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Résumes




Plusieurs travaux suggérent I’implication des polluants de I’environnement dans
I’épidémie d’obésité et I’incidence du diabéte. Cependant, I’impact cumulé de cette myriade
de polluants auxquels ’homme est exposé a faibles doses pendant toute sa vie n’a pas été

totalement appréhendé.

Au laboratoire, nous utilisons un modele souris d’exposition chronique (toute la vie) a un
mélange de polluants (TCDD, PCB153, DEHP et BPA) via leur ajout a une alimentation
obésogene ou standard. Les doses des polluants sont ajustées de sorte a ce que 1’exposition
soit de I’ordre de la Dose Journaliére Tolérable, supposée sans effet chez ’homme, pour

chacun des 4 polluants.

Nos résultats montrent que dans un contexte d’obésité induite par le régime et a 1’age
adulte, I’exposition au mélange de polluants altére le métabolisme hépatique du cholestérol
chez les males et aggrave ’intolérance au glucose chez les femelles. L’analyse du profil
métabolique de femelles immatures nourries avec le régime obésogene indique que les effets
des polluants sont liés au contexte hormonal et a D’activité oestrogéno-mimétique des
polluants. Enfin, en condition de régime standard, nous observons une dyslipidémie chez les
femelles adultes exposées au mélange, possiblement en lien avec la dérégulation génique dans
le foie de plusieurs voies métaboliques dont le rythme circadien et le métabolisme du

cholestérol. En revanche, les polluants n’ont pas d’effet obésogeéne.

En conclusion, nos travaux démontrent que les polluants en mélange exercent un impact
métabolique adverse chez la souris a des doses supposées sans effet individuellement, et ces

effets sont dépendants du sexe, de 1’age et du contexte alimentaire.
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Pollutants are suspected to contribute to the etiology of obesity and related metabolic
disorders but the current risk assessment does not take into account the cocktail effect

resulting from the large amount of chemicals to which humans are exposed.

We fed mice with high fat or standard diet with or without a mixture of food pollutants,
either persistent pollutants (TCDD, PCB153) or short-lived pollutants (DEHP, BPA). Doses
are adjusted resulting in mice exposure at the Tolerable Daily Intake dose range for each

pollutant. Mice are chronically exposed from preconception to adult life.

We demonstrated that a mixture of 4 pollutants triggers in the adult male offspring (12
weeks) an alteration of hepatic cholesterol metabolism. In females, there was a marked
deterioration of glucose tolerance, which may be related to decreased hepatic estrogen
signaling. The analyze of 7 week-old female mice, when they exhibit early signs of obesity
and immature estrogen levels, showed that pollutant exposure alleviated HFSD-induced
glucose intolerance, suggesting apparent biphasic effects of pollutants along with hormonal
context. Then we compared hepatic signature of gene expressions from pollutant-exposed
non-obese or non-exposed obese females and we highlight 4 main pathways that were
targeted by both treatments and appeared to be affected by different but overlapping
mechanisms. Plus, we showed that pollutants can markedly alter the circadian clock in the

liver.

Altogether, we emphasize that, pollutants presented in a mixture, have adverse metabolic
effects at doses where they are supposed to be without any individual effect, and these effects

depend on the gender, age and dietary context.
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Introduction




I.

L’obésité et le diabete de type 2

A. Quelques éléments importants

1. Définitions

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) définit le surpoids et I’obésité comme « une
accumulation anormale ou excessive de graisse corporelle qui peut nuire a la santé ».
L’obésité et le surpoids sont des facteurs de risque de plusieurs maladies métaboliques comme
le diabete, les maladies cardiovasculaires ou certains cancers. Ils sont diagnostiqués par
I’indice de masse corporel (IMC). Cet indice s’exprime en kg/m? et s’obtient en divisant le
poids (kg) par le carré de la taille (m?). Selon les valeurs de I’IMC, un individu peut étre

class¢ dans I’une des quatre catégories suivantes :

e Maigre : IMC < 18.5

e Normal : 18.5 <IMC <24.9
e Surpoids : 25 <IMC <29.9
e Obese : IMC > 30

Le diabéte est une maladie définie par une hyperglycémie chronique. Une personne est
considérée diabétique lorsque la glycémie a jeun est supérieure a 1.26 g/L lors de deux
examens consécutifs. Il existe deux types de diabétes qui différent par leur origine. Chez le
diabétique de type 1, le pancréas ne produit pas suffisamment d’insuline pour réguler la
glycémie. Chez le diabétique de type 2 (DT2), I'organisme est résistant a I’action de
I’insuline. Dans un premier temps, I’organisme produit plus d’insuline pour maintenir une
glycémie stable, mais la réponse insulinique se dégrade au cours du temps et provoque une

hyperglycémie chronique. Le DT2 représente 90 % des diabetes dans le monde.

2. Les chiffres de I'obésité et du diabete

Un tiers des personnes obeses sont diabétiques et 75 % des personnes diabétiques sont
obéses. L’augmentation du nombre de personnes obéses et/ou DT2 est alarmante, et ’OMS
parle d’épidémie. Selon ’OMS, il y a eu entre 1980 et 2014 un doublement du nombre

d’adultes obeses et un quadruplement du nombre de diabétiques. En 2014, pres de 1.9 milliard
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d’individus étaient en surpoids dont 600 millions étaient obéses - ce qui correspond a 39 % et

14 % de la population mondiale - et 422 millions de personnes étaient diabétiques.

L’obésité et le DT2 ne sont pas uniquement des fléaux des pays industrialisés. Dans un
article paru dans « The Lancet », 1l est observé une augmentation de la prévalence de 1’obésité
et du DT2 plus forte dans les pays a revenus faibles ou intermédiaires que dans les pays a fort
revenus (NCD Risk Factor Collaboration, 2016). La progression est telle que ces pays se
retrouvent confrontés a la double problématique du surpoids et de la malnutrition (qui touche
795 millions de personnes dans le monde). Il a été estimé qu’en 2012 le diabete était
responsable de 3.7 millions de déces et la sous-nutrition de 3.1 millions de déces. 1l existe

donc plus de déces attribuables au surpoids et a I’obésité qu’a I’insuffisance pondérale.

Enfin, alors que ces deux maladies ont longtemps touché uniquement les adultes, elles
touchent aujourd’hui de plus en plus d’enfants. En 2013, 42 millions d’enfants de moins de 5
ans étaient en surpoids et obeses. Encore une fois, les pays émergents semblent plus touchés :
I’augmentation du surpoids infantile est supérieure de 30 % dans les pays émergents par

rapport aux pays développés (NCD Risk Factor Collaboration, 2016).

Ces deux maladies sont devenues des problémes de santé et des problémes économiques
majeurs. Il a été estimé récemment que 1’obésité et les maladies associées coutent pres de
2000 milliards de dollars par an dans le monde (Dobbs et al., 2014). Face a leur fort
développement, il est important de comprendre les causes de la progression de 1’obésité et de

ses complications métaboliques.

