.6+4.1 <LOD <LOD <LOD <LOD
8 17.53.1 7.0£1.7 20.9+11.0 6.9£2.7 <LOD <LOD <LOD <LOD
ovaries 0.5 54.2+9.3 456+6.9 51.8+5.7 67.5£19.7 <LOD <LOD <LOD 16.1£7.3¢
1 419+143 38917 30.1£2.9 59.8+£27.9 <LOD <LOD <LOD 12.5+6.5¢
4 29.2+11.7  24.0£9.7 17.6£1.1 26.9+£16.9 <LOD <LOD <LOD <LOD
8 6.7£6.8 15.446.1 12.7£2.9 15.3£13.0 <LOD <LOD <LOD <LOD
placenta 0.5 <LOD 13.445.3¢ 8.7£0.4 18.2+4.6° <LOD 2.3£16 <LOD 1.4+0.9
1 <LOD 9.0+3.2¢ 8.2+4.5 21.6£2.7¢ <LOD 1.50.2 <LOD 1.5£0.3
4 <LOD 7.2%1.5° 14.2+1.6 30.3£11.4¢ <LOD <LOD <LOD 1.5+1.2
8 <LOD <LOD¢ 15.3£8.5 6.8+4.5¢ <LOD <LOD <LOD <LOD
foetus 05 <LOD 9.7+5.8¢ <LOD 25.9+4.2¢ <LOD <LOD <LOD <LOD
1 <LOD 8.4+2.7° 3.5£1.9 37.8+11.8¢ <LOD <LOD <LOD <LOD
4 <LOD 6.4+1.3¢ 6.4£1.7 73.4£33.1¢ <LOD <LOD <LOD 4.7£2.2
8 <LOD 4.3+2.1¢ 58+3.8 6.3+£2.4° <LOD <LOD <LOD <LOD
foetus liver 0.5 2.4+0.6 28.5+3.8¢ 4.0+£0.5 54.9+21.4° <LOD 2.6+1.8 <LOD 6.1£0.9°
] 41+1.8 29.5+2 4°¢ 10.5£3.8 77.546.7¢ <LOD 3.240.9 <LOD 3.0£2.8°
4 10.8£3.4 8.243.7°¢ 11.2¢£1.7 43.9+7.6° <LOD <LOD <LOD 2.8+1.5¢
8 6.0£0.5 5.2+2.3¢ 19.54£3.3 7.9+3.3¢ <LOD <LOD <LOD <LOD¢

@ Abbreviations used: ZEA = zearalenone; ZOL = zearalenol; LOD = limit of detection; AUC = area under the curve; GD = gestation day; sc = subcutaneous.
b Pregnant females were orally or subcutaneously administered 1 mg/kg ZEA at GD20. Tissue samples were withdrawn 0.5, 1, 4 and 8 h after exposure.
Values are mean £ SD, n=5.

¢AUC significantly different from the AUC consecutive to oral exposure to1 mg/kg ZEA, P<0.05.
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Figure 6. Tissue concentrations of zearalenone (ZEA) (A) and its metabolites a-zearalenol (a-ZOL) (B), ZEA-glucuronide (C) and
a-ZOL-glucuronide (D) in pregnant females: comparison of single and repeated exposure. Females were exposed (1 mg/kg ZEA,
subcutaneous) either at GD20 (grey bars) or daily from GD7 to GD20 (black bars). Concentrations were measured 4 h after the
last exposure. Mean * SD, n=5. * Significantly different from toxin concentration after single exposure, P<0.05.

exposure. The percentage of the maternal dose found in the
young rats was 0.028 and 0.34% after repeated exposure to
1 and 15 mg/kg ZEA, respectively.

4. Discussion

This study was undertaken to clarify the metabolism,
distribution and elimination of ZEA within the body, and
evaluate the influence of gender and physiological status
on the pharmacokinetics of the toxin. There is increasing
evidence that ZEA can act as an endocrine disruptor
(Frizzell et al., 2011; Massart et al., 2008; Metzler et al.,
2010). Given that exposure of pregnant and nursing females
can adversely affect the foetal and neonatal stages, we also
determined the fate of ZEA and its metabolites in both
stages as a result of maternal exposure.

Our findings confirmed that ZEA was rapidly absorbed,
metabolised, and widely distributed in accordance with
previous observations in rodents (Appelgren et al., 1982;

Ueno et al., 1977). The reduced metabolite a-ZOL and
the glucuronides of ZEA and a-ZOL were the main
metabolites detected in our models. ZEA-glucuronide
was the predominant form, in agreement with Mirocha
et al. (1981) and was detected in all organs. a-ZOL and
its corresponding conjugate were detected in the small
intestine, liver and urine. Data on the in vivo production
of a-ZOL and B-ZOL in rats are scarce. As in our results,
Fitzpatrick et al. (1988) reported the production of a-ZOL as
a major reduced metabolite in young female rats that were
orally dosed with either 1 or 100 mg ZEA/kg bw. Mirocha
et al. (1981) reported a weak production of both reduced
metabolites in rats following a dietary administration of
5 mg ZEA. The absence of detection of B-ZOL and its
glucuronide in our study may be due to the use of lower
doses to expose the animals, and due to higher detection
limits for f-ZOL than for a-ZOL. However, 3-ZOL has
been shown to be produced to a lesser extent than a-ZOL
(Mirocha et al., 1981).

World Mycotoxin Journal 5 (1)

65






B. Videmann et al.

Table 3. Concentration of zearalenone and its metabolites in tissues of suckling young rats: comparison of single and repeated

exposure.P

ZEA dose Exposure Stomach contents Intestine
(mglkg)
ZEA
1 single <LOD <LOD
repeated 40.6+9.7° 8.2+5.8¢
15 single 173.9462.2 16.6+2.3
repeated  6,816.243,751.7¢ 431.0£173.8¢
ZEA-glucuronide
1 single <LOD <LOD
repeated 8.6+5.2° 82.2+43.6°
15 single 38.4+2.2 179.9£21.4
repeated 887.3+454.1¢ 3,175.5+1,160.7¢
a-ZOL
1 single <LOD <LOD
repeated <LOD <LOD
15 single <LOD 2.0£1.2
repeated 7.4+4.1°¢ 12.748.4¢
a-ZOL-glucuronide
1 single <LOD <LOD
repeated <LOD 3.8+1.1¢
15 single <LOD 6.8+2.1
repeated 4.2+3.2° 93.5+25.8°

Plasma Urine Liver Kidney
<LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD 16.5+2.1 <LOD <LOD

13.4+1.0° 83.4+19.8° 24.2+9.0° 22.949.1¢
<LOD <LOD <LOD .OL
<LOD 188.4+58.3¢ <LOD <LOD
<LOD 547.9+60.3 <LOD <LOD
173.1£45.7¢ 6,244.4+1,153.4° 89.3+21.7° 384.7+163.0°
<LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD <LOD <LOD <LOD
<LOD 156.3+3.3 <LOD <LOD
<LOD 158.6+£33.1¢ <LOD <LOD

@ Abbreviations used: ZEA = zearalenone; ZOL = zearalenol; s¢ = subcutaneous; LOD = limit of detection.
b Nursing females were daily administered 1 or 15 mg/kg ZEA {sc) from day 15 to day 17 after rats birth, or exposed to a single administration of 1 or 15
mg/kg ZEA at day 17 after rats birth. Tissue and liquid samples of the suckling young rats were withdrawn 4 h after the last exposure of the mothers to

ZEA. Values are mean % SD, n=5.

¢ Significantly different from the tissue concentration consecutive to a single exposure, P<0.05.

Our results on the kinetics were in agreement with other
recent studies (oral exposure of male rats to ZEA, Shin
et al., 2009b). The second peak phenomenon has been
reported in pigs after oral administration (Biehl et al., 1993),
and in rats after oral administration (Mallis et al., 2003;
Shin et al., 2009a). As shown by Shin et al. (2009a) and
Dénicke et al. (2005) the biliary excretion of ZEA and its
glucuronide conjugates, then hydrolysed in the gut and
subsequently reabsorbed, may produce this second peak.
High concentrations of ZEA and its glucuronide in the
small intestine and, to a lesser extent, in the colon could be
associated to the enterohepatic recirculation of ZEA. The
greatest toxin concentrations were measured in the small
intestine and the urine, in accordance with previous studies
reporting that both faeces and urine were major routes of
elimination (Biehl et al., 1993; Fitzpatrick et al., 1988; Olsen
et al., 1985; Ueno et al., 1977). The detection of a-ZOL and
its glucuronide in the small intestine and the liver were
consistent since both organs are mainly involved in the
production of reduced metabolites and their conjugates
(Olsen et al., 1987; Videmann et al., 2008).

The concentration of ZEA and its conjugate in the ovaries
and uterus was similar or higher than the liver concentration
(in agreement with Appelgren et al., 1982; Ueno et al., 1977),
suggesting a particular affinity of both organs for the toxin
and/or the presence of glucuronidation enzymes. In fact,
it has been shown that these extrahepatic steroid target
tissues express steroid glucuronidation enzymes (Becedas
et al., 1998; Matsumoto et al., 2007).

Significantly higher concentrations of ZEA in the plasma
and the small intestine of males suggested a higher
absorption capacity. Consecutively, ZEA-conjugate and
a-ZOL concentrations were higher in the small intestine
and the liver. A higher glucuronidation potential in the
male intestine could be attributed to different isoenzymes
responsible for ZEA metabolism (Rush et al., 1983). Indeed,
Shelby et al. (2003) showed gender differences in mRNA
levels of UGT?2 isoenzymes in rat liver, and Pfeiffer et al.
(2010) recently demonstrated the involvement of different
isoforms of UGT1A and UGT2B in ZEA glucuronidation.
Differences were also observed between the kinetics of
non-pregnant and pregnant rats. As suggested by Inoue et
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al. (2004), the glucuronidation of bisphenol A by UGT2B1
in the liver was decreased during pregnancy, as well as
bilious excretion of glucuronides, and the venous excretion
of the conjugates was facilitated. In our study, intestinal
and hepatic glucuronidation seemed higher in pregnant
females. It is possible that the isoforms of UGT1A, involved
in ZEA glucuronidation, were differentially regulated. In
addition, Cao et al. (2002) reported that the hepatic MRP2
and MRP3 membrane transporters, involved in glucuronide
canalicular efflux, decreased by 50% in pregnant rats. This
decrease in glucuronide transport was associated with an
increase in the toxins in the organs. Conversely, ZEA and
ZEA-glucuronide were significantly more concentrated in
the uterus of virgin females. Since it has been shown that
the rat uterus is able to efficiently conjugate oestrogenic
xenobiotics (Matsumoto et al., 2007), we can hypothesise
that pregnancy decreased the glucuronidation ability in the
uterus. Besides enzymatic properties suggesting metabolic
differences in both female states, the physiological changes
during pregnancy (in particular the increase in blood
volume and the increase in renal clearance, Fujitani and
Baldisseri, 2005) may significantly affect the kinetics in
pregnant rats. In this way, the lower concentration of ZEA
in the kidneys of pregnant females, compared to males
and virgin females, could be the result of an increase of
renal clearance.

The significant difference in a-ZOL concentration between
virgin and pregnant females was unexpected. Our results
suggested a higher potential of a-ZOL production and
a lower elimination in pregnant females while a-ZOL
glucuronidation was slightly increased or unchanged. This
might enhance the susceptibility of pregnant females to
the adverse effects of the toxin, since a-ZOL possesses the
highest biological activity.

ZEA easily crossed the placenta during pregnancy, as
previously shown in rats (Bernhoft et al., 2001) and pigs
(Dénicke et al., 2007). In our work, toxin concentrations
(sum of ZEA and its glucuronide) in the placenta were
about 2.2 times higher than toxin concentrations in the
whole foetus 4 h after oral administration. Bernhoft et al.
(2001) showed that placental levels were approximately
6.7- and 10-fold higher than those of the foetus 4 h after
intravenous and intragastric administration, respectively. In
their study, the animals were exposed at GD18, whereas our
rats were exposed at GD20, suggesting that at the very end
of the gestation, morphological changes in the placenta may
make it more permeable to the toxins. Indeed changes in
permeability and transporter expression occur throughout
pregnancy (Wang et al., 2006).

We chose to compare the metabolism and distribution of
ZEA after oral and SC administration, since many iz vivo
studies used this latter method of exposure to evaluate
ZEA effects (Mehmood et al., 2000; Nikaido et al., 2005;

Metabolism and distribution of zearalenone in male and female rats

Takemura et al., 2007; Yuri et al., 2004). In most organs,
except the small intestine, the tissue concentrations of ZEA
and its metabolites were higher after SC administration,
in agreement with other studies (Mallis ez al., 2003; Shin
et al., 2009a) that reported a lower oral bioavailability and
a greater systemic absorption in rats. The elimination of
the toxins from the tissues was slower after oral exposure,
in agreement with Shin et al. (2009a) who showed that
the half-life of ZEA was significantly prolonged after oral
administration. The small intestine was the only tissue
showing higher toxin concentrations after oral exposure.
This suggests that ZEA could have been trapped in the
intestinal cells. Indeed ZEA is highly insoluble in water
(solubility 20 pg/100 ml, Kuiper-Goodman et al., 1987) and
might precipitate and accumulate in the intestinal cells.

After repeated exposure of the pregnant females, ZEA and
a-ZOL, but not their glucuronides, were accumulated in
the major organs involved in ZEA metabolism, i.e. small
intestine and liver. This suggests that the amount of ZEA
entering the cells exceeded the capacity of conjugating
enzymes. Indeed it has been shown that the UGT(s)
involved in ZEA-glucuronide formation are not only
saturated but also inhibited by high substrate concentrations
in human intestinal cells (Videmann et al., 2008). This
saturation occurred with ZEA concentrations of 20 uM, far
higher than the concentrations used in this study. However,
differences in species and cell environment may influence
enzymatic activities.

Since our results on foetal kinetics showed a slower
elimination of the toxins, the significant increase in toxin
concentrations in foetal liver suggests that the toxins, which
easily crossed the placenta, were accumulated in foetal
tissues. The increase in glucuronide concentration was
higher in foetal liver than in maternal tissues, suggesting
the ability of the foetus to conjugate ZEA (UGT2B isoforms
are present in foetus, Matsumoto et al., 2002).

Determination of ZEA and metabolite concentrations in
the stomach content of suckling rats was a first approach to
mammary transfer. After repeated exposure of the nursing
females over 3 days, the concentration of ZEA, a-ZOL and
both glucuronides was significantly higher in the stomach
contents and the tissues of young rats, when compared to
a single exposure. Previous studies have reported higher
transmission in cow milk after repeated exposure than after
single exposure (Mirocha et al., 1981; Prelusky et al., 1990),
but these studies only showed milk contamination and did
not analyse tissue impregnation in the newborn. In our
work, ZEA strongly predominated in the stomach of young
rats, as well as in the maternal mammary gland, but not in
the other tissues of young animals. This suggests that ZEA
glucuronide was mostly produced by newborn metabolism,
and not only transferred with the milk. After repeated
exposure, a-ZOL-glucuronide was strongly detected in the
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intestine and urine of young rats, confirming the ability of
the newborn to metabolise ZEA.

5. Conclusions

Our results highlighted the influence of gender and
pregnancy in the metabolism and distribution of the
mycotoxin ZEA. In particular we suggested a higher
absorption capacity and higher glucuronidation potential of
ZEA in the male intestine. The reduced metabolite a-ZOL,
which possesses the higher biological activity, was produced
significantly more in males and pregnant females than
in virgin females. Our study on placental and mammary
transfer showed that in cases of repeated exposure of the
mother to ZEA, the foetus and newborn were more exposed
to ZEA and its metabolites, the foetus also concentrating
the toxins by slower elimination. This might enhance the
susceptibility of such vulnerable stages to the adverse effects
of the toxin. As glucuronides are the main forms detected in
all organs, further work needs to be carried out to evaluate
the potential biological activity of such conjugates and the
health risk that these metabolites may present.
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I.4. RESULTATS-DISCUSSION

Nos résultats ont d’abord confirmé que la ZEN ¢tait rapidement absorbée,
métabolisée, et largement distribuée. Les formes conjuguées a 1’acide glucuronique de la ZEN
et de ’a-ZEL prédominent. Ces résultats sont en accord avec les données de la littérature.
Nous avons ensuite mis en évidence des différences de distribution et de métabolisme des
molécules entre les males, les femelles nullipares et les femelles gestantes. En particulier, une
plus forte capacité d’absorption de la ZEN et un plus fort potentiel de conjugaison aux
glucuronides chez les males, tandis que la gestation semble diminuer le potentiel de
glucuronidation dans 1’utérus. L’originalité de notre étude a concerné 1’exposition du feetus
durant la gestation et I’exposition du nouveau-né via le lait maternel, que nous avons
quantifiées. Nous avons montré que les tissus foetaux, dans lesquels la vitesse d’élimination
des toxines est plus faible, accumulent ces molécules qui traversent aisément le placenta, et
que le foie feetal est capable de conjuguer la ZEN. Aprés exposition réitérée des femelles
allaitantes, la ZEN et ses métabolites sont préférentiellement retrouvés dans 1’estomac des

nouveaux-nés, ceux-ci étant également capables de conjuguer la molécule mére.

I.S. CONCLUSION

Ces premiers résultats ont mis en ¢évidence des différences de comportement
toxicocinétique de la ZEN en fonction du genre et du statut hormonal. Ils ont également mis
en lumiere 1’exposition fcetale et néonatale qui résulte de I’exposition maternelle. Cette
derniére augmente en situation d’exposition réitérée, ce qui pourrait accentuer la vulnérabilité
des stades feetaux et néonataux, particulierement sensibles aux effets indésirables des toxines

aux propriétés de PEs.
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II. EVALUATION DE L’EFFET DE LA
ZEARALENONE SUR L’EXPRESSION DES
TRANSPORTEURS ABC MAJEURS

II.1. DANS LE CONTEXTE D’UNE EXPOSITION
GESTATIONNELLE

11.1.1. In Vivo

II.1.1.a. CONTEXTE DE L’ETUDE

Par I’activité oestrogénique qui résulte de son affinité pour les ESRs, la ZEN régule
I’expression de nombreux geénes impliqués dans la croissance cellulaire, le développement, et
la régulation du cycle cellulaire. Les effets hormonaux de la ZEN affectent principalement le
fonctionnement de [’appareil reproducteur, et de récentes données indiquent qu’une
exposition in utero induit des anormalités dans le développement de 1’appareil reproducteur et
les glandes mammaires des petits. Les transporteurs ABC membranaires sont responsables de
I’efflux actif de nombreux xénobiotiques et sont impliqués dans la protection cellulaire contre
la toxicité consécutive a I’accumulation des xénobiotiques. Une modification de leur
expression pourrait moduler 1’exposition des cellules et des organes aux différents substrats,
endogénes et exogenes, pris en charge par les transporteurs. L’expression des ABC étant en
partie régulée par les hormones via I’activation des ESRs et PGR, nous avons choisi
d’explorer in vivo la capacité de la ZEN a moduler 1’expression des transporteurs ABC. Le
choix d’un modele de ratte gestante exposée durant les deux derniers tiers de gestation a

permis d’étudier les modulations d’expression dans les organes maternels et feetaux.
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I1.1.1.b. OBJECTIFS

Le but de cette étude est d’évaluer I’effet de la ZEN sur I’expression des transporteurs
ABC (Abcbla/b, Abcg2, Abccl, Abcc2, Abcc3) et des récepteurs nucléaires aux estrogénes
(Esrl, Esr2) et a la progestérone (PgrA/B) dans un modele de ratte gestante. Les tissus
maternels (utérus, ovaires, placenta, glande mammaire, foie, intestin gréle) et feetaux (foie)
ont été choisis en raison de leur potentiel de réponse aux estrogénes. En parallele nous avons

quantifié la ZEN et ses métabolites majeurs dans les tissus en fin de gestation.

II.1.1.c. RESULTATS: PUBLICATION 2

Zearalenone exposure modulates the expression of ABC transporters and nuclear receptors in
pregnant rats and fetal liver

Koraichi, F., Videmann, B., Mazallon, M., Benahmed, M., Prouillac, C., Lecoeur, S. 2012
Toxicol Lett, 211, 246-56
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The mycotoxin zearalenone (ZEN) is produced by a variety of Fusarium fungi and contaminates numerous
cereals, fruits and vegetables. Interacting with the estrogen receptors, ZEN and reduced metabolites
zearalenols cause hormonal effects in animals. Few data are available on the effects of repeated exposure
to ZEN, particularly during pregnancy. The aim of our work was to assess the impact of this toxin on the
expression of ABC transporters and nuclear receptors in fetal liver and pregnant rats that were exposed
daily (gestation day 7-20) to 1 mg/kg ZEN. Significant variations were observed, depending on the tissue
type, the tissue origin (maternal or fetal), and the time of analysis after the last exposure to ZEN (4 h or
24 h). The modulations of expression were independent of the magnitude of tissue impregnation by ZEN
and its metabolites. The maternal uterus was the most sensitive tissue: Abcb1a, Abcb1b and Abcg2 mRNA
and protein expressions were induced at both times, while Abcc1, Abcc3 and Esr1 mRNA and protein
expressions were inhibited then induced 4h and 24 h after exposure, respectively. In the fetal liver,
Abcb1a and Esr1 protein expression was inhibited at both times, while mRNA expression was induced
24 h after the last exposure to ZEN. These results suggested that ZEN exposure could impact maternal and
fetal exposure to ABC transporters substrates, and influence fetus development through nuclear receptor
modulation.
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1. Introduction etal., 1977).ZEN and metabolites are widely distributed and mainly
excreted in urine and feces in rodents, being barely detectable
in the plasma 24 h after exposure (Biehl et al., 1993; Fitzpatrick

et al., 1988; Olsen et al., 1985; Ueno et al., 1977; Videmann et al.,

Zearalenone (ZEN)is produced by various Fusarium fungi species
and is a non steroidal estrogenic mycotoxin that commonly

contaminates cereal crops worldwide (Bennett and Klich, 2003;
Zinedine et al., 2007). Animals and humans are exposed to ZEN
via consumption of cereals and by-products. After oral or subcu-
taneous administration, ZEN is rapidly absorbed and reduced via
intestinal and hepatic metabolism to a- and [3-zearalenol (a-ZEL
and [3-ZEL). All the resulting compounds are conjugated with glu-
curonic acid (Appelgren et al., 1982; Malekinejad et al., 2006; Ueno

Abbreviations: ABC, ATP binding cassette; Abcb1a-b, ATP binding cassette, sub-
family B, member 1A-B; Abcc1-3, ATP binding cassette, subfamily C, member 1-3;
Abcg2, ATP binding cassette, subfamily G, member 2; Actb, actin, beta; Cq, cycle of
quantification; E2, 17 3 estradiol; ERE, estrogen response elements; ESR/Esr, estro-
gen receptor; Gapdh, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; GD, gestation
day; ND, not detectable; PGR/Pgr, progesterone receptor; SLC, solute carrier; ZEN,
zearalenone; a-ZEL, alpha zearalenol; 3-ZEL, beta zearalenol.

* Corresponding author. Tel.: +33 4 26 23 59 28; fax: +33 426 23 59 16.

E-mail addresses: sylvaine.lecoeur@lyon.inra.fr, s.lecoeur@vet-lyon.fr

(S. Lecoeur).

0378-4274/$ - see front matter © 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.toxlet.2012.04.001

2012). Several in vivo studies report the toxicological effect of ZEN
on the reproductive system, including alterations in the repro-
ductive tract, uterus enlargement, decreased fertility, increased
embryolethal resorptions, reduced litter size, and changes in the
serum levels of progesterone and estradiol in laboratory animals
(Bachaet al., 1993; Collins et al., 2006; D’'Mello et al., 1999; Kuiper-
Goodman etal.,, 1987).In humans, a few studies show a relationship
between central precocious puberty or the incidence of endome-
trial adenocarcinomas and ZEN concentration in serum, tissue and
foodstuffs (Massart et al., 2008; Szuetz et al., 1997; Tomaszewski
etal., 1998). The estrogenic activity of ZEN and its reduced metabo-
lites stems from their binding to estrogen receptors (ESRs). ZEN
compounds can easily adopt a 17f3 estradiol (E2)-like conforma-
tion; this structural flexibility enables them to bind to these ESRs
as natural estrogens (Shier et al., 2001). The receptor-ZEN com-
plex is then transferred to the nucleus where it binds to estrogen
response elements (ERE), thus activating target gene transcription.
In vitro studies have demonstrated that ZEN acts as a full agonist
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of ESR1 and a partial agonist of ESR2 (Bovee et al., 2004; Kuiper
et al., 1998). ZEN was shown to regulate a panel of genes involved
in cell growth and development, cell cycle regulation, signaling,
metabolism and transport in the MCF-7 and the Ishikawa Plus cell
lines, as endogen estrogens did. In particular, some solute carrier
transporter (SLC) genes (SLC7A5, SLC6A6, SLC1A4, SLC12A2, etc.)
and ATP-binding cassette (ABC) transporter genes (ABCC3) have
been shown to be modulated by ZEN (Boehme et al., 2009; Parveen
et al., 2009).

The ABC transporter superfamily is among the most broadly
expressed protein superfamilies known. Members of this super-
family are efflux pumps responsible for the active transport of
a wide variety of compounds including nutrients, endogenous
molecules, drugs and other xenobiotics across biological mem-
branes in a large amount of tissues where they modulate the
bioavailability of their substrates (Fig. 1). Among these trans-
porters, ABCB1/MDR1, ABCG2/BCRP and ABCC1-3/MRP1-3 (see
nomenclature in http://www.genenames.org/genefamily/abc.php)
are involved in protecting tissues against xenobiotic accumulation
and resulting toxicity. ABCC1 and ABCC3 are expressed through-
out the body and are localized in most of them on the basolateral
cellular side, resulting in the efflux of their substrates into the
blood (Borst et al., 2000). ABCB1, ABCG2 and ABCC2 are local-
ized at the apical surface of epithelial cells in the barriers of the
organism (liver, intestine, uterine barrier, blood, etc.), (Borst et al.,
2000; Fromm, 2004; Fukuda et al., 2006; Haimeur et al., 2004; Huls
etal., 2009; Marin et al., 2005; Sarkadi et al., 2004; Vdhdkangas and
Myllynen, 2009). Recent data have reported a direct transport of
ZEN and its metabolites by ABCC1-3 in the intestinal Caco2 cell
line (Videmann et al., 2009), suggesting that transporters could
modulate the bioavailability of ZEN.

Gene expression of ABC transporters is highly regulated
by hormones (Scotto, 2003) through the activation of ESRs
and progesterone receptors (PGR) (see nomenclature in
http://www.genenames.org/cgi-bin/quick_search.pl). Indeed,
Wang et al. (2008, 2006b) showed that the human ABCG2 gene was
up- and down-regulated in placental BeWo cells by E2 and proges-
terone, respectively, possibly through PGRB and ESR2 activation.

Hormones modulated the expression of the murine Abcg2 gene
during pregnancy, probably through Esr1, Esr2 and Pgr activation
(Wang et al., 2006a). In addition, Zhang et al. (2006) reported
the induction of ABCG2 mRNA by E2 in the ESR1 positive MCF-7
cells. Human ABCB1 and rodent Abch1a-b genes were shown to be
transcriptionally regulated by progesterone and estrogens in vivo
and in vitro (Arceji et al., 1990; Coles et al., 2009; Evseenko et al.,
2007; Vore and Leggas, 2008). Abcc3 gene was transcriptionally
down-regulated in rat liver during pregnancy, and human ABCC3
gene was inhibited by E2 through an ESR-dependent mechanism,
in the human breast cancer MVLN cell line (Cao et al.,, 2002;
Vendrell et al., 2004).

Evidence of the hormonal responsiveness of ABC transporter
genes led us to consider the transcriptional modulation of these
genes by ZEN. In the present study, we evaluated the in vivo effect
of ZEN exposure on the expression of ABC transporters in a pregnant
rat model. We also evaluated ZEN effect on the nuclear recep-
tors Esrl, Esr2 and Pgr expression since they are ZEN targets and
estrogen-regulated genes (Diel et al., 2000; Hofer et al., 2010). The
tissues of maternal (uterus, ovary, placenta, mammary gland, liver,
small intestine) and fetal (liver) origin were chosen because of
their estrogeno-sensitive properties. In the meantime, we quan-
tified ZEN and its major metabolites in maternal and fetal liver at
the end of pregnancy.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals and reagents

ZEN was purchased from COGER (Morillons, France). a-ZEL and [-ZEL
were ordered from Sigma (Saint-Quentin Fallavier, France). DMSO, acetonitrile,
methanol and chloroform were obtained from VWR International (Fontenay
sous bois, France). Sodium pentobarbital came from the CEVA Santé Animale
Laboratory (Libourne, France). The Rneasy® Mini Kkit, Rneasy® Lipid Tissue Kit,
Rneasy® Micro kit, RNAlater®, All tissue Protect® and the QuantiTect® SYBR®
Green RT-PCR kit were provided by Qiagen (Courtaboeuf, France). The Quant-
it™ RiboGreen® RNA Reagent and kit was obtained from Invitrogen (Cergy
Pontoise, France). HPLC grade water prepared using a milli-Q plus system
(Millipore, Saint-Quentin en Yvelines, France) was used for preparing HPLC
eluents.
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Fig. 1. Tissue distribution of ABC transporters and efflux direction.
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Sequences and concentrations of oligonucleotide primers and amplicon length.

Gene (GenBank™ accession number)

Primer sequence (5'-3")

Primer concentrations (nM)

Amplicon length (bp)

Gapdh (NM017008) NP (Rn_Gapd_1.SG QuantiTect Primer FP 500 149
Assay?) RP 500

Actb (NM031144) NP (Rn-Actb-1_.SG QuantiTect Primer FP 500 145
Assay?) RP 500

Abcb1a (NM133401) NP (Rn_Abcb1_2_SG QuantiTect Primer FP 500 112
Assay?) RP 500

Abcb1b (NM012623) FP ATGAAACTGCCCCACAAATT FP 500 155
RP CTTTCTGTGTCCAAGGCTGA RP 500

Abcg2 (NM181381) NP (Rn-Abcg2-1.SG QuantiTect Primer FP 500 87
Assay?) RP 500

Abccl (NM022281)° FP CGAATGTCCTCTGAGATGGAGAC FP 400 138
RP CTCTACACGGCCTGAATGGG RP 400

Abcc2 (NM012833)¢ FP CCAATGTTTTGAATGCGGAG FP 500 100
RP AGGATCGATGAGGTCACCATG RP 500

Abcc3 (NM080581)4 FP AAATGCGGTTGCTATCGGAG FP 500 93
RP AGCCTTACGGAGGTGTTGTTC RP 500

Esr1 (NM012689)° FP CCAAA GCCTCGGAATGG FP 250 73
RP AGCTGCGGGCGATTGAG RP 450

Esr2 (NM012754)¢ FP TTGGTGTGAAGCAAGATCACTAGAG FP 500 94
RP AACAGGGCTGGCACAACTG RP 900

Pgr (NM022847)° FP GCAATTGGCTTAA GACAGAAAGG FP 500 89
RP ACAAGATCATGCAAGCTGTCAAG RP 900

NP, not provided by the manufacturer.
2 Qiagen product designation, FP, forward primer; RP, reverse primer.
St-Pierre et al. (2004).
¢ Nishimura et al. (2005).
d Nishimura et al. (2006).
¢ Ceccatelli et al. (2006).

o

2.2. Animals

Pregnant female Wistar rats (10 wk old, weight 230-290 g) from Janvier Centre
Elevage (Le Genet St Isle, France) were kept in plastic rat cages, and had free access
to food and water. They were maintained on a 12/12 h light/dark cycle at 21 £2°C.
All the procedures were conducted in accordance with the regulations of the Ethics
Committee of VetAgro Sup, Lyon. Animals were randomly allotted to four groups:
groups 1 and 2, each consisting of 6 pregnant rats treated with ZEN, and groups 3
and 4 (negative controls) including 5 pregnant rats treated with vehicle (DMSO). The
rats were received on gestation day (GD) 5 and treated from GD7 to GD20 by a daily
subcutaneous (SC) injection of 1 mg/kg ZEN for groups 1 and 2, and 0.2 p.l/g DMSO
for groups 3 and 4. The SC route was chosen to avoid variability due to intestinal
microflora (Kuiper-Goodman et al., 1987). The dose of 1 mg/kg was determined after
a preliminary range dosing study. It represented the lowest dose allowing ZEN and
metabolites quantification in the tissues. The animals were sacrificed after anesthe-
sia by intraperitoneal injection of sodium pentobarbital (0.5 ml/kg) 4h (groups 1
and 3) and 24 h (groups 2 and 4) after the last exposure to ZEN. Fragments of mater-
nal organs (small intestine ~ 10 cm from the duodenum, placenta, mammary gland,
ovary, uterus, liver) and fetal liver were quickly removed, then incubated overnight
in the RNAlater® and the All Tissue Protect® at 4°C and stored at —20°C for mRNA
and protein expression analysis, respectively, or directly stored at —20°C, for HPLC
analysis.

2.3. Quantification of ZEN and its metabolites

The samples (0.2-4g of tissue) were extracted with 40ml of
methanol/water/0.25% H3PO4 by using a Ultra Turrax® T25 basic (IKA, Staufen,
Germany) for 1min. The extract was centrifuged at 3000rpm for 5min. The
supernatant was transferred to a flask and evaporated at 50°C with a rotary
evaporator under reduced pressure until 5 ml of residual water remained. pH was
adjusted to 6.8 with NaOH 1 N. The sample was exactly divided in two tubes and
adjusted to 8 ml with 50 mM phosphate buffer, pH 6.8. One tube was incubated
with B glucuronidase (200U) at 37°C overnight to cleave the conjugates. Each
sample was extracted twice with chloroform. The chloroform layer was evaporated
with a rotary evaporator at 50°C under reduced pressure. The flask was rinsed
three times with 1 ml of methanol which was evaporated to dryness under a gentle
nitrogen flow. The final purified sample was dissolved in 200 I methanol and 50 1
was injected in the HPLC.

ZEN and metabolites concentrations were determined by HPLC according to
Videmann et al. (2008) with modifications. A gradient elution system was used:
from 75% water (acidified with 0.2% H3PO4 and adjusted to pH 3 with 5N NaOH),
25% acetonitrile at time zero, isocratic for 0.2 min, to 35% water, 65% acetonitrile
at 13 min. The flow rate was set at 1.4 ml/min. The retention times of B-ZEL, a-
ZEL and ZEN were 8.3, 9.7 and 12.2 min, respectively. The fluorescence detection
limit and the quantification limit were 12, 0.6, 1.1 ng/g and 30, 1.5, 2.7 ng/g for 3-
ZEL, a-ZEL and ZEN, respectively. The recoveries of ZEN, 3-ZEL and «-ZEL from the

extraction procedure varied from 72% to 82% with a coefficient of variation below
10%. The efficiency of deconjugation was tested using different concentrations of
3 glucuronidase (100-2000U) on glucuronides solutions (Videmann et al., 2008).
100% efficiency of deconjugation was obtained with a 3 glucuronidase concentration
of 200 U. The concentration of glucuronides was calculated assuming that 1 mole
of ZEN, B-ZEL and a-ZEL, respectively, produces 1 mol of ZEN, (3-ZEL, and a-ZEL
glucuronide.

2.4. Total RNA isolation, integrity and quantification

Rat tissue was ground with the TissueRuptor® (Qiagen, Courtaboeuf, France)
according to the manufacturer’s instructions. Total tissue RNA was isolated and puri-
fied by using the Rneasy® Mini Kit for liver, intestine and placenta, the Rneasy® Micro
Kit for ovary and uterus, and the Rneasy® Lipid Tissue Kit for mammary gland. All
extractions were performed with a DNA elimination step. RNA integrity was veri-
fied by 1% agarose gel electrophoresis. Total RNA was quantified with the Quant-it™
RiboGreen® RNA Reagent and kit according to the manufacturer’s protocol.

2.5. Reverse transcription-quantitative PCR (RT-qPCR)

Assays were carried out a few days (<1 week) following total tissue RNA isola-
tion and quantification. RT-qPCR was performed in an Mx3000 cycler (Stratagene,
Amsterdam, The Netherlands), using the SybrGreen dye (Molecular Probes, Lei-
den, The Netherlands), and the One Step® protocol of the QuantiTect SYBR Green
RT-PCR kit. mRNA levels of each test gene were normalized to two reference
genes, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Gapdh), and Actin, beta (Actb).
Specific primers for Gapdh, Actb, Abcb1a and Abcg2 were provided by Qiagen (confi-
dential sequences). Published primer sequences were used for Abcc1, Abcc2, Abcc3,
Esr1, Esr2 and Pgr (Table 1) (Ceccatelli et al., 2006; Nishimura et al., 2005, 2006;
St-Pierre et al., 2004). Abcb1b forward and reverse primers were designed with
Primer3 (v. 0.4.0)® software. Sequences were chosen to span exon-exon bound-
aries in order to avoid amplification from possible DNA contamination. Pgr primers
were designed to amplify the PgrA and PgrB isoforms without discrimination. Reac-
tions were carried out in duplicate. 10 ng (20 ng for ovary and uterus) of total RNA
for ABC transporters, and 32 ng for nuclear receptors were converted to cDNA, and
amplified in a final reaction volume of 20 pl according to the One Step® protocol.
Primer sequences, concentrations and product size are indicated in Table 1. The
cycling parameters were as follows: reverse transcription for 30 min at 50°C (48 °C
for Abcc2 and Abcc3); PCR activation during 15 min at 95 °C; denaturing 15sat95°C;
annealing 30 s at 55 °C (Gapdh, Actin 8, Abcb1a, Abcb1b and Abcg2), at 59 °C for Abccl
and 60 °C for Abcc2 and Abcc3. For Esr1, Esr2 and Pgr, the annealing step lasted 60 s
at 60°C (40 cycles for all genes). The extending step lasted 30s at 72°C.

Primer pair specificity was tested at the end of every run by melting curve anal-
ysis, and amplification specificity was confirmed by electrophoresis in a 2% agarose
gel. After GelRed™ (Biotium, Hayward, USA) staining, visualization under Ultra
Violet light showed a single band with the expected size for each gene. RT-qPCR
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Table 2

Standard curve efficiencies and correlation coefficient R2.
Gene Efficiency R?
Gapdh 1.90 0.997
Actb 1.98 0.991
Abcbla 1.90 0.997
Abcb1b 2.10 0.988
Abcg2 2.04 0.999
Abccl 1.91 0.993
Abcc2 2.10 0.984
Abcc3 2.10 0.996
Esrl 1.90 0.991
Esr2 2.00 0.964
Pgr 1.94 0.980

conditions were optimized. PCR efficiency and the correlation coefficient (R?) were
calculated for each gene from standard curves (Table 2).

2.6. Western blot analysis

Fragments of maternal uterus and fetal liver were homogenized with the
TissueRuptor® in ice cold SLB buffer (Tris 20 mM, NaCl 138 mM, KCI 2.7 mM, MgCl,
1 mM, Glycerol 1 mM, Nonidet 1%, pH 8), supplemented with protease inhibitor
cocktail, complete Ultra Tablets, Mini, EASY PACK (1 tablet/10 ml) (Roche Diagnos-
tics, Mannheim, Germany). Extracts were incubated 30 min on ice, then centrifuged
at 12,000 x g during 30 min at 4 °C. Supernatants were removed and protein con-
centrations were determined by colorimetric method using the bicinchoninic acid
(Smith et al., 1985). Lysates were diluted in lysis buffer, and then loading buffer was
added and heated at 70°C for 10 min. 100-400 g of each sample was resolved on
8% SDS-PAGE and transferred to PVDF membrane in transfer buffer (Tris-Glycine
1x, pH 8.5, containing 20% methanol). The transfer was performed at a constant
voltage of 100V for 1h for low molecular weight proteins and 2 h for high molec-
ular weight ones. Membranes were blocked in TBS 0.05% Tween supplemented
with 5% non fat milk on a rocker at room temperature. Incubation with primary
antibodies was performed overnight at 4°C raised against Abcb1 (Calbiochem
€219, 517310/1:100, Darmstadt, Germany), Abccl (Santa Cruz sc-13960/1:400,
Santa Cruz, CA, USA), Abcc3 (Santa Cruz sc-13960/1:50, Santa Cruz, CA, USA),
Abcg2 (Santa Cruz sc-25822/1:400), Esr1 (Abcam ab2746/1:200, Cambridge, MA,
USA), Pgr (Abcam ab16661/1:400), Actb (SIGMA-ALDRICH A5060/1:10,000, Lyon,
France). Then, membranes were incubated with secondary horse-radish peroxi-
dase labeled antibodies: Rabbit polyclonal anti Mouse (Abcam ab97046/1:10,000),
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Goat anti rabbit (Santa Cruz sc-2004/1:10,000) and Rabbit polyclonal anti goat
(Abcam ab6741/1:5000). The bands were detected by a chemiluminescence Pierce®
ECL Western Blotting Substrate kit (Thermo Scientific, Saint Herblain, France).
Bands were visualized by the Molecular Imager® ChemiDac™ XRS+ imaging system
(Bio-RAD, and quantitation was carried out with Image Lab™ software (Bio-RAD,
Marnes-la-Coquette, France). Protein expression was normalized to Actb.

2.7. Data analysis

Comparisons of tissue concentrations at 4h and 24 h and protein expression
were made by the Student’s t test. A p value of 0.05 was taken to be significant.
The MxPro™ q PCR Software version 4.10 was used to analyze the mRNA expres-
sion data. The relative expression ratios of the target genes were calculated based
on the efficiencies and quantification cycle (Cq) deviations of unknown samples
versus controls, and expressed in comparison to reference genes according to Pfaffl
(2001). The relative gene expression software tool REST-MCS 3 version 2 was used
to perform those calculations (Pfaffl et al., 2002). Differences in mRNA expression
between controls and exposed samples were tested for statistical significance by the
Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Test (REST-MCS (3 version 2 Software)
(Pfaffl et al., 2002). A p value of 0.05 was taken to be significant.

3. Results

3.1. Concentrations of ZEN and its metabolites in maternal and
fetal tissues (Fig. 2)

ZEN and its glucuronide were detected in all maternal tissues,
the conjugate being the predominant form. Among fetal tissues,
liver was the only one allowing HPLC detection of ZEN and metabo-
lites because of detection limit. Neither 3-ZEL nor its glucuronide
were detectable in the tissues.

For all toxins, the small intestine was by far the most impreg-
nated tissue. In all tissues except uterus for ZEN and mammary
gland for ZEN glucuronide, the toxins concentrations were sig-
nificantly higher 4 h after the last administration of ZEN, and fell
dramatically at 24h. ZEN concentration ranking at 4h was as
follows: small intestine > maternal liver > mammary gland > fetal
liver > ovary > plasma ~ uterus ~ placenta. Concentration ranking
at 24 h was: mammary gland > small intestine ~ uterus > maternal
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liver (Fig. 2A). No detectable ZEN was found in the plasma, ovary,
placenta or fetal liver. At 4h and 24 h, a-ZEL was only detected in
the small intestine and the liver (Fig. 2B).