3. Etiologie de I'obésité et du diabete de type 2

La cause fondamentale de 1’obésité est un déséquilibre entre I’apport calorique trop élevé
par rapport a la dépense énergétique. On attribue principalement ce déséquilibre a un

changement de mode de vie depuis I’industrialisation.

L’acces facilité a la nourriture a entrainé une augmentation de la fréquence des repas et de
la quantit¢ de nourriture consommée. Le type d’alimentation a également changg.
L’alimentation de type Western Diet, qui caractérise une alimentation riche en acide gras
saturés et en glucides, est devenue commune dans les pays industrialisés. En paralléle de cette

augmentation de I’apport calorique, I’industrialisation a apporté un confort de vie qui entraine
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un manque d’activité physique (développement des transports, de ['urbanisme et de la nature

sédentaire des différents métiers).

Mais ces deux aspects ne suffisent pas a expliquer I’ampleur et la cinétique de progression

de 1’obésité et des maladies associées et d’autres causes ont €té avancees.

L’obésité peut avoir une cause génétique: il existe quelques rares cas d’obésité
monogénique, notamment ceux liés aux mutations des génes de la leptine ou de son récepteur.
Ces deux mutations entrainent une hyperphagie sévére chez les patients atteints, dés la petite

enfance (Clément et al., 1998; Montague et al., 1997).

La perturbation du cycle de sommeil peut également étre responsable d’une obésité. Ainsi,
le temps de sommeil moyen est passé de 8h30 dans les années 1960 a 6h30 en 2008 aux Etats-
Unis et des études transversales et longitudinales chez 1’homme montrent une corrélation

inverse entre le temps de sommeil et 'IMC (Gangwisch et al., 2005; von Kries et al., 2002).

Cependant, I’augmentation du poids corporel moyen est ¢galement observé chez d’autres
especes, notamment chez les chimpanzés, les vervets, les marmottes, les chats, les rats
sauvages et méme les souris de laboratoire (Klimentidis et al., 2011). Ces résultats suggerent,
qu’en plus du changement du mode de vie, des facteurs environnementaux pourraient

participer au développement de 1’épidémie d’obésité et de diabéte de type 2.

Chez ’Homme, les premiéres observations ont été faites chez les vétérans de la guerre du
Vietnam exposés a l’agent orange, principalement composé de la dioxine 2,3,7,8-
tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD). Ainsi, 20 ans apres la fin du conflit, les risques relatifs
d’une perturbation de I’homéostasie du glucose (risque relatif = 1,4), de la prévalence du
diabete (risque relatif = 1,5), et de I'utilisation de traitement anti-diabétique (risque relatif =
2,3) sont plus élevés chez les vétérans exposés a la dioxine (n=989) par rapport aux non-
exposés (n=1276) (Henriksen et al., 1997). Dans une autre étude réalisée 15 ans apres
I’explosion de I'usine chimique Icmesa (preés de Seveso) qui a répandu un nuage de dioxine
dans la région de Lombardie (Italie), la population a été répartie en différents niveaux
d’exposition en fonction de leur situation géographique. Il a ét¢ montré un plus fort taux de
déces di au diabéte (risque relatif = 1.8) chez les individus exposés (n=38625) par rapport a la

population non-exposée (n=232747) (Bertazzi et al., 1998).
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B. Physiologie et physiopathologie du métabolisme énergétique

L’énergie nécessaire a 1’organisme est stockée sous forme d’ATP. La synthése d’ATP
provient principalement de la dégradation du glucose et des acides gras définis alors comme
carburants métaboliques (figure 1). Ces deux carburants métaboliques peuvent étre stockés
sous forme de polymeres, respectivement le glycogene et les triacylglycérols (TAG). La
dégradation du glucose ou des acides gras permet de produire de ’acétyl-coA qui peut ensuite
alimenter le cycle de 1’acide citrique et la phosphorylation oxydative pour produire des
molécules d’ATP. L’acétyl-CoA sert également de substrat pour la syntheése du glucose ou
des lipides. En cas de jetine prolongé, la production d’énergie peut également se faire a partir

des protéines et des acides aminés, mais cette voie ne sera pas présentée dans ce manuscrit.

Apres un repas, L ¢lévation de la glycémie stimule la production d’insuline par les cellules

B du pancréas. L’insuline diminue la glycémie en :

- inhibant la production hépatique de glucose, en bloquant la glycogénolyse et la
néoglucogenese
- stimulant I’absorption de glucose par le tissu adipeux et le muscle squelettique et en

stimulant la translocation du transporteur de glucose GLUT4 a la membrane plasmique

Dans le muscle, le glucose est polymérisé en glycogéne. Dans le tissu adipeux, le glucose
est stocké sous la forme de TAG. Dans le foie, le glucose est stocké sous forme de glycogene
puis, une fois les hépatocytes saturés en glycogene, transformé en TAG qui est libéré dans la

circulation et stocké dans le tissu adipeux.

A jeun, la sécrétion d’insuline diminue et le pancréas sécréte le glucagon, une hormone
hyperglycémiante, qui favorise la néoglucogenése, la glycogénolyse et 1’utilisation des acides

gras provenant des adipocytes pour la génération d’ATP et le maintien de la glycémie.

La figure 2 illustre la régulation des différentes voies métaboliques et les enzymes

limitantes.
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Glycogene Triacylglycérols

Glycogénogenése | | Glycogénolyse Estérification des
Lipolyse acides gras

Glucose Glycérol Acides gras libres

Néoglucogeneése Glycolyse B-oxydation ’ .
Lipogenese

NADH + Intermédiairesa 2 ou 3 carbones

6: 7: Cycle de l'acide citrique

¥

CO2 + NADH + QH,
NADH + QH,
ADP
Phosphorylation oxydative
Bilan énergétique :
ATP 38 ATP par molécule de glucose
\ 14 ATP par tour de b-oxydation

NAD* + Q

Figure 1 : Vue d'ensemble du métabolisme des carburants métaboliques. En bleu sont représentées les voies
métaboliques stimulées lors d’un apport alimentaire, et en vert lors d’un jeun.
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Etat nourri

FAS
ACC

Acides gras libres

DGAT\L

Triacylglycérol

Ajeun

Glycérol
+
Acides gras libres

=

Figure 2 : Vue d'ensemble du métabolisme général lors de 1'état nourri et lors d’un jeiine. Les principales enzymes
limitantes de chaque voie métabolique sont représentées in italique sur le schéma.ACC : Acetyl-CoA carboxylase,
Acox : Peroxisomal acyl-coenzyme A oxidase, Cptl : Carnitine palmitoyltransferase I, DGAT : Diacylglycerol O-
Acyltransferase 1, FAS : Fatty Acid synthase, G6Pase : Glucose-6-phosphatase, GK : Glucokinase, GP : Glycogen
Phosphorylase, GS : Glycogen Synthase, HK2 : Hexokinase 2, HSL : Hormone Sensitive Lipase, LPL : Lipoprotein
lipase, Pepck : Phosphoenolpyruvate Carboxykinase 1, PFK : Phosphofructokinase, PK : Pyruvate Kinase
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1. Lasignalisation de I'insuline