ZEN glucuronide concentrations ranking 4h after the last
injection of ZEN was: small intestine >>> maternal liver > fetal
liver > placenta > uterus ~ plasma > ovary ~ mammary gland.
24h after the last mycotoxin administration, ZEN glucuronide
concentration ranking was: small intestine >>»>mammary
gland ~ plasma > maternal liver ~ placenta > uterus (Fig. 2C).

a-ZEL glucuronide concentration ranking at 4h was: small
intestine > maternal liver >fetal liver. 24h after the last toxin
intake, a-ZEL glucuronide level ranking was as follows: small

intestine > maternal liver (Fig. 2D). The toxin was undetectable in
the fetal liver and the plasma.

3.2. Effects of ZEN on the mRNA expression of ABC transporters
and nuclear receptors in pregnant rat tissues and fetal liver

In the uterus, a highly significant induction of Abcb1a, Abcb1b
and Abcg2 mRNA (approximately 16-fold higher for the low-
est induction and 57-fold for the highest) was observed at 4h
and 24 h after the last ZEN exposure (Fig. 3A). Significant down-
modulation was observed for Abccl and Abcc3 mRNAs 4 h after the
last ZEN injection (3 and 4.5-fold decrease, respectively), whereas
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meaningful up modulation was observed at 24 h (more than 2-
and 5-fold, respectively). A significant 5-fold inhibition of Esri
mMRNA was observed 4 h after the last ZEN exposure, whereas 24 h
afterwards, a 2-fold induction was noted. For Pgr mRNA, while no
meaningful effect was observed 4 h after the last injection, a slightly
significant down modulation was found 24 h later. In the ovary,

a significant inhibition of Abcc1, Abcc3 and Pgr mRNA expression
(4.5, 5.5 and 7-fold, respectively) was observed 4 h after the last
ZEN administration (Fig. 3B). This inhibition was totally reversed
at 24 h for ABC transporters. Conversely, Pgr mRNA expression was
undetectable 24 h after the last mycotoxin injection. In the placenta,
no significant effect was observed for Abccl and Esrl mRNA 4h
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after the last administration of ZEN, whereas a significant down-
modulation for both genes was highlighted 24 h later (2 and 3-fold,
respectively, Fig. 3C). In the mammary gland, a significant induc-
tion was noted for Abch1a mRNA at both experimental times, with
a 3.4-fold and a 1.4-fold increase (Fig. 3D). In the small intestine, a
significant 3.3-fold induction of Abcc2 mRNA was observed 4 h after
the last ZEN administration (Fig. 3E). This induction was completely
reversed at 24 h. 4 h after the last ZEN administration, Esr2 mRNA
exhibited an almost 2-fold inhibition. In the maternal liver a sig-
nificant induction of Abcg2 mRNA (2.9-fold) was noted 4 h after the
last administration of ZEN (Fig. 3F). This induction was completely
reversed 24 h after the last ZEN injection. In the fetal liver, a late
significant up-modulation was noted for Abcb1a and Esr1 mRNAs
(2.9 and 2.2-fold, respectively), while no effect was found earlier
(Fig. 3G).

3.3. Effects of ZEN on protein expression of Abcb1, Abcg2, Abccl,
Abcc3, Esr1 and Pgr A/B in the pregnant rat uterus and Abcb1 and
Esr1 in fetal liver

Western blotting experiments were performed on the uterus,
since it was the most responsive maternal tissue for mRNA modula-
tion, and on the fetal liver. Except for Pgr, the modulation of protein
expression followed mRNA modulation in the maternal uterus
(Fig. 4). Abcb1 protein expression was 2.1- and 2.3-fold induced
at 4h and 24 h after the last administration, respectively (Fig. 4A).
Abcg2 protein expression was slightly induced at both experimen-
tal times (respectively, 1.6 and 1.3-fold induction) (Fig. 4B). Abcc1
and Abcc3 protein expression was first inhibited (by 4.2 and 5.1
times, respectively) 4 h after the last ZEN administration, then was
4-fold and 2.3-fold induced 24 h after the last administration of ZEN
(Fig. 4C and D). Similarly to Abcc1 and Abcc3, Esr1 protein expres-
sion was firstly 2.1-fold inhibited 4 h after ZEN last administration,
then 2.1-fold induced 24 h after (Fig. 4E). PgrA and PgrB were both
induced 4 h after the last exposure to ZEN (respectively, 9.9- and
5.9-fold), but no significant effect was noted for both isoforms at
the 24 h experimental time (Fig. 4F).

In the fetal liver, Abcb1 and Esr1 protein expression was inhib-
ited at both 4 h (1.7- and 2.4-fold inhibition, respectively) and 24 h
(2.1- and 1.5-fold inhibition, respectively) after the last exposure
to ZEN (Fig. 5A and B).

4. Discussion

In the present study ZEN was able to modulate the expression
of various ABC transporters and nuclear receptors in the tissues of
female rats repeatedly exposed during pregnancy, and in the fetal
liver.

The dose chosen for exposure (1 mg/kg bw) allowed HPLC quan-
tification of ZEN and its metabolites in the tissues analyzed for
mRNA modulation. It enabled to study the potential correlation
between molecules present in the tissues and the observed effect
on gene and protein. Lower doses of ZEN led to undetectable levels
of toxins. The chosen dose was high compared to human exposure
by food ingestion (Tolerable Daily Intake of 0.25 wg/kg bw, EFSA,
2011), but our results provided new insight on ZEN effect during
the particular state of pregnancy. Preliminary results on the tis-
sue distribution of ZEN and its metabolites in rats showed that the
toxin concentrations were the highest 4 h after the last ZEN injec-
tion, and that concentrations decreased dramatically afterwards
(Videmann et al., 2012). Hence, we chose a 4 h time-period to eval-
uate the effects of ZEN at its highest tissue concentration and a24 h
time-period to explore the persistence of potential effects. Differ-
ences were observed according to the tissue type, the maternal or
fetal origin, the target gene, the nature and extent of modulation.
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Fig. 5. Effect of ZEN on protein expression of Abcb1 and Esr1 in the fetal liver. The
protein expression of the target genes, determined by western blotting, was nor-
malized to the level of Actb. *Significantly different from control group (p <0.05);
Data are means +S.D. (n=5-6). A, Abcb1; B, Esr1.

Highest concentrations of ZEN and its glucuronide were found in
the small intestine, due to the enterohepatic recirculation of ZEN,
as reported in other studies (Bernhoft et al., 2001; Ddnicke et al.,
2005; Shin et al., 2009). Reduced and conjugated metabolites were
mainly present in the liver and small intestine since both organs are
involved in the production of the reduced metabolites of ZEN (-
ZEL being the major metabolite) and their glucuronides (Olsen et al.,
1987; Videmann et al., 2008). In our work, the production of a-ZEL
glucuronide was high compared to these previous data. We showed
in a recent work (Videmann et al., 2012) that in most organs the
concentrations of ZEN and metabolites were higher after sc admin-
istration when compared with the oral one, this could explain the
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relative high levels found in our work. Despite their high impreg-
nation, maternal small intestine and liver were the least responsive
organs. We could not establish any relationship between the tissue
concentrations of ZEN or its metabolites and the modulation of ABC
transporters mRNAs. As other endocrine disruptors, ZEN may act
at very low doses and may not follow a monotonic dose-response
curve (Marmugi et al., 2012).

The uterus was the most responsive tissue of the study. A sig-
nificant effect for all ABC transporter genes was observed, except
for Abcc2 which was undetectable in the uterus under our exper-
imental conditions. Absence of Abcc2 mRNA in the uterus was
reported in Matsumoto et al. (2007). In our work, the magnitude
of Abcbla and Abcb1b mRNA induction was comparable to that
described in Arceji et al. (1990) who demonstrated that Abcbla
mRNA was highly induced (more than 15 fold induction) in the
mouse uterine secretory epithelium by a combination of estrogen
and progesterone. Indeed the uterus is a major estrogen-responsive
organ used in reference assays of estrogenic activity (Heneweer
et al., 2007; Owens and Ashby, 2002). We showed that the modu-
lations of protein expression were in good agreement with those
of mRNA expression even though amplitudes of modulation were
overall lower. As shown by Yagiie et al. (2003) in leukemic cells, the
increase of ABCB1 mRNA following xenobiotic exposure was partly
due to stabilization of mRNA, which does not result in increased
expression of the protein. Posttranscriptional mechanisms con-
trolling the protein translation rate and the half-lives of specific
proteins could be involved in the difference of induction between
mRNA and protein expression (Beyer et al., 2004; Guo et al., 2008;
Nie et al., 2006). Abcb1 is implicated in the uteroplacental trans-
port of substrates necessary to the implantation process and early
embryo-endometrial interactions, such as progesterone (Axiotis
et al.,, 1991a, 1991b). Higher levels of Abcb1 in the luminal cells of
the endometrium of gravid uterus may prevent fetal progesterone
from entering the maternal circulation or alternatively enhance
secretion of maternal progesterone (Yang et al., 1989).

Abcg2 mRNA and protein expression in the uterus was also
induced by ZEN exposure. Data on Abcg2 modulation in the uterus
are scarce. Abcg2 transports numerous substrates including steroid
metabolites and phytoestrogens (Enokizono et al., 2007). Even
slight, the induction of Abcg2, expressed on the luminal side of the
secretory epithelium of the uterus, could enhance the transport of
these substrates toward the placenta and consequently the fetus.

Conversely, Abcc1l and Abcc3 mRNA and protein expression
were significantly inhibited in the uterus and the ovary. Vendrell
et al. (2004) reported an inhibition of the human ABCC3 mRNA by
E2 in the MVLN cell line (ESR1 positive and hormone-responsive
human breast carcinoma cell line). Since ABCC3 transports endoge-
nous estrogen glucuronides, the authors suggested that E2 down
regulated ABCC3 to maintain high intracellular estrogen level,
and thus amplified its own pharmacological action. A similar
mechanism of action could occur for ZEN, since we previously
demonstrated in our laboratory that ABCC1-3 transporters were
implicated in the transport of ZEN and its metabolites in the human
Caco-2 cell line (Videmann et al., 2009).

Besides the study on major ABC transporters, we explored the
effects of ZEN exposure on mRNA expression of Esr1, Esr2 and Pgr.
Attention was paid to these nuclear receptors because they are
known to be estrogen-regulated genes (Diel et al., 2000; Hofer et al.,
2010). In addition, ESRs are known to be ZEN targets (Bovee et al.,
2004; Kuiper et al., 1998), and cross-talk in the signaling pathways
of Esrs and Pgr exists (Bradshaw et al., 1991). Recently, Frizzell et al.
(2011) suggested an interaction between ZEN and Pgr. In our work,
ZEN modulated the transcription of the nuclear receptors Esr1, Esr2
and Pgr genes in most tissues investigated herein. In the uterus, the
effect of ZEN on mRNA expression of Esr1 was in agreement with
Nephew et al. (2000) and Reed et al. (2005) who reported early

down-modulation (4 h) and late up-modulation (24 h) of Esr1 by E2
in the rat uterus. Interestingly, this effect was similar to that noted
for Abcc1 and Abcc3 mRNAs, suggesting a common mechanism of
action of ZEN on these three genes, or an effect of the level of Esr1
expression on Abccl and Abcc3 mRNAs expression in the mater-
nal uterus. Indeed in the current work, Esr1 protein modulation of
expression followed modulation of the mRNA, supporting the latter
hypothesis. As previously suggested by Griinfeld and Bonefeld-
Jorgensen (2004), changes in the level of expression of Esr could
significantly impact the signal amplification mediated via the Esrs,
thus causing a disruption of the functions they regulate. The effect
of ZEN on Pgr mRNA appeared to be different from that noted for
endogenous estrogens. In our work, ZEN had no effect then slightly
inhibited Pgr mRNA expression, respectively, 4 h and 24 h after the
last administration, whereas previous studies showed that estro-
gens induced Pgr mRNA expression in the rat uterus (Kraus and
Katzenellenbogen, 1993; Murata and Higuchi, 2003 ). However, our
investigation was performed on total tissue homogenates, and the
effect of ZEN on Pgr mRNA expression could differ depending on cell
type, as suggested by Parczyk et al. (1997) and Sahlin et al. (2006)
for E2. Furthermore, the effect of ZEN could differ between the two
isoforms of Pgr (PgrA and B), a difference that we were unable to
evaluate with the primers used in this study. Conversely to mRNA
modulation results, our results on protein expression showed a
significant induction of both PgrA and PgrB isoforms 4 h after the
last administration of ZEN. No significant effect was observed at
24 h, probably due to the high inter-individual variability. The con-
tribution of both isoforms in the mRNA expression of Pgr could
explain the discrepancies between the mRNA and the protein mod-
ulations of expression. Recently, Frizzell et al. (2011) showed that
ZEN and its reduced metabolites led to an increase in PGR expres-
sion in human mammary cell lines, this response being estrogen
regulated. As suggested for Esr1, PgrA/B expression levels could
influence the modulation of ABC transporters expression. Indeed,
Piekarz et al. (1993) showed that progesterone was able to up-
regulate the expression of the Abcb1b gene in the mouse gravid
uterus through the PgrA isoform of Pgr.

In the mammary gland and the maternal liver, only Abcb1a and
Abcg2 mRNAs were induced, respectively. Data on the regulation of
these two transporter genes in liver and mammary gland are scarce.
In the human mammary gland cells, Alcorn et al. (2002) reported
a down-regulation of Abch1 mRNA expression with lactation, sug-
gesting an adaptive and protective response of the transporter to
reduce milk levels of toxic compounds. In our work the induction
of Abcb1a, which is apically located in the mammary gland, could
increase the efflux of xenobiotic substrates in the breast milk dur-
ing the lactation period. Tanaka et al. (2005) showed that the Abcg2
gene was regulated by hormones in liver and was undergoing gen-
der variations of expression. In the current work, an induction of
Abcg2 expression in the maternal liver could have a protective role
by enhancing the efflux of its substrates into bile. In the placenta,
Abccl and Esr1 mRNAs were inhibited 24 h after the last ZEN expo-
sure. Interestingly, this effect was opposite to that noted in the
uterus at the same experimental time. Given the localization and
efflux direction of Abcc1 in uterus and placenta (Fig. 1), this mod-
ulation could enhance the protection of fetus from exposition to
Abcc1 substrates. Opposite results were reported by Prouillac et al.
(2009) who showed an up-modulation of Abccl mRNA expression
in the BeWo choriocarcinoma cell line. This effect was observed
at very low dose 24 h after exposure, and was reversed 48 h after.
Discrepancies between our current work and these results could
be due to the cell origin (human/rat) or differences in the nuclear
receptors profile (ESR1, ESR2 and PGR) expressed in BeWo cells. In
addition, we previously showed that BeWo cells did not produce
ZEN metabolites, therefore the effects in this cell line were strictly
related to the parent molecule (Prouillac et al., 2009).
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Our results highlighted an effect on mRNA and protein expres-
sion of Abcb1a and Esr1 in the fetal liver. Abcb1 and Esr1 protein
expressions were inhibited 4h and 24 h after the last administra-
tion of the mycoestrogen. Abcb1 is located in the bile canaliculi
membrane of adult and fetus hepatocytes and protects them
against toxic effects of many xenobiotics by eliminating them into
bile. A decrease in its expression could lead to deleterious con-
sequences on fetal development. Unlike the maternal tissues, the
modulation of Abcb1 and Esr1 protein expression in the fetal liver
did not follow that of mRNA. Indeed, we observed for both genes
a delayed mRNA induction 24 h after the last exposure to ZEN.
One possible explanation for this phenomenon is that ZEN had
an inhibitory post-translational effect on Abcb1 and Esrl. Thus,
the late mRNA induction might be due to a positive feedback to
compensate the decrease in protein expression.

The effect of ZEN on the mRNA expression of ABC transporters
was varying according to the type of tissues. This phenomenon has
been widely described for the Selective Estrogen Receptor Modula-
tors (SERM) (Burger, 2000; Haskell, 2003). As suggested by Haskell
(2003), this could be due to the fact that the overall biologic activ-
ity of an estrogenic compound reflects the product of its relative
agonist/antagonist activity on the two receptors ESR1 and ESR2. It
is well known that ESR1 and ESR2 are differentially expressed in
most tissues. Our results showed that Esr1 was the Esr dominat-
ing subtype in the rat uterus, in agreement with previous studies
(Minorics et al., 2004; Wang et al., 1999), whereas a different
Esr1/Esr2 balance was found in the other tissues, including the fetal
tissue.

5. Conclusion

Our results showed for the first time that ZEN exposure is able
to modulate mRNA levels of ABC transporters in fetal liver and
maternal tissues during pregnancy, and modulates protein levels
in maternal uterus and fetal liver. The nature and magnitude of this
effect was tissue dependent, but independent of tissue impregna-
tion levels. However, it is important to keep in mind that the results
obtained herein reflect the global tissue response. Thus it was not
possible to determine the implication of each cellular type in the
whole response of every tissue.

Further investigations are needed to study the consequences
of such modulations. An induction of Abcb1a, Abcb1b and Abcg2
in the uterus could enhance the transport of xenobiotic substrates
toward the placenta and the fetus. The effect of ZEN in the fetal
tissue raises the question of potential permanent modulations of
ABC transporter expression at the adulthood. Today, the potential
consequences of such modulations on the fetal and neonatal stages,
which constitute critical periods of vulnerability to endocrine dis-
ruptors, are unknown and need to be addressed. Modulation of Esrs
and Pgr mRNA and protein may also impact the expression of genes
regulated by these nuclear factors.

Conflict of interest statement

None declared.

Acknowledgements

This study was funded by a grant from the ANR (ZENREPROTOX,
Grant 415 178C).

We gratefully thank Ms. Justine Jourdain and Ms. Diane
Marechal for their kind help in the realization of Fig. 1, and Mr.
Keith Hodson for English editing.

References

Alcorn, J., Lu, X.,, Moscow, J.A., McNamara, P.J., 2002. Transporter gene expression
in lactating and nonlactating human mammary epithelial cells using real-time
reverse transcription-polymerase chain reaction. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics 303 (2), 487-496.

Appelgren, LE., Arora, R.G., Larsson, P., 1982. Autoradiographic studies of
[3H]zearalenone in mice. Toxicology 25 (2-3), 243-253.

Arceji, R]., Baas, F., Raponi, R., Horwitz, S.B., Housman, D., Croop, ].M., 1990. Mul-
tidrug resistance gene expression is controlled by steroid hormones in the
secretory epithelium of the uterus. Molecular Reproduction and Development
25(2),101-109.

Axiotis, C.A., Guarch, R, Merino, MJ., Laporte, N., Neumann, R.D., 1991b. P-
glycoprotein expression is increased in human secretory and gestational
endometrium. Laboratory Investigation 65 (5), 577-581.

Axiotis, C.A., Monteagudo, C., Merino, MJ., LaPorte, N., Neumann, R.D., 1991a.
Immunohistochemical detection of P-glycoprotein in endometrial adenocarci-
noma. American Journal of Pathology 138 (4), 799-806.

Bacha, H., Chekir, L., Ellouz, F., Hadidane, R., Creppy, E.E., 1993. Effects of zearalenone
on fertilization and gestation in rats. In: Scudamore, K.A. (Ed.), Proceedings of
the UK Workshop, Occurrence and Significance of Mycotoxin. The University of
West London, Central Sciences Laboratory, London, pp. 258-262.

Bennett, .W., Klich, M., 2003. Mycotoxins. Clinical Microbiology Reviews 16 (3),
497-516.

Bernhoft, A., Behrens, G.H., Ingebrigtsen, K., Langseth, W., Berndt, S., Haugen, T.B.,
Grotmol, T., 2001. Placental transfer of the estrogenic mycotoxin zearalenone in
rats. Reproductive Toxicology 15 (5), 545-550.

Beyer, A., Hollunder, ]., Nasheuer, H.P., Wilhelm, T., 2004. Post-transcriptional
expression regulation in the yeast Saccharomyces cerevisiae on a genomic scale.
Molecular and Cellular Proteomics 3 (11), 1083-1092.

Biehl, M.L., Prelusky, D.B., Koritz, G.D., Hartin, K.E., Buck, W.B., Trenholm, H.L., 1993.
Biliary excretion and enterohepatic cycling of zearalenone in immature pigs.
Toxicology and Applied Pharmacology 121 (1), 152-159.

Boehme, K., Simon, S., Mueller, S.0., 2009. Gene expression profiling in Ishikawa
cells: a fingerprint for estrogen active compounds. Toxicology and Applied Phar-
macology 236 (1), 85-96.

Borst, P., Evers, R., Kool, M., Wijnholds, ].J., 2000. A family of drug transporters, the
multidrug resistance-associated proteins. Journal of the National Cancer Insti-
tute 92 (16), 1295-1302.

Bovee, T.F., Helsdingen, RJ]., Rietjens, .M., Keijer, J., Hoogenboom, R.L., 2004. Rapid
yeast estrogen bioassays stably expressing human estrogen receptors alpha and
beta, and green fluorescent protein, a comparison of different compounds with
both receptor types. Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 91
(3),99-109.

Bradshaw, M.S., Tsai, S.Y., Leng, X.H., Dobson, A.D., et al., 1991. Studies on the mecha-
nism of functional cooperativity between progesterone and estrogen receptors.
Journal of Biological Chemistry 266 (25), 16684-16690.

Burger, H.G., 2000. Selective oestrogen receptor modulators. Hormone Research 53
(Suppl. 3), 25-29.

Cao, J., Stieger, B., Meier, P.J., Vore, M., 2002. Expression of rat hepatic multidrug
resistance-associated proteins and organic anion transporters in pregnancy.
American Journal of Physiology. Gastrointestinal and Liver Physiology 283 (3),
G757-G766.

Ceccatelli, R., Faass, O., Schlumpf, M., Lichtensteiger, W., 2006. Gene expres-
sion and estrogen sensitivity in rat uterus after developmental exposure to
the polybrominated diphenylether PBDE 99 and PCB. Toxicology 220 (2-3),
104-116.

Coles, L.D., Lee, 1], Voulalas, P.J., Eddington, N.D., 2009. Estradiol and progesterone-
mediated modulation of P-gp in P-gp overexpressing cells (NCI-ADR-RES) and
placental cells (JAR). Molecular Pharmaceutics 6 (6), 1816-1825.

Collins, T.F.,, Sprando, R.L,, Black, T.N., Olejnik, N., Eppley, R.M., Alam, H.Z., Rorie, ].,
Ruggles, D.1., 2006. Effects of zearalenone on in utero development in rats. Food
and Chemical Toxicology 44 (9), 1455-1465.

Ddnicke, S., Swiech, E., Buraczewska, L., Ueberschar, K.H., 2005. Kinetics and
metabolism of zearalenone in young female pigs. Journal of Animal Physiology
and Animal Nutrition 89 (7-8), 268-276.

Diel, P., Schulz, T., Smolnikar, K., Strunck, E., Vollmer, G., Michna, H., 2000. Ability of
xeno- and phytoestrogens to modulate expression of estrogen-sensitive genes
in rat uterus: estrogenicity profiles and uterotropic activity. Journal of Steroid
Biochemistry and Molecular Biology 73 (1-2), 1-10.

D’'Mello, J.P.F., Placinta, C.M., Macdonald, A.M.C., 1999. Fusarium mycotoxins, a
review of global implications for animal health, welfare and productivity. Animal
Feed Science and Technology 80 (3-4), 183-205.

EFSA Panel on Contaminants in the Food Chain (CONTAM), 2011. Scientific opinion
on the risks for public health related to the presence of zearalenone in food. EFSA
Journal 9 (6), 2197.

Enokizono, J., Kusuhara, H., Sugiyama, Y., 2007. Effect of breast cancer resistance
protein (Bcrp/Abcg2) on the disposition of phytoestrogens. Molecular Pharma-
cology 72 (4), 967-975.

Evseenko, D.A., Paxton,].W., Keelan, ].A.,2007. Independent modulation of apical and
basolateral drug transporter expression and function in placental trophoblasts
by cytokines, steroids, and growth factors. Drug Metabolism and Disposition:
The Biological Fate of Chemicals 35 (4), 595-601.

Fitzpatrick, D.W., Arbuckle, L.D., Hassen, A.M., 1988. Zearalenone metabolism and
excretion in the rat: effect of different doses. Journal of Environment Science
and Health. Part B: Pesticides 23 (4), 343-354.






F. Koraichi et al. / Toxicology Letters 211 (2012) 246-256 255

Frizzell, C., Ndossi, D., Verhaegen, S., Dahl, E., Eriksen, G., Serlie, M., Ropstad, E.,
Muller, M., Elliott, C.T., Connolly, L., 2011. Endocrine disrupting effects of zear-
alenone, alpha- and beta-zearalenol at the level of nuclear receptor binding and
steroidogenesis. Toxicology Letters 206 (2), 210-217.

Fromm, M.F., 2004. Importance of P-glycoprotein at blood-tissue barriers. Trends in
Pharmacological Sciences 25 (8), 423-429.

Fukuda, H., Arai, M., Soh, T., Yamauchi, N., Hattori, M.A., 2006. Progesterone regu-
lation of the expression and function of multidrug resistance type I in porcine
granulosa cells. Reproductive Toxicology 22 (1), 62-68.

Griinfeld, H.T., Bonefeld-Jorgensen, E.C., 2004. Effect of in vitro estrogenic pesticides
on human oestrogen receptor alpha and beta mRNA levels. Toxicology Letters
151 (3), 467-480.

Guo, Y., Xiao, P, Lei, S., Deng, F., Xiao, G.G., Liu, Y., Chen, X,, Li, L., Wu, S., Chen, Y.,
Jiang, H,, Tan, L., Xie, ], Zhu, X,, Liang, S., Deng, H., 2008. How is mRNA expres-
sion predictive for protein expression? A correlation study on human circulating
monocytes. Acta Biochimica et Biophysica Sinica 40 (5), 426-436.

Haimeur, A., Conseil, G., Deeley, R.G., Cole, S.P.C., 2004. The MRP-related and
BCRP/ABCG2 multidrug resistance proteins, biology, substrate specificity and
modulation. Current Drug Metabolism 5 (1), 21-53.

Haskell, S.G., 2003. Selective estrogen receptor modulators. Southern Medical Jour-
nal 96 (5), 469-476.

Heneweer, M., Houtman, R., Poortman, J., Groot, M., Maliepaard, C., Peijnenburg, A.,
2007. Estrogenic effects in the immature rat uterus after dietary exposure to
ethinylestradiol and zearalenone using a systems biology approach. Toxicolog-
ical Sciences 99 (1), 303-314.

Hofer, N., Diel, P., Wittsiepe, J., Wilhelm, M., Kluxen, F.M., Degen, G.H., 2010. Inves-
tigations on the estrogenic activity of the metallohormone cadmium in the rat
intestine. Archives of Toxicology 84 (7), 541-552.

Huls, M., Russel, F.G., Masereeuw, R.J., 2009. The role of ATP binding cassette trans-
porters in tissue defense and organ regeneration. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics 328 (1), 3-9.

Kraus, W.L,, Katzenellenbogen, B.S., 1993. Modulation of progesterone receptor
gene expression and growth in the rat uterus, modulation of estrogen actions
by progesterone and sex steroid hormone antagonists. Endocrinology 132 (6),
2371-2379.

Kuiper, G., Lemmen, ].G., Carlsson, B., Corton, J.C., Safe, S.H., Van Der Saag, P.T.,
Van Der Burg, B., Gustafsson, J.A., 1998. Interaction of estrogenic chemicals and
phytoestrogens with estrogen receptor (3. Endocrinology 139 (10), 4252-4263.

Kuiper-Goodman, T., Scott, P.M., Watanabe, H., 1987. Risk assessment of the myco-
toxin zearalenone. Regulatory Toxicology and Pharmacology 7 (3), 253-306.

Malekinejad, H., Maas-Bakker, R., Fink-Gremmels, ]., 2006. Species differences in the
hepatic biotransformation of zearalenone. Veterinary Journal 172 (1), 96-102.

Marin, JJ., Macias, R, Briz, O., Pérez, M., Serrano, M.A.A., 2005. Molecular
bases of the excretion of fetal bile acids and pigments through the fetal
liver-placenta-maternal liver pathway. Annals of Hepatology: Official Journal
of the Mexican Association of Hepatology 4 (2), 70-76.

Marmugi, A., Ducheix, S., Lasserre, F., Polizzi, A., Paris, A., Priymenko, N., Bertrand-
Michel, J., Pineau, T., Guillou, H., Martin, P.G., Mselli-Lakhal, L., 2012. Low doses
of bisphenol a induce gene expression related to lipid synthesis and trigger
triglyceride accumulation in adult mouse liver. Hepatology 55 (2), 395-407.

Massart, F., Meucci, V., Saggese, G., Soldani, G., 2008. High growth rate of girls with
precocious puberty exposed to estrogenic mycotoxins. Journal of Pediatrics 152
(5), 690-695.

Matsumoto, J., Iwano, H., Inoue, H., Iwano, N., Yamashiki, N., Yokota, H., 2007.
Metabolic barrier against bisphenol A in rat uterine endometrium. Toxicological
Sciences 99 (1), 118-125.

Minorics, R, Ducza, E., Marki, A., Paldy, E., Falkay, G., 2004. Investigation of estrogen
receptor alpha and beta mRNA expression in the pregnant rat uterus. Molecular
Reproduction and Development 68 (4), 463-468.

Murata, T., Higuchi, T., 2003. Progesterone receptor mRNA levels during pregnancy,
labor, lactation and the estrous cycle in rat uterus. The Journal of Reproduction
and Development 49 (6), 425-432.

Nephew, K.P., Long, X., Osborne, E., Burke, KA., Ahluwalia, A., Bigsby, R.M., 2000.
Effect of estradiol on estrogen receptor expression in rat uterine cell types.
Biology of Reproduction 62 (1), 168-177.

Nie, L., Wu, G., Zhang, W., 2006. Correlation of mRNA expression and protein abun-
dance affected by multiple sequence features related to translational efficiency
in Desulfovibrio vulgaris: a quantitative analysis. Genetics 174 (4), 2229-2243.

Nishimura, M., Koeda, A., Suzuki, E., Kawano, Y., Nakayama, M., Satoh, T., Nari-
matsu, S., Naito, S., 2006. Modulation of mRNA expression of MDR1, MRP1, MRP2
and MRP3 by prototypical microsomal enzyme inducers in primary cultures
of human and rat hepatocytes. Drug Metabolism and Pharmacokinetics 21 (4),
297-307.

Nishimura, M., Yamaguchi, M., Yamauchi, A., Ueda, N., Naito, S., 2005. Role of soybean
oil fat emulsion in the prevention of hepatic xenobiotic transporter mRNA up-
and down-modulation induced by overdose of fat-free total parenteral nutrition
in infant rats. Drug Metabolism and Pharmacokinetics 20 (1), 46-54.

Olsen, M.E., Pettersson, H.I., Sandholm, K.A., Kiessling, K.H., 1985. Quantitative liquid
chromatographic method using fluorescence detection for determining zear-
alenone and its metabolites in blood plasma and urine. Journal of the Association
of Official Analytical Chemists 68 (4), 632-635.

Olsen, M.E., Pettersson, H.I, Sandholm, K., Visconti, A., Kiessling, K.H., 1987.
Metabolism of zearalenone by sow intestinal mucosa in vitro. Food and Chemical
Toxicology 25 (9), 681-683.

Owens, J.W., Ashby, ]., 2002. Critical review and evaluation of the uterotrophic
bioassay for the identification of possible estrogen agonists and antagonists,

in support of the validation of the OECD uterotrophic protocols for the labora-
tory rodent. Organisation for Economic Co-operation and Development. Critical
Reviews in Toxicology 32 (6), 445-520.

Parczyk, K., Madjno, R., Michna, H., Nishino, Y., Schneider, M.R., 1997. Progesterone
receptor repression by estrogens in rat uterine epithelial cells. Journal of Steroid
Biochemistry and Molecular Biology 63 (4-6), 309-316.

Parveen, M., Zhu, Y., Kiyama, R., 2009. Expression profiling of the genes responding
to zearalenone and its analogues using estrogen-responsive genes. FEBS Letters
583 (14), 2377-2384.

Pfaffl, M.W., Horgan, G.W., Dempfle, L., 2002. Relative expression software tool
(REST) for group-wise comparison and statistical analysis of relative expression
results in real-time PCR. Nucleic Acids Research 30 (9), e36.

Pfaffl, M.W., 2001. A new mathematical model for relative quantification in real-time
RT-PCR. Nucleic Acids Research 29 (9), e45.

Piekarz, R.L., Cohen, D., Horwitz, S.B., 1993. Progesterone regulates the murine
multidrug resistance mdr1b gene. Journal of Biological Chemistry 268 (11),
7613-7616.

Prouillac, C.,, Videmann, B., Mazallon, M., Lecoeur, S., 2009. Induction of cells differ-
entiation and ABC transporters expression by a myco-estrogen, zearalenone, in
human choriocarcinoma cell line (BeWo). Toxicology 263 (2-3), 100-107.

Reed, C.A. Berndtson, A.K, Nephew, K.P. 2005. Dose-dependent effects of
4-hydroxytamoxifen, the active metabolite of tamoxifen, on estrogen receptor-
alpha expression in the rat uterus. Anti-Cancer Drugs 16 (5), 559-567.

Sahlin, L., Masironi, B., Akerberg, S., Eriksson, H., 2006. Tissue- and hormone-
dependent progesterone receptor distribution in the rat uterus. Reproductive
Biology and Endocrinology 4, 47.

Sarkadi, B., Ozvegy-Laczka, C., Német, K., Varadi, A., 2004. ABCG2 a transporter for
all seasons. FEBS Letters 567 (1), 116-120.

Scotto, K.W., 2003. Transcriptional modulation of ABC drug transporters. Oncogene
22 (47),7496-7511.

Shier, W.T., Shier, A.C., Xie, W., Mirocha, CJ., 2001. Structure-activity relation-
ships for human estrogenic activity in zearalenone mycotoxins. Toxicon 3 (9),
1435-1438.

Shin, B.S., Hong, S.H., Bulitta, J.B., Hwang, S.W., Kim, H., Lee, ].B., Yang, S.D., Kim, J.E.,
Yoon, H.S., Kim do, ., Yoo, S.D., 2009. Disposition, oral bioavailability, and tissue
distribution of zearalenone in rats at various dose levels. Journal of Toxicology
and Environmental Health. Part A 72 (21-22), 1406-1411.

Smith, P.K,, Krohn, R.I., Hermanson, G.T., Mallia, A.K., Gartner, F.H., Provenzano, M.D.,
Fujimoto, E.K., Goeke, N.M., Olson, B.J., Klenk, D.C., 1985. Measurement of protein
using bicinchoninic acid. Analytical Biochemistry 150 (1), 76-85.

St-Pierre, M.V., Stallmach, T., Freimoser-Grundschober, A., Dufour, ].F., Serrano, M.A.,
Marin, J.J., Sugiyama, Y., Meier, P.J., 2004. Temporal expression profiles of organic
anion transport proteins in placenta and foetal liver of the rat. American Jour-
nal of Physiology. Regulatory, Integrative and Comparative Physiology 287 (6),
R1505-R1516.

Szuetz, P., Mesterhazy, A., Falkay, G.Y., Bartyok, T., 1997. Early telearche symptoms in
children and their relations to zearalenone contamination in foodstuffs. Cereal
Research Communications 25, 429-436.

Tanaka, Y., Slitt, AL, Leazer, T.M., Maher, ].M., Klaassen, C.D., 2005. Tissue dis-
tribution and hormonal regulation of the breast cancer resistance protein
(Bcrp/Abcg2) in rats and mice. Biochemical and Biophysical Research Commu-
nications 326 (1), 181-187.

Tomaszewski, J., Miturski, R., Semczuk, A., Kotarski, J., Jakowicki, J., 1998. Tis-
sue zearalenone concentration in normal, hyperplastic and neoplastic human
endometrium. Ginekologia Polska 69 (5), 363-366.

Ueno, Y., Ayaki, S., Sato, N., Ito, T., 1977. Fate and mode of action of zearalenone.
Annales de la Nutrition et de | Alimentation 31 (4-6), 935-948.

Vdhdkangas, K., Myllynen, P., 2009. Drug transporters in the human blood-placental
barrier. British Journal of Pharmacology 158 (3), 665-678.

Vendrell, ]J.A., Magnino, F., Danis, E., Duchesne, M.J., Pinloche, S., Pons, M., Birn-
baum, D., Nguyen, C., Theillet, C., Cohen, P.A., 2004. Estrogen modulation in
human breast cancer cells of new downstream gene targets involved in estro-
gen metabolism, cell proliferation and cell transformation. Journal of Molecular
Endocrinology 32 (2), 397-414.

Videmann, B., Koraichi, F., Mazallon, M., Lecoeur, S., 2012. Effect of gender, pregnancy
and exposure conditions on metabolism and distribution of zearalenone in rats.
World Mycotoxin Journal 5 (1), 57-69.

Videmann, B., Mazallon, M., Prouillac, C., Delaforge, M., Lecoeur, S., 2009. ABCC1,
ABCC2 and ABCC3 are implicated in the transepithelial transport of the myco-
estrogen zearalenone and its major metabolites. Toxicology Letters 190 (2),
215-223.

Videmann, B., Mazallon, M., Tep, J., Lecoeur, S., 2008. Metabolism and transfer of the
mycotoxin zearalenone in human intestinal Caco-2 cells. Food and Chemical
Toxicology 46 (10), 3279-3286.

Vore, M., Leggas, M., 2008. Progesterone acts via progesterone receptors A and B to
regulate breast cancer resistance protein expression. Molecular Pharmacology
73(3),613-615.

Wang, H., Lee, EW., Zhou, L., Leung, P.C,, Ross, D.D., Unadkat, ].D., Mao, Q., 2008.
Progesterone receptor (PR) isoforms PRA and PRB differentially regulate expres-
sion of the breast cancer resistance protein in human placental choriocarcinoma
BeWo cells. Molecular Pharmacology 73 (3), 845-854.

Wang, H., Masironi, B., Eriksson, H., Sahlin, L., 1999. A comparative study of estro-
gen receptors alpha and beta in the rat uterus. Biology of Reproduction 61 (4),
955-964.

Wang, H., Wu, X., Hudkins, K., Mikheev, A., Zhang, H., Gupta, A., Unadkat, ].D., Mao,
Q., 2006a. Expression of the breast cancer resistance protein (Bcrp1/Abcg2) in






256 F. Koraichi et al. / Toxicology Letters 211 (2012) 246-256

tissues from pregnant mice, effects of pregnancy and correlations with nuclear
receptors. American Journal of Physiology. Endocrinology and Metabolism 291
(6), E1295-E1304.

Wang, H., Zhou, L., Gupta, A., Vethanayagam, R.R., Zhang, Y., Unadkat, J.D., Mao,
Q., 2006b. Regulation of BCRP/ABCG2 expression by progesterone and 17beta-
estradiol in human placental BeWo cells. American Journal of Physiology.
Endocrinology and Metabolism 290 (5), E798-E807.

Yagtie, E., Armesilla, A.L., Harrison, G., Elliott, ]., Sardini, A., Higgins, C.F., Raguz,
S., 2003. P-glycoprotein (MDR1) expression in leukemic cells is regulated at
two distinct steps, mRNA stabilization and translational initiation. Journal of
Biological Chemistry 278 (12), 10344-10352.

Yang, C.P., DePinho, S.G., Greenberger, L.M., Arceci, RJ., Horwitz, S.B., 1989. Pro-
gesterone interacts with P-glycoprotein in multidrug-resistant cells and in
the endometrium of gravid uterus. Journal of Biological Chemistry 264 (2),
782-788.

Zhang, Y., Zhou, G., Wang, H., Zhang, X., Wei, F., Cai, Y., Yin, D., 2006. Transcrip-
tional upmodulation of breast cancer resistance protein by 17beta-estradiol in
ERalpha-positive MCF-7 breast cancer cells. Oncology 71 (5-6), 446-455.

Zinedine, A., Soriano, ].M., Molté, ].C., Maiies, J., 2007. Review on the toxicity, occur-
rence, metabolism, detoxification, modulations and intake of zearalenone, an
oestrogenic mycotoxin. Food and Chemical Toxicology 45 (1), 1-18.






PARTIE C. RESULTATS

II.1.1.d. RESULTATS-DISCUSSION

Nous n’avons pas pu établir de corrélation entre les teneurs tissulaires en ZEN et
métabolites et 1’effet observé sur 1’expression des transporteurs ABC, ce qui suggere un
mécanisme d’action a tres faible dose ou une courbe dose-réponse non conventionnelle, tel
que cela a été décrit pour les PEs. Tous les organes montrent une modulation de 1’expression
d’une partie ou de la totalité des transporteurs et récepteurs étudi€s, mais cette modulation
varie fortement de fagon qualitative (induction/répression) et quantitative en fonction des
tissus et du temps €écoulé apres 1’exposition a la ZEN. L’utérus est I’organe présentant les plus
fortes variations d’expression, les messagers et protéines Abcbl et Abcg2 étant induits, tandis
que Abccl et Abcc3 sont inhibés puis dans un second temps induits. Les conséquences d’une
telle modulation, dépendant de la localisation membranaire apicale ou basolatérale de chaque
transporteur au sein de 1’organe, pourraient influencer les échanges maternaux-feotaux non

seulement de xénobiotiques mais aussi de substrats endogenes tels que la progestérone.

Il.1.1.e. CONCLUSION

Nos résultats ont mis en évidence pour la premicre fois une modulation de
I’expression des transporteurs ABC dans le foie feetal et les organes maternels de rattes
exposées a la ZEN durant la gestation mais ne peuvent permettre d’établir d’hypothéses sur
les conséquences que de telles modulations pourraient avoir sur la santé. Cependant, la
modification de I’expression des transporteurs ABC dans le foie feetal pose la question de la
rémanence de ces effets une fois 1’exposition a la ZEN terminée et leurs conséquences

potentielles sur le développement du foetus.
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PARTIE C. RESULTATS

11.1.2. In Vitro

I11.1.2.a. CONTEXTE DE L’ETUDE

L’exposition in utero suggere le franchissement du placenta. Le placenta peut étre
considéré comme une barriere conditionnant le passage des substances a 1’image de toute
autre barriere physiologique telle que I’intestin. En effet, plusieurs travaux montrent que de
nombreux xénobiotiques absorbés par la mere sont susceptibles de traverser cette barri¢re par
des mécanismes de transport actif via des protéines d’efflux.

Parallelement a sa fonction de transfert, le placenta joue un réle majeur dans le
déroulement de la grossesse par ses fonctions endocrines. En amont des effets toxiques au
niveau du feetus, il est donc également un des garants d’une grossesse menée a terme sans
problémes majeurs tels qu’avortements, accouchements prématurés, éclampsies, retards de
croissance in utero.... Enfin, il s’agit d’un organe hormono-dépendant qui évolue d’un point
de vue fonctionnel et morphologique tout au long de la grossesse.

Ces ¢léments ont été a la base de I’hypothese selon laquelle le placenta peut constituer
un tissu cible de I’effet des contaminants environnementaux a effet PE, dont la ZEN et ses
métabolites. Pour répondre a ces questions nous avons choisi d’étudier les effets de la ZEN et
de ses métabolites principaux (a-ZEL et B-ZEL) sur des cellules placentaires (lignée BeWo)
issues d’un choriocarcinome humain. Il s’agit de trophoblastes villeux recouvrant I’arbre
villositaire, siege des échanges foeto-maternels et des fonctions endocrines placentaires qui

sont capables de se différencier en scyncytiotrophoblaste.
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PARTIE C. RESULTATS

I1.1.2.b. OBJECTIFS

Les effets de la ZEN sur 1’expression des transporteurs ABC (MRP1, MRP2 et BCRP)
et sur la différenciation cellulaire des trophoblastes ont été préalablement mis en évidence
dans des travaux antérieurs (Prouillac et al., 2009).