Lorsque I’insuline se fixe sur son récepteur, celui-ci s’homodimérise. Cette dimérisation
permet le rapprochement des deux domaines tyrosine kinase intracellulaires qui s’auto-
phosphorylent. Ainsi activé, le récepteur phosphoryle les protéines IRS (insulin receptor
substrate), ce qui permet le recrutement de la phosphoinositol-3-kinase (PI3K) a la membrane
plasmique. La PI3K catalyse la réaction de phosphorylation de la phosphatidylinositol 2
phosphate (PIP2) en PIP3. L’accumulation de ce messager secondaire au niveau de la
membrane cytoplasmique permet le recrutement des protéines phosphoinositol dependant
kinase (PDK)1, PDK2 et Protéine Kinase B (PKB ou AKT) a la membrane cytoplasmique.
En effet, ces trois protéines sont composées d’un domaine PH (pleckstrin homology) a
I’extrémité N-terminale qui posséde une forte affinité pour le PIP3 (Guo, 2013; Pirola et al.,
2004). Le rapprochement de ces protéines permet la phosphorylation de la protéine AKT sur
la tyrosine T308 et la sérine S473 par PDK1 et PDK2 respectivement, ce qui entraine
I’activation d’AKT (figure 3).

Dans le foie : Le facteur de transcription Forkhead box Ol (FOXOI1) active la

transcription des genes clefs de la néoglucogenese comme la glucose-6-phosphatase (G6Pase)
et la Phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK). AKT activé phosphoryle FOXOI.
FOXO1 phosphorylé étant séquestré dans le cytoplasme, il n’active plus la transcription des

genes néoglucogéniques.

Dans le muscle et le foie : AKT phosphoryle également la Glycogen Synthase Kinase 3

(GSK3), un régulateur de I’activité de la Glycogene Synthase (GS) nécessaire a la synthése de
glycogene. A 1’¢état basal, GSK3 phosphoryle et inactive GS. Apres action de 1’insuline, AKT
phosphoryle GSK3 et inhibe son activité de phosphorylation de GS et il y a donc levée de

I’inhibition, ce qui permet la synthése de glycogene.

Dans le muscle et le tissu adipeux : Lorsque AKT est activée, elle phosphoryle la protéine

Akt substrate of 160 kDa (AS160). Cette protéine est présente dans les vésicules
intracellulaires contenant les transporteurs de glucose GLUT4. En absence de
phosphorylation, elle permet de maintenir les vésicules dans le cytosol. Apres
phosphorylation, AS160 est inhibée, et GLUT4 est transloqué a la membrane plasmique,

permettant le captage massif de glucose.
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Dans le foie et le tissu adipeux : 1’activation d’AKT permet 1’activation du facteur de

transcription Sterol regulatory element-binding protein-1c (SREBP-1c), ce qui augmente
I’expression des genes clefs de la lipogenése de novo (Fatty acid Synthase codant FAS,

Acetyl-CoA carboxylase alpha ou Acaca codant ACC).

Dans le tissu_adipeux : La lipolyse est stimulée par les catécholamines qui activent leur

récepteur. Son activation entraine 1’augmentation de la concentration d’adénosine mono
phosphate cyclique (AMPc) qui active a son tour la protéine kinase A (PKA). La PKA activée
stimule I’activité de la lipase hormono-sensible (HSL) qui dégrade les TAG en acides gras.
Sous I’action de I’insuline, AKT activée phosphoryle la phosphodiesterase 3B (PDE3B). Sa
phosphorylation active cette protéine qui transforme I’AMPc en 5’AMP, empéchant
I’activation de la PKA et donc de la lipolyse.

2. L’insulino-résistance

L’insulino-résistance se définit comme une réponse amoindrie a 1’insuline. L’insulino-
résistance résulte donc en une moins forte inhibition de la production hépatique de glucose et
en une moindre utilisation du glucose par les organes périphériques, résultant en une

augmentation de la glycémie.

Or, ’hyperglycémie est toxique. C’est la glucotoxicité qui provoque la mort des cellules,
notamment des cellules f pancréatiques par apoptose. Ceci provoque une diminution de la

production d’insuline et I’initiation d’un cercle vicieux qui aggrave 1’hyperglycémie.

Le syndrome métabolique est défini par une série d’observations cliniques attestant d’une
insulino-résistance de I’organisme. Il existe plusieurs classifications pour définir le syndrome

métabolique : celle de I’OMS est présentée dans le tableau 1.

Parameétres Homme Femme

Tour de taille > 94cm > 80cm
Glycémie a jeun >1g/L >1g/L
Triglycéridémie a jeun >1,5g/L >1,5¢g/L
Cholestérol HDL a jeun <04 g/L <0,5g/L
Pression artérielle > 130/80 mm Hg >130/80 mm Hg

Tableau 1 : Paramétres considérés pour le diagnostic du syndrome métabolique selon ’OMS. Une personne est
considéré atteinte du syndrome métabolique lorsqu’au moins deux de ces parametres sont observés
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Figure 3 : Voie de signalisation de l'insuline. La liaison de Dinsuline sur son récepteur induit son
autophosphorylation. Le récepteur activé phosphoryle ensuite les protéines IRS (Insulin Receptor Subtrate) sur les
résidus tyrosines, permettant le recrutement a la membrane et Pactivation de la protéine PI3K (phosphatidylinositol 3
kinase). Ceci permet I’activation de la protéine AKT par les phosphorylations par PDK1 (Phosphainositide-dependent
protein Kinase 1) et nMTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2). L’activation de cette voie de signalisation
résulte en capture du glucose sanguin, synthése de glycogéne, activation de la lipogenése et en une inhibition de la
lipolyse et de la néoglucogenése selon les organes regardés.

AS160 : Akt substrate of 160 kDa, FOXO1 : Forkhead box O1, GSK : Glycogéne Synthase Kinase, PDE-3B :
phosphodiesterase 3B, PIP2 : phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate, PIP3 : Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate,
Srebp-1c : Sterol regulatory element-binding protein 1c
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i. Le foie dans un état d’insulino-résistance

Les souris sous régime high fat ou les souris db/db (déficient pour la leptine) ou ob/ob
(déficient pour le récepteur de la leptine) sont obeses et présentent des forts taux d’insuline
circulante alors méme que la production hépatique de 1glucose n’est plus inhibée, ce qui
illustre la résistance a I’insuline. Cependant, 1’insuline continue d’entrainer 1’activation de
Srebplc et par conséquent 1’augmentation de la lipogeneése de novo provoquant une
hypertriglycéridémie hépatique et plasmatique en plus de I’hyperglycémie. Cette insulino-
résistance sélective est caractéristique du foie insulino-résistant (Brown and Goldstein, 2008)

(voir figure 4).