Les objectifs de cette étude ont été de comparer les effets de la ZEN a ceux de ses métabolites
(o—ZEL et B—ZEL) afin de comprendre I’importance des propriétés oestrogéniques et
I’implication des récepteurs nucléaires dans la modulation de 1’expression des transporteurs
ABC et dans la différenciation cellulaire induite par la ZEN. Au préalable, nous avons montré
que la ZEN n’étant pas métabolisée par les cellules BeWo, cette lignée cellulaire constituait
un bon modele d’étude des effets de la ZEN et de ses principaux métabolites de facon

indépendante.

I1.1.2.c. RESULTATS: PUBLICATION 3

In vitro toxicological effects of estrogenic mycotoxins on human placental cells: structure
activity relationships
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ABSTRACT

Zearalenone (ZEN) is a non-steroid estrogen mycotoxin produced by numerous strains of Fusarium which
commonly contaminate cereals. After oral administration, ZEN is reduced via intestinal and hepatic metabo-
lism to a- and 3-zearalenol (aZEL and BZEL). These reduced metabolites possess estrogenic properties, ®ZEL
showing the highest affinity for ERs. ZEN and reduced metabolites cause hormonal effects in animals, such as
abnormalities in the development of the reproductive tract and mammary gland in female offspring, suggesting a
fetal exposure to these contaminants.

In our previous work, we have suggested the potential impact of ZEN on placental cells considering this organ as
a potential target of xenobiotics. In this work, we first compared the in vitro effects of ®ZEL and BZEL on cell
differentiation to their parental molecule on human trophoblast (BeWo cells). Secondly, we investigated their
molecular mechanisms of action by investigating the expression of main differentiation biomarkers and the
implication of nuclear receptor by docking prediction. Conversely to ZEN, reduced metabolites did not induce
trophoblast differentiation. They also induced significant changes in ABC transporter expression by potential
interaction with nuclear receptors (LXR, PXR, PR) that could modify the transport function of placental cells.
Finally, the mechanism of ZEN differentiation induction seemed not to involve nuclear receptor commonly
involved in the differentiation process (PPARY). Our results demonstrated that in spite of structure similarities
between ZEN, aZEL and BZEL, toxicological effects and toxicity mechanisms were significantly different for the

three molecules.

© 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

Contamination of cereals by mycotoxins poses certain health
questions. The mycotoxin ZEN is a secondary metabolite produced
by numerous strains of Fusarium fungi which contaminate a large
variety of foods. This non-steroid estrogen mycotoxin leads to toxic
effects in animals and human (Zinedine et al., 2007) and is classified
by IARC under group 3 carcinogens (IARC, 1999).

After intake, ZEN is reduced via intestinal and hepatic metabolism
to alpha and beta-zearalenol («ZEL and BZEL) (Malekinejad et al.,
2006) (Fig. 1). ZEN and derivatives show similar estrogenic proper-
ties, with the exception of ®ZEL which possess a higher estrogenic ac-
tivity (Minervini et al., 2005). The effects of an inevitable exposure of
population and children to these toxins, with probable adverse out-
comes, need to be scientifically assessed.

Most studies report reproductive toxicological effect of ZEN in an-
imals (decrease in the size of the litter in small ruminant females,

* Corresponding author. Fax: +33 4 78 87 80 12.
E-mail address: c.prouillac@vetagro-sup.fr (C. Prouillac).
! Fax: +33 5615560 11.

0041-008X/$ - see front matter © 2012 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.taap.2012.01.016

penis abnormalities and degenerating sperm in males, Zinedine et
al., 2007) and humans (central precocious puberty, endometrial ade-
nocarcinomas, Massart et al., 2008; Szuetz et al., 1997; Tomaszewski
et al., 1998).

In toxicology, toxic effects on fetal development have usually been
considered as a consequence of environmental contaminants expo-
sure via placental transfer. Indeed, placenta is the key organ that reg-
ulates the exchange of nutrients, gasses, waste, endogenous and
foreign molecules between maternal and fetal circulations (Prouillac
and Lecoeur, 2010). However, in human pregnancy, successful pla-
centation and remodeling of the uterine vasculature are crucial for a
healthy pregnancy and also for fetal development: dysregulation of
these phenomena may have a potential role in the development of
preeclampsia or intrauterine growth restriction (Cartwright et al.,
2010). In particular, trophoblasts differentiation process seems to be
a critical step. After nidation, the trophoblast differentiates in two
ways: the extra-villous trophoblast (which is the precursor of the
invasive trophoblast) and the villous (which is the precursor of the
syncytiotrophoblast). Villous trophoblast cells proliferate and differ-
entiate by fusion to form a continuous, uninterrupted, multinucleated
layer that regulates the exchange of substrates, gasses and other
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Fig. 1. Chemical structures of mycotoxins.

factors between the maternal and fetal circulations and synthesizes
and secretes steroid hormones (progesterone, estrogens) and many
protein hormones, including placental lactogen and chorionic gonad-
otropin (hCG) (Guibourdenche et al., 2009). Fusion of cytotropho-
blasts to the syncytiotrophoblast depends on multiple key elements:
it is well established that the activation of adenylyl cyclase leads to in-
creased expression of cAMP, hCG, and several proteins as the enve-
lope protein of a recently identified human endogenous defective
retrovirus (Syncytin 1 and Syncytin 2) (Delidaki et al., 2010).
Tarrade et al. (2001) suggested also the role of nuclear receptor
(PPARY) in trophoblast differentiation. Dysregulation of some factors
could result in aberrant villous trophoblast turnover (Gauster et al.,
2009; Handwerger, 2010).

In previous work, we demonstrated the potential impact of ZEN on
trophoblast differentiation suggesting a potential role on pregnancy
disorders (Prouillac et al., 2009). ZEN modulated also the expression
of major ABC membrane transporters implicated in endogenous and
foreign molecule exchanges between mother and fetus (Prouillac
and Lecoeur, 2010). Finally, we established a link between cell differ-
entiation and modulation of ABC transporters expression.

Toxicological effect of ®ZEL and RZEL on placenta cells and poten-
tial interaction with nuclear receptors are not already described. In
this work, to elucidate the mechanism of action of ZEN on syncytializa-
tion process, we first compared the respective effects of ZEN with its
major metabolites, ®ZEL and RZEL, on syncytialization, by analyzing
the toxin effect on differentiation biomarkers already identified as
crucial regulators of trophoblast cell fusion (hCG, Syncytins, intracel-
lular cAMP) (Delidaki et al., 2010; Yang et al., 2003). We also investi-
gated the modulation of major ABC transporter expression by aZEL
and RZEL. MRP1, MRP2 and BCRP are the best studied ABC efflux trans-
porters expressed in placenta and play a key role in expelling chemi-
cals across the maternal fetal interface (Prouillac and Lecoeur, 2010).

Finally, according to numbers of studies reported the involvement
of hormonal and orphan nuclear receptors in ABC transporter expres-
sion modulation (Ding et al., 2006; Tarrade et al., 2001; Wang et al.,
2006; Wang et al., 2008), we investigated, by docking studies, poten-
tial interaction of mycotoxins with nuclear receptors (PPARYy, PR,
LXR).

Material and methods

Chemicals and reagents. ZEN, oZEL, PZEL, FITC-conjugated goat
anti-mouse IgG F(ab’), fragment, forskolin and MTT (3-[4,5-

dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) kit were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Quentin Fallavier, France).
Saponin came from Acros organics, Noisy-le-Grand, France. The hCG
immunoassay kit used for the quantitative measurement of hCG in
culture media came from Bio-Line (Bruxelles, Belgique) and colori-
metric ELISA kit for cAMP intracellular quantification was purchased
from Enzo Life Sciences (Villeurbanne, France). Primary antibodies
(JSB-1, M,l-4, BXP-34) were obtained from Alexis Biochemicals
Corp. (San Diego, CA, USA). Mouse IgG1 isotype (MOPC 31C) came
from Ancell Corp. (Bayport, MN, USA).

Cell culture and treatments. The BeWo cell line was obtained from the
American Type Culture Collection (ATCC-CCL-98) and was used be-
tween passages 194 and 205. BeWo cells were maintained in
DMEM/Ham's F12 (Invitrogen Cergy Pontoise, France) supplemented
with 10% heat-inactivated FBS (Perbio Science, Brebiéres, France),
100 U/ml penicillin/streptomycin (Invitrogen Cergy Pontoise, France)
in 75-cm? flasks (Falcon, VWR international, Strasbourg, France) in a
humidified atmosphere of 95% air and 5% CO, at 37 °C. Medium was
changed three times a week and cells were sub-cultured at 70-80%
confluency using a 0.25% trypsin-EDTA solution (Invitrogen Cergy
Pontoise, France).

Before exposure, cells were washed with PBS and further cultured
in serum-free medium. The BeWo cells (100000 cells/cm2) were
exposed 3 days after seeding on 12 wells plates or 25-cm? flasks
(Falcon, VWR international, Strasbourg, France). Serum-free medium
was used to avoid possible stimulatory effects of growth factors pre-
sent in FCS. For induction of differentiation, cells were treated for
48 h with forskolin, an activator of adenylate cyclase.

Selected concentrations of «ZEL, RZEL, ZEN and forskolin, were
prepared as 1000 stocks in dimethyl sulphoxide (DMSO). For 48 h
exposure, chemicals were administered in the solvent vehicle, and
the concentration was limited to 0.1% (v/v). The medium was chan-
ged every day. The control cells were cultured in the media contain-
ing vehicle (0.1% v/v DMSO) under the same conditions.

MTT cell viability assay. Cell viability in undifferentiated cells was
assayed by the MTT test, as described in our previous report
(Prouillac et al., 2009). BeWo cells were exposed to 0.1-100 uM o~
ZEL and B-ZEL at day 3-4 post-seeding when cells were confluent.
Two exposure times (24 h, 48 h) were tested. Absorbance at 490 nm
was read using a Microplate reader (SpectraCount, Perkin-Elmer).
Cell viability is expressed as the relative formazan formation in
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treated samples when compared to control cells [(A49o treated cells/
Asgo control cells) 100%].

hCG measurement in culture media. Conditioned media were collected
from wells at 48 h after exposure and kept at —20 °C. hCG in cell cul-
ture medium was quantified using enzyme immunoassay kit which is
based on the sandwich technology and detects both whole hCG mol-
ecule and its free subunit o and p-hCG present in media. The assay
was conducted according to the manufacturer's instructions. The op-
tical density was read at 450 nm with a microplate reader
(SpectraCount, Perkin-Elmer), and results were normalized to pro-
tein concentration (Bradford method). The intensity of color devel-
oped from the peroxydase-substrate reaction was proportional to
the concentration of hCG in the sample.

cAMP measurement. Intracellular levels of cAMP were determined fol-
lowing the manufacturer's instructions of the enzyme immunoassay
kit. Briefly, after treatment the cells were washed once with saline
buffer, incubated for 10 min in 0.1 M HCI to stop endogenous phos-
phodiesterase activity, and scraped into microcentrifuge tubes. After
centrifugation, direct cAMP measurements were performed on super-
natants after acetylation. The optical density was read at 405 nm with
a microplate reader (SpectraCount, Perkin—-Elmer). The intracellular
cAMP concentration was calculated by using a standard curve and
normalized to protein concentration (Bradford method).

Flow cytometry. The expression of MRP1, MRP2 and BCRP in BeWo
cells was analyzed by flow cytometry. Cells were harvested with
trypsin-EDTA (1:20) in PBS (1 ml/well), and washed with PBS con-
taining 4% fetal bovine serum, then fixed for 30 min at room temper-
ature with 4% paraformaldehyde (PFA) in PBS. After centrifugation
(5 min, 400 g), cells were permeabilized by re-suspending the pellet
in PBS containing 4% fetal bovine serum and 0.1% saponin. Anti-
MRP1 (MRPm6, 1:5) anti-MRP2 (M2I-4, 1:5), anti-BCRP (BXP-34,
1:5) primary antibodies, mouse IgG1 isotype used as negative control,
were added and cells were incubated at 4 °C for 30 min under orbital
agitation. After washing and centrifugation (5 min, 400 g), cells were
incubated for 30 min at 4 °C in PBS containing 0.1% saponin, 4% fetal
bovine serum, and FITC-conjugated IgG F(ab’)2 fragment (1:100).
The labeled cells were washed in PBS containing 0.1% saponin and
4% fetal bovine serum, then fixed in a 1% PFA/PBS (v/v) solution and
kept at 4 °C until analysis.

Fluorescence was measured with the Accuri C6 flow cytometer
(Accuri, Ann Arbor, MI) and data analyzed with CFlow software. Anal-
ysis was based on light-scatter and fluorescence signals produced
from 20 mW laser illumination at 488 nm and being screened by
the following filter configurations FL1 533/30 nm band pass filter.
Forward (FSC) and side (SSC) scatter data were used to establish a
gate excluding dead cells and debris.

Real time RT-PCR. Cells were immediately collected in RNA Later
(Qiagen, Courtaboeuf, France) before RNA extraction. Total RNA was
isolated from BeWo with RNeasy Plus Mini kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France) and quantified with RiboGreen® RNA Quantitation Kit
(Molecular Probes, Leiden, The Netherlands). Assays were carried
out according to the manufacturer's instructions. RNA was amplified
by using the QuantiTect SYBR Green RT-PCR kit (Qiagen, Courtaboeuf,
France).

Real-time quantitative RT-PCR was performed in an Mx3000 cy-
cler (Stratagene, Amsterdam, The Netherlands) using SybrGreen dye
(Molecular Probes, Leiden, The Netherlands). Primer concentrations
were 400 nM. The relative mRNA levels in each sample were normal-
ized to two housekeeping genes, [3-actin and 3-phosphoglycerate ki-
nase (PGK). Primer sequences, product size and origin are indicated
in Supplementary data S1. After RT, the thermal cycling comprised a
denaturation step at 94 °C for 15 s, 40 cycles at 95 °C for 10 s, 50-

60 °C for 30 s, 72 °C for 30 s. In prevalidation experiments the condi-
tions for the PCR cycles were optimized and the PCR slope and
PCR efficiency were calculated for each gene which permits
efficiency-corrected comparative quantitation (Pfaffl, 2001). Primer
pair specificity was tested at the end of every run by melting curve
analysis, and amplification specificity was confirmed by electrophore-
sis in a 2% agarose gel. After GelRed™ (Biotium, Hayward, USA) stain-
ing, visualization under Ultra Violet light showed a single band with
the expected size for each gene.

Expression of target genes was normalized to the level of B-actin
and expressed relative to a control (untreated sample). Normaliza-
tion to PGK was also performed to confirm results obtained using [>-
actin. Reactions were carried out in duplicate.

Computational study. Discovery Studio Client and UCSF Chimera soft-
ware were used for protein-ligand interaction visualization. Docking
studies were realized with Molegro Virtual Docker software. The
methods are described in Supplementary data 2.

Statistical analysis. All experiments were performed in triplicate.
Statistical analysis was performed using the unpaired Student t-test
(XLSTAT-PRO 2010). Results were considered statistically significant
when p<0.05.

Results
Cytotoxicity assay

The viability of the placental cells was measured by means of the
MTT assay after culturing in presence of the mycotoxins for 48 h.

The cytotoxic effect of the two mycotoxins increases in relation to
increasing concentration (Fig. 2). A significant effect on cell viability
was observed from up to 10 uM and ICsq are evaluated at 75 uM for
aZEL and 50 pM for BZEL. As the MTT test can also be used to measure
proliferation, we observed a slight proliferating effect at lowest con-
centrations. In accordance with these results, mycotoxin effects
were studied at concentrations of 0.1-10 pM. Concentrations of
other compounds were chosen according to literature data, absence
of cytotoxicity being verified for each compound.

Differentiation study
hCG measurement

To highlight a potential effect of reduced metabolites of ZEN on
BeWo cells differentiation, the levels of hCG were measured in the
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Fig. 2. Effect of ZEN, aZEN and 3ZEN on BeWo cells viability. BeWo cell monolayers
were exposed to A) «ZEL and PZEL (0.1-100uM) during 48 h and B) ZEN
(1-100 uM) during 48 h. Data are mean+S.D. (n=28) expressed as % of control re-
sponse. Statistically different from control cell monolayers, *p<0.01.
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the ratio of hCG (mIU/mg protein) treated vs untreated cells. The measurement was
carried out in duplicate wells from three experiments (mean + SD, n=3).

supernatants from cultured trophoblast at 24 h and 48 h exposure
with mycotoxins (Fig. 3). Results were expressed relative to our con-
trol conditions and normalized to total protein account to prolifera-
tive observed effect. No significant effect of ZEL and BZEL was
observed on hCG production.

Otherwise, this absence of effect on biochemical cell differentia-
tion was associated with the absence of morphological change such
as syncytialization (data not shown).

cAMP measurement

To confirm and explain the potential differential effect of ZEN to its
reduced metabolites on cell differentiation process, we determined
intracellular cAMP production in response to 48 h mycotoxin exposure
(10 uM) (Fig. 4). Results are normalized to total protein. Forskolin was
used as positive control to validate our conditions: a 5-fold increase in
cAMP production was provoked by forskolin (5.88 4+ 0.40 pmole/mg
protein) relative to our control condition (0.28 4 0.02 pmole/mg
protein).

No significant effect was observed after ZEN exposure whereas the
cAMP production was significantly increased after oZEL (0.50+
0.21 pmole/mg protein) and PZEL (0.59+ 0.08 pmole/mg protein)
treatment.

Characterization of human syncytin-1, syncytin-2 and hCG transcripts

To explore and compare the differential effect of the three myco-
toxins on proteins which are implicated in syncytialization, we

350 4
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Fig. 4. Effect of ZEN, aZEL and BZEL (10 pM) on intracellular cAMP in BeWo cells. Re-
sults are expressed in pmole/mg protein of intracellular cAMP after 48 h mycotoxin ex-
posure. The measurement was carried out in duplicate wells (mean4SD, n=3).
Statistically different from control cell monolayers, *p<0.05.
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Fig. 5. Effect of ZEN, aZEL and RZEL on mRNA expression of differentiation biomarkers
in BeWo cells. Relative ERVWE1, ERVWE?2 and BhCG levels normalized to 3-actin were
determined as described in Material and methods. Data shown are means + SD from 3
independent experiments. Statistically significant from control (unexposed) cells,
*p<0.05.

determined the regulation expression of Syncytin-1 (ERVWET1),
Syncytin-2 (ERVWE2) and hCG proteins at 48 h (Fig. 5). Results are
expressed relative to control conditions.

Relative expression of ERVWE2 was significantly induced by the
three mycotoxins: the greater induction was observed in response
to ZEN (10 uM) followed by BZEL (10 uM) and oZEL (10 puM).

A significant induction of ERVWET1 and hCG mRNA was observed
in response to ZEN (10 uM), while significant inhibition of ERVWE1
and hCG mRNA was observed in response to BZEL (10 uM) and no
effect on these transcripts was observed with oZEL (10 uM).

ABC transporter expression

As cell differentiation and ABC transporter expression may be
linked (as previously shown for ZEN, Prouillac et al., 2009), we stud-
ied the effect of ®ZEL and BZEL on ABC transporter mRNA and protein
expression.

Results showed a differential effect of «ZEL and BZEL on ABC
transporter regulation expression at mRNA (Fig. 6) and protein levels
(Fig. 7).

In response to ZEL (0.1-10 pM), we observed an early inhibition
effect at 24 h on MRP1 (60.0 + 22.5%), MRP2 (40.0 £ 2.6% to 59.0+
5.7%) and BCRP (31.0 £ 7.2%) mRNA expression (Fig. 6A). This effect
was more significant for the lower (0.1-1uM) than for the higher
(10 uM) concentrations and completely abolished at 48 h. Effects
were not concentration or time dependant.

In response to BZEL, the expression regulation of ABC transporter
is quite different from that observed for aZEL (Fig. 6B). MRP1 mRNA
was significantly induced by 0.1 uM PRZEL from 24 h (744 6.6%)
whereas this effect decreased with increasing concentration at 24 h
and at 48 h for the same dose (254 2.6%) suggesting a dose depen-
dant transient effect. Otherwise, BZEL 10 pM led to significant inhibi-
tion of MRP1 mRNA at 48 h (544 12.9%). The regulation of MRP2
mRNA was also dose dependent: at 24 h, for lowest concentrations,
MRP2 mRNA was significantly induced until 1uM (57.5+£3.4% to
112.25+6.1%) and dropped at 10 uM. This phenomenon is complete-
ly reversed at 48 h with a significant induction (53.0 4+ 10.0%) in re-
sponse to BZEL (10 pM).

Finally, significant effect on BCRP regulation in response to RZEL
(1-10 M) was observed at 48 h with an inhibition (17.6 +-4.0% and
19.34+0.8%) whereas a slight induction was observed in response to
0.1 uM RZEL (11.3 +2.1%).

To correlate observed variation of mRNA expression we investi-
gated the effect of mycotoxins on ABC transporter protein expression
by flow cytometry. No significant effect was observed at 24 h and for
the lowest concentration 0.1 pM.
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In response to aZEL 10 pM during 48 h, MRP1 and MRP2 were sig-
nificantly induced (MRP1: 35.7 + 7.4% and MRP2: 81.3 4-3.6%) whereas
there was no effect on BCRP protein expression level (Fig. 7A).

In response to BZEL 10 uM during 48 h, MRP1 and BCRP were
significantly inhibited (MRP1: 19.54-4.9% and BCRP: 32.4 +6.8% to
46.7 £ 2.9%) whereas there was no effect on MRP2 protein expression
level (Fig. 7B).

As for transcript regulation analysis, the extent of protein expres-
sion variation concerned MRP2, MRP1 and BCRP in decreasing order.

Molecular docking study

To better understand the role of mycotoxins in differentiation pro-
cess and ABC transporter regulation, we used docking studies to in-
vestigate the potential interaction of these compounds with nuclear
receptors described to be involved in these two phenomena.

Firstly we evaluated the relative expression of main nuclear recep-
tor genes in undifferentiated trophoblast cells. Relative expression of
hormonal nuclear receptors and orphan nuclear receptors are respec-
tively represented in Figs. 8A and B. Receptor expression was ranked
as follows: Peroxysome Proliferator Receptor gamma (PPARY) > Pro-
gesterone Receptor A (PRA) > Retinoid X Receptor (RXR) > Progester-
one Receptor B (PRB) > Liver X Receptor (LXR).

Pregnane X Receptor (PXR) and Farnesoid X Receptor (FXR) were
detected at very low level, estrogen receptors (ERa, ERB) were at the
detection limit, and Constitutive Androstane Receptor (CAR) was not
detected.

We investigated molecular docking studies with well expressed
receptors PR, LXR and PPARY. In this purpose, we collected a library
of high-quality crystallographic structures of ligand binding domains
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Fig. 7. ABC transporter protein expression modulation. BeWo cells were checked for
MRP1, MRP2, BCRP expression after a 48 h of A) aZEN (1, 10 pM) and BeWo B) BZEN
(1, 10 uM). Quantification was realized using mean of fluorescence ratio in exposed/
unexposed cells. Data shown are mean 4 SD (n = 3). Statistically different from control
cells (unexposed) *p<0.05, **p<0.01.

of various human nuclear receptors to be used in virtual screening.
Each receptor was represented by an ensemble of structures in
order to capture possible conformational variations of the binding
pocket (Supplementary data 2) in order to take in account possible
conformational variations of the binding pocket.

Progesterone receptor

Because of structural similarities with progesterone, ZEN, aZEL
and RZEL had a high probability to bind to the ligand binding pocket:
ZEN, oZEL and BZEL had the same orientation and fit in a good way in
the binding pocket of PR (Fig. 9). This assessment was confirmed by
docking scores (in Supplementary data 2).

As Williams and Sigler (1998) already demonstrated, the specific
determinant of progesterone was the 3-keto substituent which estab-
lished three hydrogen bonds with GLN 725, ARG 766 and water site.
These residues (GLN725 and ASP 766) were also involved in hydro-
gen interaction with ZEN and BZEL.

Interaction of ZEN with protein residue was characterized by only
one hydrogen bond with GLN725. No hydrogen bonds were observed
when we considered oZEL whereas two hydrogen bonds were noti-
fied between RZEL and the critical residue ARG766 and GLN725. We
were therefore able to classify mycotoxins by their bound capacity
as BZEL>ZEN>aZEL, without suggesting any biological action of
them (i.e. activation or inactivation).

Liver X receptor

The ligand-binding pocket of LXRa is a large hydrophobic cavity
with only a few possible hydrogen bond interactions (Fig. 10). Instead
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of ZEN, aZEL and RZEL had the same orientation and fit in the binding
pocket of LXR. ARG 305 is the only residue that interacts directly with
the reference agonist ligand, GW3965 whereas THR 302 was the only
residue that interacted with aZEL (three hydrogen bonds) and BZEL
(two hydrogen bonds). No interaction with ZEN and protein residue
was observed.

Peroxisome proliferator activated receptor gamma

PPAR<y has much larger bended ligand binding pocket than other
nuclear receptors (Fig. 11); this binding pocket explained that
PPARY ligands were characterized by high flexibility. Indeed, in gen-
eral the ligand is in a U-shaped conformation and makes interactions
with TYR473, SER289 and GLN286. A ligand-entry site in this cavity is
apparent from the crystal structure.

Because of this particular ligand binding site conformation and
high flexibility, we were unable to establish a good model for docking
study (no correlations were obtained between predicted docking
score and crystal structure). However, it seemed that because of the
relatively low flexibility and size of ZEN and its metabolites, these
molecules could not adopt a U-shaped conformation and establish in-
teractions with the same residues as rosiglitazone. The ligand-entry
could limit the accessibility of ZEN and its metabolites to the ligand
binding domain.

Discussion

ZEN and its major reduced metabolites, ®ZEL and BZEL, are endo-
crine disrupters that cause estrogenic effects and alter reproductive
tracts. Toxicological and biological effects of ZEN on human placental
cells have already been described (Prouillac et al., 2009). In the pre-
sent study, we investigated the molecular mechanism of action of

ZEN on trophoblast differentiation process in comparison to oZEL
and BZEL by considering structural and hormonal properties of
these molecules and recent data on trophoblast differentiation
regulation.

First, toxicity of oZEL and BZEL was assessed by the MTT assay
after 48 h incubation: cell viability was different for the two metabo-
lites with a pronounced toxicity of BZEL compared to aZEL consider-
ing their respective ICsq. As it was already demonstrated by Ouanes-
Ben Othmen et al. (2008) on Vero cells, «ZEL and PZEL were
less cytotoxic than ZEN on BeWo cells (Prouillac et al., 2009). The
highest toxicity of the parent molecule could be due to its effect on
cell cycle and trophoblast differentiation (Abid-Essefi et al., 2004;
Prouillac et al., 2009). Indeed, the differentiation of BeWo cells in syn-
cytiotrophoblasts does not occur spontaneously and this process was
recently suggested to be associated with only the initiation but not
the whole process of apoptosis (Chen et al., 2011).

The multinuclear syncytium is formed from mononuclear cytotro-
phoblasts through a process of differentiation that involves cellular
aggregation followed by fusion of plasma membranes (morphological
change) and protein up-regulation as placental lactogen and hCG
which is classically considered as a biochemical differentiation mark-
er. Moreover, by autocrine way, hCG promote the fusion of cytotro-
phoblast cells and their differentiation to syncytiotrophoblast cells
(Cole, 2010).

To correlate the differential cytotoxicity effect of aZEL and BZEL
on one hand and ZEN on the other hand with syncytialization, we in-
vestigated morphological change of BeWo cells after oZEL and RZEL
exposure (data not shown). We did not observe syncytium formation
as it was described for ZEN suggesting also a differential effect of ZEN
and its metabolites on differentiation process.

As it was demonstrated by Al-Nasiry et al. (2006) in JEG-3 cells,
morphological and biochemical changes can be dissociated in tropho-
blast differentiation; this is the reason why we studied the effect of
aZEL and BZEL on hCG secretion. hCG secretion was not up regulated
by aZEL or BZEL even at highest exposure concentrations whereas
our previous study reported a significant increased in hCG secretion
after ZEN exposure. Thus, oZEL and BZEL did not induce morpholog-
ical and biochemical trophoblast differentiation (no hCG production).

Recently, a link between cell fusion and Syncytin-1 and Syncytin-2
expression was established. These syncytiotrophoblast markers are
envelope proteins derived from human endogenous retroviruses
(HERVs) and are greatly involved in syncytialization (Potgens et al.,
2004). In BeWo cells, Vargas et al. (2009) reported that Syncytin-1
and Syncytin-2 were positively modulated upon stimulation by for-
skolin, an inducer of syncytialization: Syncytin-2 seemed to be essen-
tial to fusion process and its expression showed a more pronounced
response than Syncytin-1 as it was observed in our study for ZEN. Sig-
nificant induction of Syncytin-2 was also observed after oZEL or BZEL
exposure but no significant effect was observed for Syncytin-1. These
results suggested that induction of cell fusion by ZEN was correlated
with up-regulation of both Syncytin-1 and Syncytin-2.

Regulation of the formation of multinucleated syncytiotrophoblast
via cell fusion of mononuclear cytotrophoblast is not clearly elucidat-
ed and we proposed a synthetic scheme of the multiple pathway in-
volved in trophoblast differentiation (Fig. 12). A number of studies
have reported the central role of cAMP and proteins activating by pro-
tein kinase A (Keryer et al, 1998). For example, Syncytin-1 and
Syncytin-2 are regulated by intracellular level of cAMP in trophoblast
(Orendi et al., 2010) as well as hCG, (Handschuh et al., 2009) which is
also regulated by a number of factors that regulate villous differenti-
ation (glucocorticoids, growth factors, oxygen concentration). Our
data suggested that aZEL or BZEL was able to significantly stimulate
intracellular cAMP production as forskolin did whereas surprisingly
this effect was not observed with ZEN; these results suggested that
induction of differentiation by ZEN was not mediated by cAMP and
that induction of cAMP production is not necessarily associated with
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Fig. 9. Diagrams of the three dimensional structure of PR ligand binding domain. The PR structure was obtained from PDB (1a28). Figures A-D represent the protein hydrophobicity
surface. Figures E-H represent hydrogen interactions of ligands with protein residues. Representative docking results from crystallographic data of the interaction A-E) of the phys-
iological ligand (progesterone) to the ligand binding pocket of PR; B-F) of the interaction of ZEN to the ligand binding pocket of PR; C-G) of the interaction of aZEL to the ligand
binding pocket of PR D-H) of the interaction of RZEL to the ligand binding pocket of PR. Studies were realized with protein side chain flexibility. Hydrogen bond distances were less

than 2.5 A.

differentiation. As shown in Orendi et al. (2010), increased cAMP ac-
tivates protein kinase A which subsequently activates proteins such
as the transcription factor glial cells missing 1 (GCMT1). Target genes
of GCM are Syncytin-1 in particular and also hCG. However, this is
not the only way that leads to hCG variation: there is crosstalk be-
tween another way of stimulation of hCG production (Yoshie et al.,
2010). Firstly, hCG has an autocrine and paracrine role in differentia-
tion (Shi et al., 1993); secondly, Yang et al. (2003) suggested that di-
rect activation of protein kinase A seems to bypass the hCG pathway
by targeting genes associated with the differentiation. Finally activa-
tion of nuclear receptor could be involved in cell fusion. Handschuh
et al. (2009) and Tarrade et al. (2001) suggested that hCG is regulated
by PPARy-which has a major role in human cytotrophoblast
differentiation.

As we observed in previous study, differentiation of BeWo cells
was accompanied with ABC transporter expression variation
(Prouillac et al., 2009). The expression variation observed after

forskolin treatment was similar to those obtained after ZEN exposure.
Because of the differential effect of ZEN and its metabolites on BeWo
cell differentiation, we investigated the comparative effect of «ZEL
and RZEL on ABC transporter expression at transcription and protein
levels. As previously shown with ZEN (Prouillac et al., 2009), MRP1,
MRP2 and BCRP seemed to be regulated by aZEL and BZEL; however,
transporter modulation was different according to the toxin. ®ZEL ex-
posure led to a dose independent but significant inhibition of MRP1,
MRP2, and BCRP mRNA from 24 h, whereas BZEL exposures lead to
significant induction of the transcription of these genes. For both mol-
ecules, the effect seemed to be normalized or even reversed after 48 h
exposure. Variation of corresponding protein expression was consis-
tent with mRNA levels but we observed a delay between mRNA and
protein expression variation corresponding to the traduction step.
Because regulation of cell fusion as well as gene expression of ABC
transporter has been demonstrated to involve nuclear receptors
(Ding et al., 2006; Tarrade et al., 2001; Wang et al., 2006; Wang et
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Fig. 10. The LXR structure was obtained from PDB (3IPQ). Figures A-D represent the protein electrostatic surface. Figures E-H represent hydrogen interactions of ligands with pro-
tein residues. Representative docking results from crystallographic data of the interaction A-E) of a synthetic reference agonist (GW3965) to the ligand binding pocket of LXR; B-F)
of the interaction of ZEN to the ligand binding pocket of LXR; C-G) of the interaction of aZEL to the ligand binding pocket of LXR D-H) of the interaction of BZEL to the ligand
binding pocket of LXR. Studies were realized with protein side chain flexibility. Hydrogen bond distances were less than 2.5 A.

al., 2008), we investigated mRNA expression profile of main nuclear Considering the relative affinity of oZEL, RZEL and ZEN to ER
receptors in BeWo cells and tried to predict their potential interaction (Minervini et al., 2005), our results suggested that estrogenic proper-
with ZEN, aZEL and PZEL by docking studies. ties were not involved whereas estradiol was demonstrated to

GLN 286

SER 289

TYR473

Fig. 11. Diagrams of the three dimensional structure of PPARY ligand binding domain. The PPARY structure was obtained from PDB (2PRG). Figures represent the protein electro-
static surface and the results from crystallographic data of the interaction of a synthetic reference agonist (rosiglitazone) to the ligand binding pocket of PPARY. Studies were
realized with protein side chain flexibility. Hydrogen bond distances were less than 2.5 A.
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Fig. 12. Proposed pathways of trophoblast differentiation linked to ABC transporter ex-
pression regulation. Epac: exchange protein directly activated by cAMP; ERK1/2: Extra-
cellular signal-regulated kinases; MAPK: mitogen-activated protein kinase ; ASCT1-2:
Neutral Amino Acid Transporter 1-2; CYP19: aromatase.

Adapted from: Chisaki et al. (2009), Cole (2010), Cronier et al. (1999), Handschuh et al.
(2009), Keryer et al. (1998), Orendi et al. (2010), Shi et al. (1993), Tarrade et al. (2001),
Wang et al. (2008).

stimulate biochemical and morphological trophoblast differentiation
(Cronier et al., 1999). BCRP could be modulated by ER and PR
(Wang et al., 2006), but expression level of ERae and ERP relatively
to PRA and PRB let us suppose that the estrogenic route was not the
main explanation for BCRP expression variation. Docking study sug-
gested the ability of these three compounds to bind with PR with a
great probability with BZEL. Even if we could not differentiate PR iso-
forms, this result was in agreement with Wang et al. (2008) who
demonstrated that PRA and PRB regulate BCRP expression.

MRP2 has been shown to be up-regulated by the nuclear receptors
PXR (Kast et al., 2002) and recently by LXR. According to Chisaki et al.
(2009) who demonstrated that LXR activation induced expression of
MRP2 but not that of MDR1 and BCRP, our results suggested that ZEN,
aZEL and RZEL could interact with LXR. This hypothesis was strength-
ened by docking study which showed potential interactions of «ZEL
and RZEL (higher than ZEN) with LXR.

LXR agonists (oxysterols) regulate cholesterol transport from ma-
ternal to fetal circulation and other metabolic pathways as reducing
the synthesis and secretion of hCG from trophoblast cells (Weedon-
Fekjaer et al., 2005). However, as we have already discussed, the se-
cretion of hCG is known to be regulated by multiple routes that had
not allowed us to distinguish the involvement of LXR in observed
effect of mycotoxins on hCG secretion.

Because it was previously demonstrated that ZEN could activate
human PXR and CAR mRNA levels (Ayed-Boussema et al., 2011;
Ding et al., 2006), we could not exclude that effects of ZEN and its
metabolites on ABC transporter expression were mediated by
these nuclear receptors which are expressed in BeWo cells (except
CAR).

Finally, we investigated the potential role of PPARY in ZEN effect
on trophoblast differentiation: we demonstrated that there was low
probability for activation of this nuclear receptor by ZEN or its metab-
olites due to the characteristic of the ligand binding domain (Nolte et
al., 1998).

In conclusion, we have demonstrated the differential effect of ZEN
and its reduced metabolites on biochemical and morphological tro-
phoblast differentiation. Estrogenic properties of these molecules
seemed not to be involved: aZEL and RZEL did not induce syncytiali-
zation contrary to ZEN which promoted differentiation by hCG stim-
ulation. Furthermore, oZEL and BZEL exposure were the cause of
great variation of ABC transporter expression by interacting with nu-
clear receptors. Finally, mycotoxins could alter placental functions
leading to 1) human pregnancy disorders by affecting the differentia-
tion process and 2) alteration of fetal development by altering ex-
change of molecules between maternal and fetal circulations.

Supplementary materials related to this article can be found on-
line at doi:10.1016/j.taap.2012.01.016.
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PARTIE C. RESULTATS

I1.1.2.d. RESULTATS-DISCUSSION

L’exposition a la ZEN entraine une modification morphologique des cellules BeWo
qui forment un syncytium. Le méme effet est obtenu avec E2 et la forskoline (inducteur non
oestrogénique de la différenciation). A I’inverse, aucune modification n’est observée lorsque
les cellules sont exposées a des concentrations équivalentes en a-ZEL ou B-ZEL. Par ailleurs,
seule la ZEN entraine une augmentation de la production de la BhCG. La ZEN est donc a
I’origine d’une différenciation morphologique et biochimique des trophoblastes a I’inverse de
ses deux métabolites actifs. Les effets de la ZEN et de ses métabolites réduits sur la
production d’AMPc et les niveaux d’expression des ARNm de deux protéines impliquées
dans la différenciation morphologique des cellules montrent que la différenciation cellulaire
induite par ZEN n’implique pas la voie de I’AMPc contrairement a I’a—ZEL et le B—ZEL. Les
effets de la ZEN seraient donc plutdt liés a I’augmentation de la production de la BhCG.

Concernant les effets de la ZEN et de ses métabolites sur 1’expression des
transporteurs ABC, des modifications significatives de I’expression d’ABCC1, ABCC2 et
ABCGQG?2 ont été observées a 1’échelle transcriptionnelle et protéique; toutefois ces effets sont
différents pour la ZEN et ses métabolites.

L’implication des RNs dans les processus de différenciation et de production de la
BhCG (notamment PPARY), et dans la régulation des transporteurs ABC (notamment PGR et
LXR) étant démontrée, nous avons modélisé 1’interaction de la ZEN et ses métabolites avec
ces récepteurs tous exprimés dans les cellules BeWo. Concernant PPARY, aucune des trois
molécules ne semble pouvoir interagir avec le site de liaison du récepteur. Ce dernier ne serait
pas impliqué dans les effets sur la différenciation cellulaire. Concernant PGR, les trois
molécules sont susceptibles d’interagir avec des résidus du site de liaison de cette protéine.
L’interaction PGR/B-ZEL semble étre la plus favorable. Ces interactions pourraient expliquer
les effets sur les niveaux d’expression d’ABCG?2.

Concernant LXR impliqué dans la régulation des ABCCs, seuls I’a-ZEL et le B-ZEL
semblent pouvoir établir des interactions avec des résidus du site de liaison du récepteur: or
a-ZEL et B-ZEL ont montré des effets significatifs dans la modulation de 1’expression de ces

protéines.

133






PARTIE C. RESULTATS

I1.1.2.e. CONCLUSION

En conclusion, nous avons montré d’une part [’absence de métabolisation de la ZEN
par les cellules placentaires BeWo. Ceci a permis une étude individuelle des effets de cette
mycotoxine et de ses principaux métabolites actifs. Malgré des structures treés proches, les
effets de ces trois molécules sont tres différents tant sur 1’induction de la différenciation
cellulaire que sur I’expression des transporteurs ABC. Les voies de régulation impliquées
dans ces phénomenes sont multiples faisant intervenir des mécanismes d’autorégulation
complexes.