A
[ Glucose s,

Insuline =~

Insuline -

Figure 4 : Modéle illustrant la résistance a ’insuline sélective. (A) Réponse normale du foie a une charge en glucose.
L’insuline meéne a une diminution de la néoglucogenése et une augmentation de la synthése des acides gras et des TAG. (B)
La résistance a I’insuline hépatique sélective. L’insuline n’inhibe plus la néoglucogenése mais continue de stimuler la
production d’acides gras et de TAG. Ceci méne a une hyperglycémie et une hypertriglycéridémie. (Adapté de Brown et
Glostein, 2008)

Le développement de souris invalidées pour le récepteur a I’insuline a permis de
développer des souris diabétiques non-obeéses sous régime standard. On a ici une insulino-
résistance hépatique totale. Les souris ont une production hépatique de glucose augmentée et
une lipogenése de novo diminuée. Les souris sont donc hyperglycémiques, intolérantes au
glucose et présentent une diminution des TAG hépatiques et plasmatiques (Biddinger et al.,

2008).

37



Les causes de la résistance a 1’insuline sélective ne sont pas encore bien comprises. Les
deux modeles présentés suggerent que 1’obésité peut avoir un réle dans le développement de
la résistance a I’insuline sélective du foie. Récemment, Pajvani et ses collaborateurs ont
montré que 1’obésité chez les souris stimule la signalisation du récepteur Notchl dans le foie.
Cette activation résulte en l’activation de SREBP-Ic via la stabilisation du complexe
mTORCI1 (mammalian target of rapamycin complex 1) (Czech, 2013; Pajvani et al., 2013), de

maniere indépendante de ’activation de la signalisation de I’insuline.

Plus récemment, I’inactivation du growth factor receptor binding protein 14 (GRB14)
spécifiquement dans le foie chez des souris contrdles se caractérise par une stimulation de
I’inhibition de la production hépatique de glucose et une inhibition de la lipogenése de novo.
GRB14 pourrait donc étre une composante de la résistance a I’insuline sélective du foie.
Précisément, les auteurs montrent que 1’inhibition de I’expression de Grbl14 entraine a une
activation du facteur de transcription nuclear factor erythroid-2-related factor 2 (NRF2) qui

vient réprimer 1’activité lipogénique du liver X receptor (LXR) (Popineau et al., 2016).

ii. Le tissu adipeux dans un état d’insulino-résistance
Le tissu adipeux est un organe endocrine. Il sécréte notamment la leptine qui induit la
satiété, I’adiponectine qui sensibilise les organes a 1’action de I’insuline et des cytokines pro-

inflammatoires (dont le Tumor Necrosis o — TNFa. - et I’ Interleukine 6 - 1L6)

Lorsque le tissu adipeux est insulino-résistant, I’absorption des lipides circulants n’est plus
stimulée et la lipolyse n’est plus inhibée. Il en résulte une hyperlipidémie et un afflux des
lipides vers les autres organes (foie, muscles...). Ce stockage ectopique des lipides dégrade la

sensibilité a I’insuline de ces tissus. On parle alors de lipotoxicité (Lee et al., 2013).

Le tissu adipeux insulino-résistant se caractérise par la présence d’une inflammation
chronique a bas bruit, qui aggrave 1’insulino-résistance systémique. Cette inflammation peut
étre causée par I’hypertrophie des adipocytes qui entraine une hypoxie des régions les plus
¢loignées des zones vascularisées et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et
chemoattractantes. Ces deux éveénements menent a une infiltration macrophagique et a une
activation des macrophages résidents en macrophage de type inflammatoire M1 (Cinti et al.,
2005; Pang et al., 2008; Strissel et al., 2007), a I’origine de I’inflammation chronique a bas

bruit.

— L’accumulation excessive de graisse au niveau du tissu adipeux viscéral (TAv) est

délétere sur le plan métabolique : les individus masculins accumulant du TAv
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présentent des complications plus sévéres que les individus accumulant du tissu
adipeux sous-cutané (TAsc) (Després and Lemieux, 2006). Le TAv exprime de
maniere plus importante I’IL6 et le TNFa que le tissu adipeux sous-cutané (TAsc)
et a donc un phénotype plus inflammatoire (Kershaw and Flier, 2004).

— les molécules sécrétées par le TAv sont directement relachées dans la veine porte et
ont par conséquent un acces direct au foie alors que celles sécrétées par le TAsc le
sont dans la circulation systémique (Kershaw and Flier, 2004), ce qui est cohérent

avec un impact hépatique plus important lors d’un dysfonctionnement du TAv.

L’accumulation de graisse au niveau du TAv modifie également la fonction endocrine du
tissu adipeux. L’expression de la leptine augmente avec 1’augmentation de la masse de tissu
adipeux. En revanche, I’obésité est associ¢e avec 1’apparition d’une résistance a I’action de
cette hormone. La production d’adiponectine est diminuée avec le développement du tissu
adipeux, ce qui participe aussi au développement de 1’insulino-résistance (Kershaw and Flier,

2004).

iii. Le muscle insulino-résistant
Le muscle squelettique est responsable de 80 % de I’absorption du glucose stimulé par
I’insuline et I’hyperglycémie est la principale conséquence d’une insulino-résistance

musculaire.

Cependant, ’invalidation du récepteur a ’insuline spécifiquement dans le muscle (souris
MIRKO) n’entraine pas d’hyperglycémie malgré une diminution de 80 % de ’absorption
musculaire du glucose et de la synthése de glycogeéne (Kim et al., 2000). En revanche, ces
souris présentent davantage de tissu adipeux. On observe une augmentation de 48 % du
nombre d’adipocytes dans le TAv. De fagon intéressante, ceci s’accompagne également d’une
augmentation des taux d’adiponectine circulants (Cariou et al., 2004), qui sensibilisent les
différents tissus a D’insuline. Ceci pourrait expliquer que ces souris ne présentent pas
d’hyperinsulinémie. Cette étude indique donc que 1’absence de réponse a I’insuline dans le
muscle peut étre compensée par le développement du TAv, et suggere donc que les
complications métaboliques ne seront visibles que lorsque le TAv développera une insulino-

résistance.
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iv.  Les causes de l'insulino-résistance
Plusieurs ¢léments ont été identifiés a I’origine de 1’insulino-résistance (Castro et al., 2014;
Guo, 2013; Rieusset, 2015) et sont représentés dans la figure 5. Nous détaillons ici la

lipotoxicité et I’inflammation.

Stress du Réticulum
Endoplasmique

N Lipogenese
¢ Lipolyse

M Synthese
de
Glycogene

|\4 Néoglucogenése |

Figure 5 : Résumé des principaux mécanismes de ’insulino-résistance dans une cellule hypothétique.