Les résultats montrent clairement un effet de la ZEN sur la différentiation cellulaire sans
répercussion majeure sur I’expression des transporteurs ABC. A I’inverse les métabolites de
la ZEN semblent avoir des effets majeurs sur les niveaux d’expression des transporteurs ABC
sans répercussion sur la différenciation. Ces effets semblent €tre indépendants des propriétés

oestrogéniques mais potentiellement liés a des interactions différentes avec des RNs.
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I1.2. DANS LE CONTEXTE D’UNE EXPOSITION
NEONATALE CHEZ LE MALE IN VIVO ET IN VITRO

I1.2.1. CONTEXTE DE L’ETUDE

L'exposition aux PEs et en particulier aux xénoestrogénes comme la ZEN est a
I’origine d’une augmentation de l'incidence des troubles du systeme reproducteur male
comme [’hypofertilité. La pérennit¢ d’une espece dépend de D’intégrité des organes
reproducteurs. Cette derniere est maintenue grace a des systémes de protection, qui dans le
cas du testicule sont représentés par la barriere hémato-testiculaire (BHT). Les transporteurs
de la superfamille ABC font partie intégrante de cette barriére et jouent un role primordial
dans le cycle de la lignée germinale (transport de nucléotides), et dans la protection de ces
cellules contre la toxicité de leurs substrats xénobiotiques (médicaments, produits chimiques,
contaminants de I'environnement). Une modification de leur localisation ou de leur expression
pourraient avoir des conséquences dramatiques sur I’intégrité du testicule et sur la fertilité. I1
existe peu de données sur la localisation cellulaires de ces transporteurs dans le testicule et en
particulier celle d’ABCC4/Abcc4 et ABCCS5/AbccS. De méme 1’effet d’une exposition
néonatale a la ZEN sur ces transporteurs n’est pas connu. La période néonatale est une phase
sensible aux effets des PEs. Elle est particulierement critique dans le cas du testicule puisque
la mise en place et I’assemblage de la BHT débute et s’achéve durant cette période. C’est
pourquoi, nous avons dans un premier temps tenté de localiser les transporteurs ABC majeurs
dans le testicule du rat, et de déterminer si une exposition a la ZEN pouvait modifier cette
localisation. Nous avons ensuite évalué les effets d'une exposition néonatale a trois doses de
la ZEN sur l'expression de ces transporteurs dans le testicule du jeune adulte. Nous avons
¢galement exploré l'implication de l'activité oestrogénique de la ZEN dans cette modulation
par comparaison a I’Estradiol benzoate (EB). Les cellules de Sertoli jouant un rdle crucial
dans la protection des cellules germinales, nous avons également évalué I’effet de la ZEN et
de ’EB sur l'expression de ces pompes d’efflux dans une lignée de Sertoli de rat immature

avec ou sans inhibiteur des ESRs.
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PARTIE C. RESULTATS

I1.2.2. OBJECTIFS

Les objectifs de cette étude sont de (1) déterminer la localisation cellulaire des
transporteurs: Abcbl, Abcg2, Abccl, et Abcc4-5 dans le testicule adulte du rat, et I’effet
d’une exposition a la ZEN sur cette localisation,( 2) évaluer I’effet d’une exposition néonatale
a trois doses de ZEN sur I’expression des messagers et des protéines de ces transporteurs dans
le testicule du jeune adulte, (3) explorer I'implication de l'activité oestrogénique de la ZEN
dans cette modulation par comparaison de son effet a celui d'un cestrogene pur: I’estradiol
benzoate (EB), et enfin (4) déterminer ’effet in vitro de la ZEN et EB sur l'expression des
transporteurs ABC dans une lignée de cellules de Sertoli de rat immature avec ou sans

inhibiteur des récepteurs aux cestrogenes.
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ABSTRACT

Mycotoxin zearalenone (ZEN) is a cereal contaminant produced by various species of
Fusarium fungi. When interacting with estrogen receptors, ZEN leads to animal fertility
disturbances and other reproductive pathologies. Few data are available on the effects of
perinatal exposure to ZEN, particularly in the blood-testis barrier. The aim of this study was
to assess the impact of ZEN in adult rats exposed neonatally. We focused on the expression
and cellular localization of major ABC transporters expressed in adult rat testis, comparing
ZEN effects with those of EB neonatal exposure. Dose-dependent and long term modulations
of mRNA and protein levels of Abcbl, Abccl, Abcg2, Abcc4 and Abcc5 were observed,
along with Abcc4 protein cellular delocalization. ZEN exposure of SerW3 Sertoli cells
showed modulation of Abcbl, Abcc4 and AbccS. Comparison with EB exposure showed
similar modulation profiles for Abcg2 but differential modulations for Abcbl, Abccl, Abccd
and Abcc5 in vivo, and a similar profile for Abcb1l modulation by ZEN and EB, but
differential modulation for Abcc4 and Abcc5 in vitro. ZEN and EB effects were inhibited by
in vitro addition of the pure anti-estrogen ICI 182.780, suggesting the at least partial
implication of ZEN estrogenic activity in these modulations. These results suggested that
ZEN neonatal exposure could affect the exposure of testis to ABC transporter substrates, and

negatively influence spermatogenesis and male fertility.
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1. INTRODUCTION

Estrogen receptors (ESRs/Esrs) are widely distributed in testicular cells from fetal life through
to adulthood, and physiological estrogens play an important role in spermatogenesis,
steroidogenesis and in the regulation of the rodent and human male reproductive function
(Carreau et al., 2012). Exposure to endocrine disrupting chemicals and in particular to
xenoestrogens, leads to an increasing incidence of male reproductive system disorders, i.e.
gonadal dysgenesis, genital malformations, cryptorchidism, decreased fertility potential and
testicular neoplastic changes (reviewed in Delbes et al., 2006). Zearalenone (ZEN), a non
steroidal estrogenic mycotoxin, is produced by various Fusarium fungi species and commonly
contaminates cereal crops worldwide (Bennett and Klich, 2003). Animals and humans are
exposed to ZEN via the consumption of cereals and by-products. ZEN is a full agonist of
Estrogen receptor o (ESR1) and a partial agonist of Estrogen receptor f (ESR2). Several in
vivo studies report its toxicological effect on the reproductive systems of farm and laboratory
animals (Zinedine et al., 2007). In the male reproductive system, ZEN is responsible for
reduced numbers of germ and Sertoli cells (Jee et al., 2010; Kim et al., 2003), the alteration of
testis morphological parameters (Filipiak et al., 2009; Perez-Martinez et al., 1997), abnormal
testicular differentiation (Perez-Martinez et al., 1996) and disturbed fertility.

The blood-testis barrier (BTB) consists of Sertoli cells closely linked by specialized junctions.
Sertoli cells and spermatogenic cells are in close contact, which is primordial for the survival,
proliferation and differentiation of the germ cell line (Cheng and Mruk, 2012). The BTB
protects developing germ cells against harmful toxicants (e.g., drugs, chemicals,
environmental toxicants), but permits the entrance of vital nutrients (e.g., amino acids,
nucleosides) (Lui et al., 2003), allowing the outcome of a normal spermatogenesis cycle and
maintaining fertility (reviewed in Cheng and Mruk, 2012). Several transporters are involved
in the transport of molecules across the BTB (Bart et al., 2004). Among them members of
ATP binding cassette efflux transporters are part of the BTB and play an important role in
protecting germ cells from harmful xenobiotic substrates (e.g., drugs, phytoestrogens,
pollutants) and maintaining the barrier functional. ABCB1/Abcbl is expressed in Sertoli and
Leydig cells, macrophages, peritubular myoid cells and colocalizes with tight junctions
(Melaine, 2002; Su et al., 2009). ABCG2/Abcg?2 is found in peritubular myoid and
endothelial cells (Barter al., 2004) and in elongated spermatids (Scharenberg et al., 2009),
where it has secretory functions (Fetsch et al., 2006). Much attention has been given to

ABCC1/Abccl, the ABCC transporter in Sertoli cells, where it is highly expressed (Cheng
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and Mruk, 2012). It is also found in Leydig and peritubular myoid cells (Bartet al., 2004)
(Fig.1). The exact localization of ABCC4/Abcc4 and ABCC5/Abcc5 has not been elucidated,
but their role has been highlighted in the mitosis and meiosis of germ cells through the
transport of nucleotides essential for these development processes (Wijnholds et al., 2000).
As mentioned above, the cellular localization of these transporters in the BTB has been
characterized by several studies, but data are still lacking. Thus the first objective of this work
was to determine the localization of these major ABC transporters in rat testicular slices by
immuno-histochemistry.

Several studies reported the estrogeno-regulation of ABC transporters (Cao et al., 2002;
Evseenko et al., 2007), and we have previously shown that ZEN was able to modulate their
expression in various tissues of pregnant rats and in fetus (Koraichi et al., 2012). Given that
neonatal exposure may also be crucial for the development of adverse effects of endocrine
disruptors (Williams et al., 2001), we aimed at evaluating the effects of neonatal exposure to
three doses of ZEN on the expression of major ABC transporters in adult rat testis. A
difference in localization could have crucial consequences on substrate transport and germ
cell development, so we also assessed the impact of ZEN on cellular localization. In addition,
we compared this impact to that of a pure estrogen, Estradiol Benzoate (EB) to explore the
implication of the estrogenic activity of ZEN. Moreover, since Sertoli cells play a crucial role
in protecting germ cells, we evaluated the effects of ZEN and EB on the expression of ABC
efflux pumps in an immature rat Sertoli cell line with and without an estrogen inhibitor. Our
results showed a significant modulation of the mRNA and protein levels of major ABC

transporters in adult rat testis, along with cellular delocalization of ABCC4.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Chemicals and reagents. ZEN was purchased from COGER (Morillons, France).
DMSO, Epidermal Growth Factor, Estradiol Benzoate (EB), Insulin-transferrin-sodium
selenite media supplement and Testosterone came from Sigma-Aldrich (L’Isle d’ Abeau,
France). The Sodium Pyruvate came from Gibco BRL (Cergy Pontoise, France). The
Rneasy® Mini kit, RNA Cell Protect® Reagent and the QuantiTect® SYBR® Green RT-
PCR kit were provided by Qiagen (Courtaboeuf, France). The Quant-it™ RiboGreen® RNA

Reagent and kit were obtained from Invitrogen (Cergy Pontoise, France).

2.2. Animals. Pregnant Sprague Dawley rats at gestational day (GD)15 (Janvier, Le Genest
Saint Isle, France) were individually housed in temperature-controlled rooms with 12-h light,
12-h dark cycles and given free access to water and feed. At birth, each pup was sexed,
weighed, and identified. Male pups (= 20 g body weight) were administered vehicle (corn oil;
MP Biomedicals, Illkirch, France) or ZEN or EB by daily sc injections from post-natal day
(PND) 1 to PNDS5 at doses of 0, 1, 50 or 100 and 0, 0.75, 1.25 or 2.5 pg/day respectively.
From PND6, the rats were left without treatment and killed at PND90 by CO; inhalation. One
of the testes was snap frozen for quantitative molecular analyses, whereas the other was fixed
for immunohistochemical studies. Eight different animals from four different litters were used
for each treatment group. This study was conducted in accordance with current regulations
and standards approved by the Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale -

Animal Care Committee (protocol no. 2008-43).

2.3. Cell culture and treatments. The SerW3 Sertoli cell line (Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig, Germany) from 17-day-old male
Wistar rats, was maintained in Dulbecco’s modified Eagle medium (Gibco BRL, Cergy
Pontoise, France) containing 10% fetal calf serum (FCS, Gibco BRL) and 1% antibiotics
(penicillin and streptomycin), at 35°C as described previously (Pognan et al., 1997).

To examine the effects of ZEN and EB, SerW3 Sertoli cells were cultured for 72 h in the
presence of FCS. The cells were washed twice with serum free DMEM and incubated for 12
hours in serum free Dulbecco’s medium (SFDM) composed of DMEM-antibiotics
supplemented with Epidermal Growth Factor (10 ng/ml), insulin and transferrin (10 pg/ml),
selenium (10 ng/ml), and testosterone (100 nM). ZEN and EB were diluted in DMSO stock

solution and added in fresh SFDM medium. The cells were then exposed to three
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concentrations of either ZEN (0, 0.1, 5, and10 nM) or EB (0, 0.05, 5, and10 nM) for 48 hours.
The cells were immediately collected in RNA Cell Protect Reagent for mRNA quantification
experiments and lysed for protein expression analyses by western blotting.

For ZEN, the doses were 10°~10° times lower than the EC50 determined in preliminary
experiments while no cytotoxicity was reached for EB in the range of doses tested (0-100

uM) (data not shown).

Pure anti-estrogen ICI 182.780 was used to determine the implication of ZEN estrogenic
activity in the modulation of ABC transporter mRNA expression. Cells were pre-exposed for
1h to ICI 182.780 (0.1 and 10 uM), and then exposed to a mix of ZEN (10 nM) and ICI (0.1
and 10 uM) or a mix of EB (0.2 nM) and ICI (0.1 and 10 uM) according to the same protocol
described above. The highest doses of ZEN and EB (10 nM and 0.2 nM respectively) were
used in this test, because they corresponded to the doses where the mRNAs expressions of all

the ABC transporters were significantly modulated.

2.4. Immunohistochemical localization of ABC transporters in PND90 rat testis. Testes
were immediately fixed for 48 h in Bouin's fluid, dehydrated stepwise in graded ethanol baths
and embedded in paraffin. Testes fixed in Bouin’s fluid were then cut into 5 pm thick slices.
An unmasking treatment with citrate buffer was performed to localize the ABC transporters in
the adult rat testis; the sections were incubated for 10 min in PBS 0.1% Triton X-100 at room
temperature, then in PBS-5% FCS-1% protease inhibitor cocktail (Sigma, St. Louis, MO) for
30 min. The sections were incubated 1h at room temperature and subsequently overnight at
4°C with primary antibodies anti Abcb1 (sc 59593; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa
Cruz, CA), anti Abcg2 (sc 25822; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA), anti
Abccl (sc 13960; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA), anti Abcc4
(SAB2500011; Sigma, St. Louis, MO) and anti Abcc5 (sc 5780; Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Santa Cruz, CA) diluted at 1:50. The sections were then washed three times in PBS 0.1%
Triton X-100 and incubated for 1h at room temperature with fluorescein isothiocyanate
(FITC) or Texas Red-conjugated secondary antibody, goat anti-rabbit (Santa Cruz, CA)
diluted at 1/250, rabbit anti-mouse, or rabbit anti-goat (Dako, Glostrup, Denmark) diluted at
1:50. Afterwards, the sections were washed in 1x PBS and counterstained with mounting

medium containing 4',6'-diaminido-2-phenylindole (DAPI).
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2.5. Total RNA isolation, integrity and quantification. Testis and SerW3 total cell RNA
were isolated and purified with the Rneasy® Mini Kit according to the supplier’s instructions.
All extractions were performed with a DNA elimination step. RNA integrity was verified by
1% agarose gel electrophoresis. Total RNA was quantified with the Quant-it™ RiboGreen®

RNA Reagent and kit according to the manufacturer’s protocol.

2.6. Reverse transcription-quantitative PCR (RT-qPCR). RT-qPCR was performed in an
Mx3000 cycler (Stratagene, Amsterdam, the Netherlands), using the SybrGreen dye
(Molecular Probes, Leiden, the Netherlands) and the Two Step ® protocol of the QuantiTect
SYBR Green RT-PCR kit according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 1ug of total
RNA was converted to cDNA by reverse transcription with the QuantiTect® Reverse
Transcription Kit. Diluted cDNAs were then amplified in a total volume of 20ul using the
QuantiTect SYBR® Green PCR Kit. mRNA levels of each test gene were normalized to two
reference genes, glyceraldehyde-3-phosphate deshydrogenase (Gapdh), and Actin, beta
(Actb). PCR cycling conditions were optimized and PCR slopes and efficiencies were
calculated for each gene to allow efficiency-corrected quantitation (Pfaffl, 2001). Specific
primers for Gapdh, Actb, Abcbla and Abcg2 were provided by Qiagen (confidential
sequences). Published primer sequences were used for Abccl (St-Pierre et al., 2004). Abcb1b,
Abcc4 and Abcce5 forward and reverse primers were designed with Primer3 (v. 0.4.0) ®
software (table 1). Sequences were chosen to span exon-exon boundaries in order to avoid
amplification from possible DNA contamination. Reactions were carried out in duplicate.
Primer sequences, concentrations and product sizes are indicated in table 1. The cycling
parameters were as follows: PCR activation for 10 min at 95°C; denaturing for 15 sec at
95°C; annealing for 60 sec at 60°C (55°C for Gapdh, Actin f, Abcblb and Abcg2) for 40
cycles, and extending for 30 sec at 72°C.

Primer pair specificity was tested at the end of every run by melting curve analysis, and
amplification specificity was confirmed by electrophoresis in a 2% agarose gel. After
GelRed™ (Biotium, Hayward, USA) staining, visualization under Ultra Violet light showed a

single band with the expected size for each gene.

2.7. Western blot analysis. Frozen testicular tissue was ground in liquid nitrogen to obtain
tissue powders. Aliquots of powder and SerW3 cells were lysed and homogenized in ice cold
SLB buffer (Tris 20 mM, NaCl 138 mM, KCI 2.7 mM, MgCl, 1 mM, Glycerol 1mM, Nonidet
1%, pH 8), supplemented with protease inhibitor cocktail, complete Ultra Tablets, Mini,
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EASY PACK (1 tablet/10 ml) (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Extracts were
incubated for 30 min on ice, then centrifuged at 12000g for 30 min at 4°C. Supernatants were
removed and protein concentrations were determined by the colorimetric method using
bicinchoninic acid (Smith et al., 1985). Lysates were diluted in lysis buffer, and then loading
buffer was added and heated at 70°C for 10 min. 15-20 ug of each sample was resolved on
8% SDS-PAGE and transferred to PVDF membrane in transfer buffer (Tris-Glycine 1X, pH
8.5 containing 20% methanol). The transfer was performed at a constant voltage of 100 V for
1 h for low molecular weight proteins and 2h for high molecular weight ones. Membranes
were blocked in TBS 0.05% Tween supplemented with 5% non fat milk on a rocker at room
temperature for 2h. Incubation with primary antibodies was performed overnight at 4°C raised
against Abcb1 (Calbiochem C219, 517310/ 1: 100, Darmstadt, Germany), Abcc1 (Santa Cruz
sc-13960/1: 500, Santa Cruz, CA, USA), Abcc4 (Abcam, ab77184/1: 200, Cambridge, UK),
Abcc5 (Santa Cruz sc- sc-5781/1: 200, CA, USA), Abcg2 (Santa Cruz sc-25822/1: 1000)
and Actb (Sigma-Aldrich A5060/1: 10000, Lyon, France). Then, membranes were incubated
with secondary horse-radish peroxidase labelled antibodies: rabbit polyclonal anti mouse
(Abcam ab97046/ 1: 5000), goat anti rabbit (Santa Cruz sc-2004/ 1: 5000) and rabbit
polyclonal anti goat (Abcam ab6741/1:5000). The bands were detected using a
chemiluminescence Pierce® ECL Western Blotting Substrate kit (Thermo Scientific, Saint
Herblain, France) and visualized by the Molecular Imager® ChemiDac™ XRS+ imaging
system (Bio-RAD), and quantitation was carried out with Image Lab™" software (Bio-RAD,

Marnes-la-Coquette, France). Protein expression was normalized to Actb.

2.8. Data analysis. Comparisons of protein expression were performed with the Student’s ¢
test. A p value of 0.05 was taken to be significant. The MxPro™ q PCR Software, version
4.10, was used to analyse the mRNA expression data. The relative expression ratios of the
target genes were calculated based on the efficiencies and quantification cycle (Cq) deviations
of unknown samples versus controls, and expressed in comparison to reference genes. These
calculations were performed with the relative gene expression software tool REST-MCS [3
version 2(Pfaffl er al., 2002). Differences in mRNA expression between controls and exposed
samples were tested for statistical significance by the Pair Wise Fixed Reallocation
Randomisation Test (REST-MCS J version 2 Software) (Pfaffl ez al., 2002). A p value of

0.05 was taken to be significant.
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3. RESULTS

3.1. Immunohistochemical localization of ABC transporters in PND 90 rat testis and the
effect of a 100 ug/kg/day dose of ZEN on Abcc4 cellular localization (Fig. 2). Localization
of ABC transporters was performed in adult rat testis by immunofluorescent microscopy
assay. As shown in Fig.2A, Abcbl was localized in peritubular myoid cells, Sertoli and
Leydig cells. Abcg2 was mainly found in peritubular myoid cells as well as at the site of
elongated spermatids (Fig.2B). Abccl and AbccS were widely expressed in rat testes. Our
results revealed that both Abccl and AbccS were localized in Sertoli, Leydig and peritubular
myoid cells. Abcc5 was also observed in the endothelia of blood vessels (Fig.2C and D). No
difference of localization was observed in the testis with or without exposure to ZEN for these
ABC transporters. The highest dose of ZEN (100 pg/kg/day) caused delocalization of the
Abcc4 protein in the testis of adult rats treated neonatally with ZEN. Without ZEN exposure,
Abcc4 was essentially localized in peritubular myoid cells and also found in the site of
spermatocytes and spermatids (Fig.2E). After ZEN treatment, Abcc4 was exclusively

localized in post meiotic cells: spermatocytes and round spermatids (Fig.2F).

3.2. Effects of ZEN and EB on the mRNA and protein expression of ABC transporters in
PND 90 rat testis (Fig.3)

Abcb1 (Fig.3A). The three doses of ZEN strongly inhibited mRNA expression of both
Abcbla and Abcblb (2.0, 4.2, 2.5 and 9, 10, 6.7-fold decrease, respectively) while only the
highest dose of EB significantly down-modulated the mRNA of Abcbla (1.8 fold decrease).
Modulation of protein expression did not follow that of mRNA. The low and medium doses
of ZEN induced Abcbl protein expression (1.6, 1.5-fold induction) while the highest dose
significantly inhibited it (1.7-fold inhibition). Different effects were noted for EB: the
medium and high doses strongly inhibited Abcbl protein expression (3.1 and 3.7-fold
decrease, respectively). This effect was correlated to mRNA modulation only for the highest
dose.

Abccl (Fig.3B). Abccl mRNA and protein were inhibited 2, 2.1 and 1.6 and 1.8, 1.5and 1.2 -
fold by the three doses of ZEN, respectively, whereas only protein expression was inhibited
by the medium and high dose of EB (2.6, 1.8-fold decrease, respectively).

Abcc4 (Fig.3C). ZEN and EB significantly induced mRNA expression of Abcc4 (at the three
doses for ZEN: 1.8, 1.9 1.7-fold increase, and at the two highest ones for EB: 1.4 and 1.5-fold

increase). Contrary to mRNA expression, ZEN and EB down-modulated Abcc4 protein
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expression at all doses (1.8, 2.5, 1.2 and 1.2, 2.3, 2.3-fold decrease, respectively), although the
inhibition at the lowest EB dose was not statistically significant.

AbccS (Fig.3D). ZEN slightly induced Abcc5 mRNA expression at 50 and 100 pg/day (1.6
and 1.7-fold increase, respectively), while EB strongly induced it at all doses (3.1, 3.1 and
3.2-fold inductions). For ZEN, the modulation of protein expression was contrary to that of
mRNA for the low and medium doses (1.6 and 1.3-fold decrease respectively) but no
significant effect was noted at the highest dose. Contrary, to ZEN, EB up-modulated Abcc5
protein expression 1.7-fold but only at the highest dose

Abcg2 (Fig.2E). Both ZEN and EB significantly down-modulated mRNA expression of
Abcg?2 at all doses (1.4, 2.0 and 1.8-fold inhibition for ZEN and 1.2, 1.6 and 1.3-fold decrease
for EB). The two substances also inhibited Abcg2 protein expression at the three doses for
ZEN (1.4, 1.8 and 1.3-fold decrease), and the medium and high doses for EB (1.3 and 1.6-fold

decrease).

3.3. Effects of ZEN and EB on the mRNA and protein expression of ABC transporters in
the SerW3 rat Sertoli cell line (Fig.4)

Abcb1 (Fig.4A). ZEN and EB significantly induced mRNA expression of Abcbla at medium
and high doses for ZEN (1.9 and 1.5-fold increase) and at the highest dose for EB (1.7-fold
increase). For Abcb1b, only EB slightly inhibited mRNA expression by 0.8-fold at the highest
dose. Both ZEN and EB down modulated the protein expression of Abcbl at all doses with
approximately the same magnitude (1.7, 1.7 and 2.0-fold decrease and 1.5, 1.8 and 2.0-fold
decrease, respectively).

Abccl (Fig.4B). Neither ZEN nor EB modulated mRNA or protein expressions of Abccl at
any dose.

Abcc4 (Fig.4C). ZEN induced both mRNA (1.4, 1.3 and 1.6-fold increase) and protein
expressions (2.9, 2.1 and 1.8-fold induction) of Abcc4 at the three doses, while EB only
induced mRNA at the highest dose (1.4-fold increase) but induced protein expression at the
two other doses (2.0 and 2.5-fold increase, respectively).

AbccS (Fig.4D). All doses of ZEN and the medium and high doses of EB significantly
induced the expression of Abcc5 mRNA (2.0, 2.7 and 6-fold increase, and 1.8 and 2.6-fold
increase respectively). Concordance between ZEN and EB effects and between mRNA and
protein expression modulation only occurred for the doses of media (1.2 and 1.4-fold protein
inductions). ZEN also modulated the mRNA and protein expression of Abcc5 in the same way

for the highest dose (1.5-fold protein induction) but inhibited its protein expression at the

10
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lowest dose (1.6-fold decrease) rather than inducing it. A completely inverse effect was noted
for EB, where the lowest and highest doses induced the protein expression of Abcc51.6-fold

and inhibited it 1.4-fold, respectively.

3.4. Effect of the pure anti-estrogen ICI 182.780 on the mRNA modulation of expression
of the highest doses of ZEN and EB in the SerW3 rat Sertoli cell line (Fig.5). 10 nM ZEN
and 0.2 nM EB effects on mRNA expression of Abcla-b, Abcc4 and Abcc5 reproduced those
observed in Fig.3 with the following magnitudes: Abchla +1.4, Abcc4 +1.8 and Abcc5 +4.0
fold change for ZEN and Abcbla +1.6, Abcbl1b -1.7, Abcc4 +1.8 and Abcc5 +1.5 fold change
for EB. Exposure of SerW3 cells to both doses of ICI 182.780 reversed both ZEN and EB
mRNA modulations of expression of all the ABC genes tested.

11
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4. DISCUSSION

Numerous studies have evaluated the in utero exposure effects of xenoestrogens on the male
reproductive tract (Thuillier et al., 2003; Wilcox et al., 1995; Yasuda et al., 1985), while a
growing number of publications demonstrate growing interest in the neonatal exposure effects
of such molecules (Williams et al., 2001). Indeed, the latter window of exposure is
particularly critical since it is now well known that BTB assembly begins and ends at the
neonatal stage (Toyama et al., 2001). The BTB is one of the tightest blood-tissue barriers in
the mammalian body and protects the germ cells to ensure the establishment of normal
spermatogenesis. Environmental toxicants induce testicular injury via their initial actions at
the BTB to elicit subsequent damage through germ cell loss, reduced sperm count, and male
infertility or subfertility (Toyama et al., 2001). ABC efflux pumps present at the BTB regulate
the entry of such harmful molecules and thus actively participate in the protective role of the
BTB.

We therefore aimed to assess the effect of three doses of the ZEN xeno-estrogen on ABC
transporter expression in adult rat testis after neonatal exposure. As the in vivo effect of ZEN
on ABC transporter expression was evaluated some time after exposure, and to confirm that
ZEN was effectively responsible for the modulations observed in adulthood, we also
evaluated its effect in vitro. Sertoli cells play a number of roles in testis, ranging from
mechanical support of the seminiferous tubules to functional regulation of spermatogenesis.
They are the main component of the BTB and play a key role in its protective function. ABC
efflux transporter expression in these cells contributes to their protective role by extruding
their harmful substrates out of the testis. We chose to evaluate ZEN effects in the SerW3 rat
Sertoli cell line, which has approximately the same ABC transporter expression profile as
Sertoli cells in vivo (Leslie et al., 2005). The non transformed SerW3 cells mimick our in vivo
model well and represent a good model for early neonatal exposure experiments. Indeed, they
are derived from 17-day-old male Wistar rats, which is the earliest age allowing the isolation
and successful culture of Sertoli cells (Pognan et al., 1997).

Firstly, we localized these transporters in the testis of young adult rats. Our results showed
similar patterns of localization to those described in previous works for Abcb1 (peritubular
myoid cells, Sertoli and Leydig cells), Abccl (Sertoli, Leydig and peritubular myoid cells)
and Abcg?2 (peritubular myoid cells, elongated spermatids) (Bart et al., 2004; Cheng and
Mruk, 2012; Melaine, 2002; Scharenberg et al., 2009; Su et al., 2009). To our knowledge, the

localization of Abcc4 and AbccS in rat testis has not been described up to now. We found that
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Abcc4 was localized in the peritubular myoid cells, spermatocytes and spermatids, while
Abcc5 had wider cellular distribution and was found in Sertoli, Leydig, peritubular myoid
cells, and in blood vessels. Surprisingly, after ZEN exposure, the Abcc4 protein localization
was found exclusively in the post meiotic cells (spermatocytes and round spermatids). Given
the role of Abcc4 in the transport of nucleotides, its delocalization could have a real impact on
the mitosis and meiosis processes of germ cells (Wijnholds et al., 2000).

Secondly, we showed a dose-dependent and long term modulating effect of ZEN on the
mRNA and protein expression of ABC transporters in adult rat testis. Acute ZEN exposure in
vitro also resulted in the modulation of ABC transporter expression, confirming the
implication of ZEN in the in vivo effects.

Since Esrl and Esr2 are expressed in rat testis and in SerW3 cells (with a similar profile, data
not shown) as described in vivo (Shughrue et al., 1998), we compared ZEN effects to those of
the pure estrogen EB to evaluate the implication of estrogenic activity in transporter
modulation. ZEN and EB had a similar modulation profile for Abcg2 in vivo (no expression
of Abcg2 in SerW3 cells), but differentially modulated the expression of Abcbl, Abcc4 and
Abcc5, both in vivo and in vitro. For Abcg2, mRNA and protein modulations of expression
were correlated for both molecules, suggesting a transcriptional mechanism. This result is in
accordance with previous works that have shown the transcriptional regulation of the Abcg?2
gene by estrogens. Indeed, the promoter region of the ABCG2 gene was shown to contain
functional estrogen response elements (Ee et al., 2004). Several studies have highlighted the
estrogeno-regulation of the ABCG2 gene. Yasuda et al. (2006) demonstrated the induction of
both mRNA and protein expression of the ABCG2 gene in BeWo cells by E2, estrone and
estriol. Zhang et al. (2006) reported the induction of ABCG2 mRNA by E2 in ESR1 positive
MCEF-7 cells. In addition, a recent study demonstrated that the selective estrogen modulator
toremifene down-regulates the expression of ABCG2 (mRNA and protein) in the ESR1
positive MCF-7 cell line (Zhang et al., 2010).

ZEN and EB differentially modulated mRNA and protein expressions of Abcb1, Abcc4 and
Abcc5.This discordance might be related to the implication of epigenetic modifications.
Indeed, Meunier et al. (2012) showed that the neonatal administration of EB to male rats
modified the expression pattern of endogenous miRNA that in turn modified the expression of
DNA methyltransferase, with, as a final consequence, a modification in transcript levels of
DNA methylation target genes. In particular, the authors showed a modulation of miR-29a-b
and c, and TargetScanHuman V6.2 predicted that these miRNAs control Abcbla-b expression
in the rat (Results in: http://www.targetscan.org). As EB, ZEN could modulate the profile of
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miRNAs and be responsible for differences of mRNA and protein expression. Additionally,
differences between ABC expression modulations observed for Abcbl1, Abccl, Abcc4, AbccS
respectively induced by ZEN and EB could be explained by the range of doses used in this
study. Competitive receptor-binding and yeast-based reporter gene assays showed that ZEN
had low estrogenic potency when compared to estrogens (Takemura et al., 2007). In the
present work, doses chosen for ZEN exposure were based on these studies and were thus
higher than EB ones, but estrogens and endocrine disruptors can have U or inverted U shaped
dose-response curves and this could explain different biological effects, depending on the
exposure dose. This type of effect has been extensively described for endogenous hormones
and endocrine disruptors (for review, see Vandenberg et al., 2012).

Except Abccl, mRNA modulations were comparable between ZEN and EB, suggesting an
estrogenic effect. This was confirmed in vitro by the effect of fulvestrant (ER-mediated
transcription inhibitor, Robertson, 2001) which totally reversed these modulations, showing
the implication of ZEN estrogenic properties at transcriptional level.

The effect of ZEN and EB on Abccl expression was absent in vitro, suggesting that the effect
of ZEN on Abccl was probably not estrogenic. Indeed, data on the regulation of Abccl are
scarce and no study has yet demonstrated its regulation by estrogens (Elali and Hermann,
2012).

Consequences of such modulations of ABC transporters on long term susceptibility to
xenobiotic toxicity are difficult to estimate. For example, the induction of Abcb1 protein by
ZEN at 1pg/day could enhance its efflux of harmful xenobiotic substrates in Sertoli cells and
hence protect the germline, whereas its inhibition at a dose of 100 pg/day could overexpose
the germ cells to toxicants. The dose-dependant effect of ZEN complicates the evaluation of
human risk since food intake of ZEN varies according to the type of food ingested and the

level of Fusarium contamination.
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S. CONCLUSION

Our results showed for the first time that neonatal exposure to ZEN was responsible for dose-
dependent and long term modulations of mRNA and protein levels of major ABC efflux
transporters, and of a cellular delocalization of Abcc4 in the adult rat testis. Comparison with
EB showed similar profiles of modulation for some transporters and differential modulations
for others both in vivo and in vitro. The results of the pure anti-estrogen ICI 182.780 test in
SerW3 cells suggested that the estrogenic activity of ZEN is at least partially involved in the
modulation of Abcbl1, Abcc4, and AbccS. Further investigations are needed to elucidate the
exact mechanism by which ZEN acts on ABC transporter regulation, and evaluate the
consequences of Abcc4 protein delocalization in the testis. However, modifications of ABC
transporter expression and localization at the BTB in a critical window of development and
maturation could disturb physiological development processes such as spermatogenesis, and
enhance the access of drugs, environmental molecules and other xenobiotic toxicants to the

testis, thereby promoting the development of reproductive disorders, cancers and infertility.
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Figure 1: Localisation of Abcbl, Abcg2 and Abccl in testis according to Melaine et al.
(2002) with modifications.

Figure 2: Immunohistochemical localization of ABC transporters in PND 90 rat testis
and the effect of the 100 pg/kg/day dose of ZEN on Abcc4 cellular localization.
Localization of Abcbl (A), Abcg2 (B), Abccl (C), Abcc5 (D) and Abcc4 (E) and the effect of
ZEN on Abcc4 localization (F) in adult rat testis was performed as described in the Materials
and Methods section with FITC antibodies or Texas Red-conjugated (green or red signal,
respectively). ABC transporters are expressed both in the interstitial compartment (Leydig
and peritubular myoid cells) and in seminiferous tubules (spermatocytes and round

spermatids). Scale bar = 50pm;

Figure 3: ZEN and EB effect on mRNA and protein expression of ABC transporters in
PND 90 rat testis. The mRNA expression of the target genes, determined by RT-qPCR, was
normalized to the level of Actb and Gapdh and expressed relative to controls. Controls were
set at 1 (dotted line). The protein expression of the target genes, determined by western
blotting, was normalized to the level of Actb. Significantly different from the control group *
p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.005. Data are means + S.D. (n=8). Control [, 1 [, 50 I and
100 pg/day Il for ZEN and 0.75 [, 1.25 Bl and 2.5 pg/day for EB. A, Abcbl; B, Abccl; C,
Abcc4; D, AbecS; E, Abcg2. ZEN zearalenone, EB Estradiol Benzoate.

Figure 4: The effect of ZEN and EB on mRNA and protein expression of ABC
transporters in the SerW3 Sertoli rat cell line. The mRNA expression of the target genes,
determined by RT-qPCR, was normalized to the level of Actb and Gapdh and expressed
relative to controls. Controls were set at 1 (dotted line). The protein expression of the target
genes, determined by western blotting, was normalized to the level of Actb. Significantly
different from the control group * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.005. Measurements were
carried out in triplicate wells. Data are means of * S.D. from 3 independent experiments.
Control [, 0.1 [, 5 B and 10 nM M for ZEN and 0.05 [, 0.1 B and 0.2 nM for EB. A,
Abcbl; B, Abcecl; C, Abcc4; D, AbcecS;. ZEN zearalenone, EB Estradiol Benzoate.

Figure 5: The effect of ICI 172186 on ZEN and EB mRNA modulation of ABC

transporters in the SerW3 Sertoli rat cell line. The mRNA expression of the target genes,

determined by RT-qPCR, was normalized to the level of Actb and Gapdh and expressed
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relative to the following controls: DMSO, ICI 0.1 uM and ICI 10 uM. Controls were set at 1
(dotted line). Significantly different from control group * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.005.
Measurements were carried out in triplicate wells. Data are means of = S.D from 3

independent experiments.
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Table 1, Sequences and concentrations of oligonucleotide primers and amplicon length

Gene (GenBank™ accession number)

Primer sequence (5-3")

Primer concentrations (nM)

Amplicon length (bp)

Gapdh (NMO017008)

Actb (NM031144)

Abcbla (NM133401)

Abchlb (NM012623)

Abcg2 (NMI181381)

Abcel NM022281)"

Abccd (NM133411.1)

AbccS (NM053924.1)

NP (Rn_Gapd_1_SG QuantiTect Primer Assay*)

NP (Rn_Actb_1_SG QuantiTect Primer Assay*)

NP (RniAhchLZjGQuantiTect Primer Assay*)

FP ATGAAACTGCCCCACAAATT
RP CTTTCTGTGTCCAAGGCTGA

NP ( Rn_Abcg2_1_SG QuantiTect Primer Assay*)

FP CGAATGTCCTCTGAGATGGAGAC
RP CTCTACACGGCCTGAATGGG

FP TGCACACAGCTTACGGCTAC
RP GAGAGCCTTCCGGTAAATCA

FP CCGAGTTGAGGGTCTTTCC
RP CTGGTGCTTGGTGGTGGT

FP 500
RP 500

FP 500
RP 500

FP 500
RP 500

FP 500
RP 500

FP 500
RP 500

FP 400
RP 400

FP 250
RP 250

FP 250
RP 250

149

145

112

155

87

138

146

133

NP, not provided by the manufacturer; * Qiagen product designation, FP, forward primer; RP, reverse primer. '

St-Pierre et al.,2004
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PARTIE C. RESULTATS

I1.2.4. RESULTATS-DISCUSSION

Nos résultats montrent un effet dose-dépendant a long terme de la ZEN sur
I’expression des transporteurs ABC dans le testicule du rat a 1’dge adulte, aprés une
exposition néonatale. In vitro, I’exposition aigué des cellules de Sertoli (SerW3) a la ZEN est
¢galement responsable d’une modulation dose-dépendante de l'expression des transporteurs
ABC, ce qui confirme l'implication de la ZEN dans les effets observés in vivo. L’effet dose-
dépendant est largement décrit pour les hormones endogenes et les PEs.

Afin de déterminer I’implication de ’activité oestrogénique de la ZEN dans cette modulation,
nous avons comparé les effets de la ZEN a ceux de I'EB (cestrogene pur). La ZEN et I’EB ont
un profil de modulation similaire pour Abcg?2 (in vivo car aucune expression d’Abcg2 dans les
SerW3), mais différents pour Abcbl, Abcc4 et Abcc5 a la fois in vivo et in vitro. Pour Abcg?2,
les modulations d’expression des ARNm et des protéines sont corrélées pour les deux
molécules suggérant un mécanisme d’action transcriptionnel. Ce résultat est en accord avec
des travaux antérieurs montrant une régulation transcriptionnelle du géne Abcg2 par les
cestrogeénes. Les différences entre les profils de modulation des autres transporteurs entre la
ZEN et I’EB pourraient étre liées aux gammes de doses utilisées dans cette étude. Les doses
utilisées pour la ZEN sont plus ¢élevées que celles de I’EB car la ZEN est considérée comme
un cestrogene faible. Toutefois de récentes données montrent que les tests d’oestrogénécité
classiques ne prédisent pas le réel potentiel oestrogénique des molécules en raison de
I’existence de voies d’activation non classiques. Ainsi, il est possible que la ZEN ait eu le
méme profil de modulation de I’EB si les doses utilisées avaient été plus faibles.
L’implication de I’activité oestrogénique de la ZEN n’est donc pas a exclure dans cette
modulation, surtout compte tenu des résultats obtenus in vitro avec l'anti-cestrogéne pur (ICI
182.780), montrant une réversion de toutes les modulations d’expression des ARNm induites

par la ZEN et I’EB.

167






PARTIE C. RESULTATS

I1.2.5. CONCLUSION

Nos résultats montrent pour la premiére fois qu'une exposition néonatale a la ZEN est
responsable, chez le rat, d’'une modulation dose dépendante et a long terme de 1’expression
des messagers et des protéines de transporteurs ABC majeurs dans le testicule adulte. La
comparaison avec EB montre des profils de modulation similaires pour certains transporteurs
et différents pour d’autres in vivo et in vitro. Les résultats obtenus avec 1’anti-cestrogéne pur
sur les cellules SerW3 suggérent, au moins en partie, I’implication de l'activité oestrogénique
de la ZEN dans ces modulations. Une modification du niveau d’expression des transporteurs
ABC dans la BHT durant une période critique de son développement pourrait rendre le
testicule accessible aux divers médicaments, polluants environnementaux et autres substances
toxiques, favorisant ainsi le développement de troubles de la reproduction, de cancers et

d'infertilité.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Ce travail de thése nous a permis dans un premier temps de mettre en évidence, chez
le rat, des différences pharmacocinétiques de la ZEN en fonction du genre et du statut
hormonal, et en particulier une exposition, via la mére, des feetus et des nouveaux nés,
périodes critiques du développement pouvant constituer des stades de plus grande
vulnérabilité aux effets de la toxine. Nous avons ensuite démontré pour la premiere fois que la
ZEN pouvait moduler I’expression de transporteurs ABC majeurs suite a des expositions
durant ces phases critiques. Nous avons ainsi mis en évidence une modulation de I’expression
de ces transporteurs au cours d’une exposition gestationnelle dans le foie feetal et les organes
maternels. Etant donné¢ leur role dans la détoxification des xénobiotiques, une modulation de
ces transporteurs pourrait influencer 1’exposition du feetus aux divers polluants
environnementaux, avec les risques impliqués pour sa viabilité et son développement. La
modulation de I’expression des transporteurs ABC dans le foie feetal pose également la
question d’une persistance de ces effets apreés la naissance et a 1’age adulte. Les résultats
obtenus in vitro montrent également une modulation de ces transporteurs par la ZEN et ses
métabolites réduits dans une lignée placentaire humaine. Les effets produits sont différents
d’une molécule a I’autre, montrant I’importance de I’implication du métabolisme dans la
nature des effets produits par la ZEN, confirmant ainsi les résultats de la premicre partie de ce
travail. La ZEN est également capable de moduler a long terme 1’expression des transporteurs
ABC du testicule apreés une exposition néonatale. Ces effets sont dose-dépendants et semblent
étre en partie liés aux propriétés oestrogéniques de la ZEN comme en attestent les résultats de
comparaison avec les effets d’un cestrogeéne pur: I’EB, et les résultats obtenus sur des cellules
de Sertoli in vitro avec 1’anti-cestrogéne ICI 182.780. Les conséquences de tels effets seraient
déléteres pour la fertilité masculine, puisque les transporteurs ABC modulés ont un rdle
central dans la barriere hémato-testiculaire en protegent les cellules germinales de la toxicité
de leur substrats. Si la fonction d’efflux de ces transporteurs était altérée, les divers
médicaments et toxiques auraient plus facilement acceés au testicule et pourraient ainsi
favoriser le développement de cancers et de diverses maladies.

Au final, ce travail de thése nous a permis d’établir que la ZEN était capable de
moduler I’expression des transporteurs ABC in vivo et in vitro. Nous avons en particulier mis
en évidence ses effets au cours de la gestation et de la période néonatale. Il serait ¢galement
intéressant d’évaluer ses effets lors d’une exposition se produisant au cours d’autres fenétres
sensibles du développement comme celles de 1’allaitement et la puberté. Une étude sur les
effets de la ZEN sur plusieurs générations pourrait également apporter un éclaircissement sur

d’éventuels effets multi et/ou transgénérationnels de cette mycoestrogene.
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En effet, de tels effets ont déja été rapportés pour d’autres PEs a caractére oestrogénique
comme le DES.

Nous avons également pu fournir des premiers ¢éléments de réponse quant au
mécanisme via lequel la ZEN modulerait I’expression des transporteurs ABC. Nos résultats
suggérant I’implication d’Esr1 et d’Esr2, il serait intéressant d’explorer plus précisément cette
voie, et de déterminer I’implication exacte de chaque récepteur par des techniques de siRNA.
De plus, et au vu des différences observées dans les effets de la ZEN sur les divers
transporteurs ABC de cette étude, il serait également pertinent d’évaluer 1’implication des
autres RNs activés par la ZEN: CAR, PXR et AhR, et qui sont aussi impliqués dans la

régulation de ces transporteurs.
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TITRE: ETUDE IN VIVO/IN VITRO DE L’EFFET DE LA ZEARALENONE SUR
PEXPRESSION DE TRANSPORTEURS ABC MAJEURS LORS D’UNE EXPOSITION
GESTATIONNELLE OU NEONATALE

RESUME
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