L’hyperinsulinémie provoque I’internalisation et la dégradation du récepteur a I’insuline. L hyperglycémie chronique
entraine la glycosylation des protéines et un stress du RE, conduisant a ’augmentation des ROS. Les ROS et ’activation
des récepteurs TLR4 par les cytokines pro-inflammatoires ménent a I’activation de JNK et S66K qui diminuent les taux de
IRS dans la cellule. L’augmentation des acides gras libres dans la cellule entraine I’activation de NF-KkB et a la production
de DAG. NF-kB active la transcription des cytokines pro-inflammatoires. L’augmentation de la quantité de DAG active la
PKC, qui diminue les taux de IRS cellulaire et donc la signalisation de I’insuline. (Adapté de Castro et al., 2014)

Lipotoxicité : Une élévation de la concentration plasmatique en acides gras libres ou de
leur stockage ectopique dans le foie ou le muscle squelettique sont des éléments menant a
I’insulino-résistance. Ainsi, la perfusion d’acides gras libres chez le rat entraine une insulino-

résistance du muscle squelettique, via I’activation de la Protéine Kinase C (PKC)0 (Griffin et
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al., 1999) qui va diminuer la phosphorylation des protéines IRS1 et 2 stimulées par 1’insuline,

et entraine une insulino-résistance (Yu et al., 2002).

Les acides gras n’activent pas directement la PKC : leur augmentation entraine la
formation de diacylglycérides (DAG), qui sont des puissant activateurs des différents
isoformes PKC (Boden, 2011). De fait, la surexpression de ’enzyme DGAT (qui convertit les
DAG en TAG) dans le muscle squelettique diminue les taux de DAG cellulaire et protege

ainsi la souris de I’insulino-résistance induite par un régime gras (Liu et al., 2007).

I1 a été montré que les acides gras saturés sont capables d’induire 1’activation du récepteur
Toll-like receptor (TLR4), ce qui conduit a ’activation de nuclear factor-kappa B (NF-kB)
(Pal et al., 2012). Or, NF-xB joue un réle majeur dans le contréle de la réponse pro-
inflammatoire, puisque son activation mene a la sécrétion de molécules pro-inflammatoires

comme le TNFa), exacerbant alors 1’insulino-résistance provoquée par les acides gras.
b

Inflammation : Le développement de I’obésité et de I’insulino-résistance est associé a une
inflammation chronique a bas bruit, et notamment a une élévation des cytokines TNFa et
d’IL6 (Romeo et al., 2012). Ainsi, la stimulation de cellules en culture par du TNFa est
aujourd’hui couramment utilisé pour induire une insulino-résistance (Feinstein et al., 1993).
De méme, les souris n’exprimant pas TNFa de maniére constitutive sont protégées contre
I’insulino-résistance induite par un régime gras (Uysal et al., 1997). D’un point de vue
moléculaire, les cytokines inflammatoires activent les protéines c-Jun N-terminal kinases
(JNK), P70-S6 Kinase 1 (S6K) qui phosphorylent la protéine IRS1 sur la sérine 270, ce qui

conduit a sa dégradation et donc a une perte de la réponse insulinique (Chen et al., 2015).
C. Le métabolisme du cholestérol

Le cholestérol est essentiel a I’organisme : il est un composant des membranes cellulaires,
il participe a la fluidit¢é membranaire, il est le précurseur des hormones stéroidiennes et il a un
role antioxydant. Cependant, il est toxique en exces et on observe la formation de plaques

d’athéromes responsables des accidents cardio-vasculaires.

1. Régulation du cholestérol plasmatique

Le transport du cholestérol dans le sang est assuré par les lipoprotéines. Les lipoprotéines
sont des complexes lipides-protéines formant des vésicules et permettant le transport des

lipides hydrophobes dans le sang. Elles sont composées :
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— d’un cceur hydrophobe contenant principalement des TAG et des esters de
cholestérol
— d’une couche de phospholipides et de cholestérol libre

— de protéines appelées apolipoprotéines (Apo).

Les lipoprotéines sont classées en fonction de leur densité. Elles différent selon leur
contenu lipidique et les Apo associées (voir figure 6 et tableau 2). On distingue les very low
density lipoprotein (VLDL), les low density lipoprotein (LDL), les high density lipoprotein
(HDL). Le foie secrete les VLDL riches en TAG et en cholestérol dans la circulation. Au
niveau du tissu adipeux, la Lipoprotéine Lipase (LPL) hydrolyse les TAG contenus dans les

VLDL, aboutissant a la formation de LDL, enrichis en cholestérol.

Les travaux de Brown et Goldstein réalisés a partir de biopsies de la peau provenant de
patients atteints d’hypercholestérolémie sévere familiale (HCF), ont mis en évidence que les
fibroblastes provenant de patients HCF n’étaient pas capables de récupérer le cholestérol
contenu dans les LDL présents dans le milieu de culture, contrairement aux fibroblastes
normaux (Goldstein and Brown, 1973). Cette observation a permis la découverte du récepteur
aux LDL (LDLR) et a la compréhension de 1’anomalie chez les patients HCF (Brown and
Goldstein, 1974). En effet, le LDLR reconnait la protéine ApoB présente a la surface des
LDL. Apres fixation sur son récepteur, la LDL pénétre la cellule par endocytose ou elle est
dégradée par les lysosomes. Le cholestérol est alors libéré dans la cellule et le LDLR recyclé a

la membrane (Anderson et al., 1977).

Triacylglycérol

Apoprotéine
Cholestérol PR

esteérifié

Cholestérol

non estérifié Phospholipides

Figure 6 : Représentation schématique d'une lipoprotéine
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Masse

. Diametre Lipides Apolipoprotéine(s)

Nom volumique . R Source

(nm) majoritaires majoritaire(s)

(8/ml)
Chylomicrons <0,95 100 - 1000 TAG ApoAl, ApoA2, ApoA4, Intestin
ApoCl, ApoC2, ApoC3,
ApoB48, ApoE

Lipoprotéines de tres 0,95 - 1,006 30-80 TAG ApoB100, ApoE, ApoCl, Foie
basse densité (VLDL) ApoC2, ApoC3
Lipoprotéines de 1,006 - 1,019 25-50 CE ApoB100, ApoE, ApoC Catabolisme
densité des VLDL
intermédiaire (IDL)
Lipoprotéines de basse 1,019 -1,063 18 - 28 CE ApoB100 Catabolisme
densité (LDL) des IDL
Lipoprotéines de haute > 1,063 5-15 CE, PL ApoAl, ApoA2, ApoA4, Foie, intestin

densité (HDL)

ApoC1, ApoC2, ApoC3,

ApoE

Tableau 2 : Caractéristiques des différentes lipoprotéines. Apo : Apolipoprotéine, CE : Ester de cholestérol, PL :
Phospholipide, TAG : Triacylglycérol

C’est la proprotein convertase subtilisine/kexine type 9 (PCSK9) qui régule le recyclage du
LDLR a la membrane. Le PCSK9 est sécrétée dans le sang par le foie (Zaid et al., 2008).
Ainsi, PCSK9 se lie au LDLR et perturbe le recyclage a la membrane du récepteur (Horton et
al., 2009), résultant en une diminution des LDLR et une augmentation des LDL dans la
circulation. Les patients présentant des mutations augmentant 1’activité de la PCSK9 ont une
augmentation des LDL plasmatiques. A I’inverse, les personnes dont la protéine PCSK9 est
inactive ont une diminution des taux de LDL et donc des risques cardio-vasculaires (Goldstein

and Brown, 2015; Horton et al., 2009).

Les HDL participent au reverse cholesterol transport (RCT), c¢’est-a-dire au transport du
cholestérol des organes périphériques vers le foie, exercant ainsi une action antiathérogeéne.
Les HDL sont sécrétées par le foie sous la forme de HDL immatures. Dans la circulation, les
HDL récuperent du cholestérol provenant des LDL, des membranes ou des foam cells, qui
sont des macrophages ayant phagocyté des LDL oxydées, responsables des plaques
d’athéromes. Les HDL interagissent avec le transporteur A7P Binding Cassette (ABC)A1 des
foam cells qui permet le transfert du cholestérol de ces macrophages a la membrane des HDL
(Phillips, 2014). Les particules HDL deviennent matures en augmentant leur taille au fur et a

mesure qu’elles incorporent du cholestérol (Lee-Rueckert et al., 2016). Les HDL matures sont
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reconnus au niveau du foie par le récepteur Scavenger receptor class B member 1 (SR-BI).

Une fois fixées, les HDL sont endocytées et le cholestérol est dégradé en acides biliaires.

2. Régulation de la synthese du cholestérol

Lorsque I’apport alimentaire en cholestérol est insuffisant, le foie en néosynthétise. Cette
voie métabolique existe dans toutes les cellules, notamment pour assurer les fonctions de
division cellulaires (Fernandez et al., 2004). La voie de synthése du cholestérol est

représentée dans la figure 7.

Acetoacetyl-CoA thiolase

Acetyl-CoOA ~€——>  Acetoacetyl-CoA

HMG-CoA
synthase Cholestérol
(Hmgcs)
\ 7-dehydrocholesterol reductase
Dhcr7,
HMG-CoA Chc!esta-S,?’-dien-(aﬁ—o! )
HMG-CoA reductase
(Hmgcr) sterol-C5-desaturase (Sc5d)
Mevalonate Cholesta-7-en-3p-ol
Melavonate 24-dehydrocholesterol
kinase (Mvk) _ reductase (Dhcr24)
Mevalonate-5-phosphate Chafestary, 24 -dien-5p o
3-8-hydroxysteroid-A(8), A(7)-
isomerase
] Cholesta-8,24-dien-3p-ol
Mevalonate biphosphate A hydroxysteroid 17-8 dehydrogenase 7
(Hsd17b7)
Cholesta-8,24-dien-3-one
Dimethylallyl biphosphate «———> Isopentenyl biphosphate Msmol
Farnesyl diphosphate 4f1-methy|—cholesta-8,24-
th £d dien-3f-ol
synthase {Fdps) 3-8-hydroxysteroid 3-
dehydrogenase (Nsdhl)
Farnesyl biphosphate 4a-methyl-cholesta-8,24-
Squalene \L dien-3-one
synthase (Sqs) Methylsterol monooxygenase
Squalene (Msmol)
Squalene \l/ 4,4, -dimethylcholesta-8,24-
epoxydase (Sqle) dien-3p-ol
Squalene epoxyde A(14)-sterol reductase
Oxidosqualene \L (Tm7s2)
cyclase (Lss) e 4,4,-dimethylcholesta-
a .
Vomasterol 1das 8,14(15),24-trien-3B-ol
demethylase (Cyp51)

Figure 7 : Voie de synthése du cholestérol. Les enzymes figurent en violet et les métabolites en noir
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Parmi toutes les enzymes de la voie de synthése du cholestérol, la 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme A reductase (Hmgcr) est ’enzyme limitante et son expression est
régulée par sterol regulatory element-binding protein (SREBP)-2. Il existe trois isoformes de

SREBP :

— SREBP-1la
— SREBP-Ic est exprimé majoritairement dans le foie et est impliqué dans la
régulation de la lipogenése sous 1’action de ’insuline

— SREBP-2 qui régule la synthese du cholestérol

Les SREBP sont synthétisés sous la forme de protéines membranaires ancrées a la
membrane du réticulum endoplasmique (RE). L’extrémité N-terminale contient le domaine
basique hélice-boucle-hélice (bHLH) qui est le domaine se liant a I’ADN et activant la
transcription. L’extrémité C-terminale contient un domaine régulateur situé dans le cytosol.
Dans la membrane du RE, SREBP se lie a la protéine SREBP cleavage-activating protein
(SCAP) dont I’extrémité C-terminale interagit avec celle de SREBP (Hua et al., 1996; Sakai
et al., 1998). Ce complexe interagit avec le complexe protéique COP-II, qui recouvre des
vésicules (Sun et al., 2007). Ces vésicules transportent le complexe SCAP/SREBP2 vers
I’appareil de Golgi. Dans cet organite, SREBP subit deux clivages par les protéases SIP et
S2P, libérant le domaine bHLH qui peut alors entrer dans le noyau et activer la transcription

des genes cibles comme Ldlr, Hmgcr et Pcsk9.

SCAP joue un role clé dans la régulation de I’activation de SREBP en se comportant
comme un senseur de cholestérol. Lorsque la composition de la membrane du RE atteint 5 %
de cholestérol, ce dernier se lie 8 SCAP. Cette liaison induit un changement de conformation,
empéchant I’interaction entre SCAP et COP-II. Dans cette conformation, la protéine insulin-
induced gene (INSIG) interagit avec SCAP et stabilise la conformation, piégeant
SCAP/SREBP2 dans la RE (Motamed et al., 2011) (voir figure 8).

Ainsi, lorsque la cellule contient suffisamment de cholestérol, SREBP-2 reste ancré a la
membrane et n’active pas la transcription des génes clefs comme Hmgcer et Ldlr. Losque la
concentration en cholestérol diminue, SREBP-2 est clivée et active la transcription de Ldlr et
Hmgcr, augmentant la capture de cholestérol depuis la circulation et la synthése de celui-ci

(figure 9).
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Figure 8 : Mécanisme d’activation de SREBP. (A) Lors d’un manque de cholestérol, SCAP se lie a COPII et
incorpore le complexe SCAP/SREBP dans les vésicules, COPII, permettant la migration vers I’appareil de Golgi.
Dans I’appareil de Golgi, SREBP est clivée par deux protéases S1P e S2P, libérant le domaine bHLH qui peut alors
entrer dans le noyau et activer les génes cibles. (B) Lors d’un exceés de cholestérol (plus de 5% de cholestérol dans la
membrane du RE) le cholestérol lie SCAP, entrainant ’interaction entre SCAP et INSIG. Ceci libére les protéines
COPII, empéchant le transport du complexe SCAP/SREBP vers I’appareil de Golgi. (Adapté de Goldstein et Brown,
2015)

A Faible apport alimentaire de cholestérol B Fort apport alimentaire de cholestérol

Récepteurs aux LDL =
(———-(SREBPQ

LDL

Cholestérol alimentaire

Figure 9 : Régulation de la voie de cholestérol par 1'apport alimentaire. (A) Faible apport alimentaire de cholestérol. SREBP clivée entre
dans le noyau et active I'expression des génes impliqués dans le métabolisme du cholestérol. SREBPn : domaine bHLH de SREBP obtenue
apreés clivage. (B) Fort apport alimentaire de cholestérol. Le clivage de SREBP diminue résultant en une diminution de SREBPn et de
P’activation des génes cibles. La réduction du nombre de récepteurs aux LDL augmente la quantité de LDL plasmatique. (Adapté de Goldstein
et Brown, 2015)
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3. Elimination du cholestérol

La transformation du cholestérol en acides biliaires est I’unique voie de dégradation du
cholestérol. L’homme synthétise entre 200 et 600 mg d’acides biliaires par jour et en élimine

autant dans les selles.

La présence d’oxystérols dans la cellule, formés par oxydation spontanée ou enzymatique
du cholestérol, active la voie de syntheése des acides biliaires en se fixant et en activant les
Liver X receptor (LXR) a et B. Dans le foie, I’activation des LXR entraine la transcription
genes codant pour les transporteurs ABCA1, ABCG1, ABCGS5 et ABCGS, qui permettent le
transport du cholestérol vers le plasma et la vésicule biliaire, diminuant la quantité¢ de
cholestérol intrahépatique (Repa et al., 2002). LXR inhibe également ’apport de cholestérol
en inhibant I’expression de Ldlr (Zhang et al., 2012) et des principaux genes de la biosynthese
du cholestérol (Alberti et al., 2001; Peet et al., 1998). Ainsi, chez la souris, LXRa active la
synthése des acides biliaires en simulant 1’expression de Cyp7al. Ceci a été démontré en
utilisant les souris KO pour LXRa qui sont incapables d’induire 1’expression de Cyp7al (Peet
et al., 1998). L’analyse des promoteurs de Cyp7al a mis en évidence I’existence de deux
¢léments de réponses aux LXR (Chiang et al., 2001). Ceci explique que I’invalidation de
LXRa chez la souris nourrie au régime gras, source importante de cholestérol, induit une

importante accumulation de cholestérol dans le foie (Korach-André et al., 2010).

Les acides biliaires sont des détergents et sont par conséquent toxiques pour la cellule. Ils
se fixent et activent le Farnesoid X receptor (FXR). FXR induit I’expression de small
heterodimer patner (SHP), un récepteur nucléaire atypique qui ne posséde pas de domaine de
liaison a I’ADN. Des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine suivie d’un
séquencage haut-débit (ChIP-seq) ont montré que SHP inhibe la transcription des genes
impliqués dans la biosynthése des acides biliaires (Cyp7al, Cyp7bl, Cyp2bl), dans leur
conjugaison (Bat) et dans leur transport (Bsep, Ntcp, Mdr2) (Boulias et al., 2005). De fait, les
souris dont FXR est inactif spécifiquement dans le foie présentent une augmentation des taux
d’acides biliaires plasmatiques et hépatiques (Schmitt et al., 2015), délétere pour 1’organisme

a cause de leurs propriétés détergentes.

La figure 10 retrace les principales étapes de la régulation de 1’¢élimination du cholestérol.
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Figure 10 : Métabolisme du cholestérol. Dans le foie, le cholestérol est transformé en acides biliaires majoritairement par
la voie neutre, puis est transporté dans la vésicule biliaire par le transporteur BSEP. Le cholestérol peut également étre

directement éliminé dans les sels biliaires via les récepteurs ABCG5/8. Les acides biliaires activent le récepteur nucléaire FXR
qui, via la transcription de SHP, inhibe la production d’acides biliaires.

D. Le dimorphisme sexuel

Le professeur Jean Vague montre en 1947 des formes différentes d’obésité entre les
hommes et les femmes, notant que les femmes bien qu’ayant plus de masse grasse, sont moins
sensibles aux complications métabolique de I’obésité (Vague, 1947). De fait, la prévalence de
I’obésité est supérieure chez les femmes alors que la prévalence du diabéte reste plus élevée
chez les hommes (NCD Risk Factor Collaboration, 2016). La figure 11 récapitule les

principales différences métaboliques entre les hommes et les femmes.
1. Sensibilité a I'insuline

Les femmes ne développent généralement pas d’hyperinsulinémie et I’incidence du diabéte

est inférieure chez les femmes avant la ménopause (Espeland et al., 1998). Apres la
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ménopause, la prévalence du diabéte devient similaire chez les deux sexes, suggérant que les

cestrogeénes participent a 1’action de sensibilisation des tissus a 1’insuline.

A ARC POMC
A Sensitivité a la leptine
v Prise alimentaire

W ARC POMC
\ Sensitivité a la leptine
A\ Prise alimentaire

\V Activité et masse du tissu adipeux
brun

A\ Activité et masse du tissu adipeux
brun

A Tissu adipeux sous-cutané
A Adiponecine
A Leptine

A Tissu adipeux viscéral
WV Adiponecine
W Leptine

WV Masse musculaire
Sensibilité a I’insuline

A\ Oxydation des acides gras pendant
I’effort

A\ Stockage des acides gras au repos

A\ Masse musculaire
Sensibilité a I'insuline
Oxydation du glucose pendant
I’effort

A\ Oxydation des acides gras au repos

A Incidence d’une intolérance au
glucose
A Incidence de diabéte

A Incidence d’hyperglycémie a jeun
A\ Incidence de diabete

Figure 11 : Résumé du dimorphisme sexuel dans I'homéostasie métabolique, le diabéte et 1'obésité (Adapté de
Mauvais-Jarvis, 2015)

Le lien entre le déficit cestrogénique ou sa signalisation et une résistance a I’insuline est
démontré aussi bien chez ’Homme que chez le rongeur (Heine et al., 2000; Morishima et al.,
1995; Smith et al., 1994). Les causes sont probablement multifactorielles. Chez les souris
femelles n’exprimant pas le récepteur o aux cestrogénes (ERa), I’insuline n’inhibe plus la
production hépatique de glucose (Bryzgalova et al., 2006). Dans le méme modele il a été
montré une accumulation de lipides pro-inflammatoires au niveau du muscle squelettique, a
I’origine d’une insulino-résistance musculaire (Ribas et al., 2010). A [IDinverse,
I’administration chronique d’cestradiol chez les femelles ovariectomisées (OVX), méme
nourries avec un régime gras, améliore la tolérance au glucose et le niveau d’inflammation
dans le tissu adipeux viscéral en comparaison de ces mémes parametres chez les souris OVX

non traitées (Riant et al., 2009).
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2. Les tissus adipeux

Les hommes accumulent plus de tissu adipeux viscéral (TAv, obésité androide) alors que
les femmes développent davantage le tissu adipeux sous-cutané (TAsc), notamment au niveau
du bassin (obésité gynoide). Ce dimorphisme est observé deés la puberté et jusqu’a la
ménopause, ce qui suggere que les cestrogénes participent au développement du TAsc. A la

ménopause, les lipides iront s’accumuler préférentiellement dans le TAv.

Le contrdle de la répartition des masses grasses se fait au niveau central. Ainsi, une étude
menée chez le rat montre une augmentation de la masse du TAsc chez les males et les
femelles OVX aprées une injection intracranienne d’cestradiol (Clegg et al., 2006). De méme et
plus récemment, 1’invalidation d’ERa spécifiquement dans les neurones hypothalamiques SF-
1 (Steroidogenic factor -1) a montré un développement du tissu adipeux viscéral chez la

souris femelle (Xu et al., 2011).

Par ailleurs, les régulations se font aussi au niveau systémique. La lipoprotéine lipase
catalyse la réaction essentielle a ’accumulation des acides gras dans le tissu adipeux. Lors de
la prise alimentaire, I’insuline stimule ’expression de la LPL dans le tissu adipeux et le
muscle squelettique ainsi que sa migration vers la paroi vasculaire. Une fois ancrée a
I’endothélium, la LPL hydrolyse les TAG présent dans les lipoprotéines, ce qui libére des
acides gras libres qui peuvent pénétrer dans les cellules. Or, activité de la LPL est régulée
par les hormones sexuelles. Chez les femmes, les cestrogeénes stimulent 1’activité de la LPL au
niveau du TAsc, favorisant le stockage des lipides dans le TAsc des régions glutéales (Tessier
et al., 2010). Chez les hommes, la testostérone inhibe 1’activité de la LPL au niveau du TAsc
situé¢ dans la région fémorale (Ramirez et al., 1997), ce qui aboutit a une activité¢ de la LPL

plus forte au niveau du TAv qu’au niveau des autres tissus adipeux (Arner et al., 1991).

3. Balance énergétique

Chez les mammiferes, les males consomment plus de nourriture que les femelles (Wade,
1972). Des études ont montré que le comportement alimentaire se mettait en place des la
naissance et se manifestait par un pic de sécrétion de dihydrotestostérone (DHT) périnatale
(prénatal chez ’Homme et néonatale chez le rongeur) qui « masculinise » le comportement
alimentaire (Mauvais-Jarvis, 2015). La prise alimentaire est controlée au niveau du noyau

arqué dans I’hypothalamus par le neuropeptide pro-opiomélanocortine (POMC) qui a un effet
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anorexigénique et par les neuropeptides AgRP (agouti-related gene) et NPY (neuropeptide Y)
qui stimulent la prise alimentaire (Nestor et al., 2014). La leptine, produite par le tissu adipeux
et induisant la satiété, stimule la production de POMC. La diminution de 1’expression de
POMC est associée a une augmentation de la prise alimentaire et les males ont une densité de
POMC inférieure a celle des femelles (Nohara et al., 2011). Ainsi, les femelles présentent une

meilleure sensibilité a I’action de la leptine (Clegg et al., 2003).

La régulation de la prise alimentaire par les cestrogenes s’effectue au moins au niveau des
neurones POMC et AgRP/NPY du noyau arqué. Ainsi, la comparaison de souris OVX et des
souris OVX stimulées aux cestrogénes a montré que les ocestrogénes entrainent une
augmentation du nombre des neurones POMC dans le noyau arqué chez les souris sauvages
(Gao et al., 2007). A I’inverse, les souris OVX présentent une augmentation de I’expression
de la production de NPY, qui n’est plus visible lorsque les souris OVX sont stimulées aux
cestrogénes (Nestor et al.,, 2014). Ces deux actions des cestrogénes contribuent donc a

diminuer la prise alimentaire.

4. Substrat énergétique

La préférence du substrat énergétique est marquée sexuellement. Lors d’un effort, les
femmes oxydent une plus grande proportion d’acide gras que de glucides, a I’inverse des
hommes (Henderson, 2014). Chez les femmes ménopausées (Lovejoy et al., 2008) et les
rongeurs ovariectomisés (Mauvais-Jarvis et al., 2013), I'oxydation des lipides diminue,

suggérant I’implication des cestrogeénes dans ce phénomene.

Cette différence est particuliérement mise en avant chez les souris invalidées pour le géne
codant PPARa, principal régulateur de I’oxydation des acides gras. Chez les males PPARa-/-,
I’inhibition de I’oxydation des lipides entraine 1’utilisation massive du glucose pour produire
de I’énergie jusqu’a la mort par hypoglycémie. En revanche, cet effet n’est visible que dans
25 % des femelles PPARa-/-, suggérant que 75% des femelles continuent d’oxyder des
lipides. Ce phénotype n’est pas observé lorsque les males PPARa-/- sont traités avec de
I’cestradiol (Djouadi et al., 1998), illustrant bien le rdle des cestrogeénes dans 1’oxydation des

lipides.

Il est suggéré que la préférence des femelles pour les acides gras comme carburant
métabolique permettrait au glucose de ne pas étre oxydé par le muscle, le préservant pour le

feetus et particulierement le cerveau feetal (Mauvais-Jarvis, 2015).
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5. Le foie

Le dimorphisme sexuel dans le foie est régulé par le profil d’expression de ’hormone de
croissance (GH), qui est pulsatile chez le male et continue chez la femelle (Waxman and
O’Connor, 2006). La fixation de cette hormone sur son récepteur (GHR) active la tyrosine
kinase JAK2 associée a GHR, entrainant la phosphorylation du facteur de transcription
STATSb. La phosphorylation de STATSb entraine sa dimérisation, sa translocation dans le

noyau et I’activation de la transcription des genes cibles (Waxman and O’Connor, 2006).

En réponse aux pics de GH, STATS5b va étre activé également de facon pulsatile chez le
male, entrainant I’expression des facteurs de transcription Hepatocyte nuclear receptor HNF6
et HNF40. Ensemble, ces trois facteurs de transcription vont activer 1’expression de geénes
qualifiés de geénes “masculins”. Lorsque STATSb n’est pas fonctionnel, 90% des genes
masculins sont sous-exprimés (Clodfelter et al., 2006). La pulsatilité de 1’activité de STATSb
active I’expression de B-cell lymphoma 6 protein (BCL6) (Zhang et al., 2011a), une protéine
qui vient réprimer I’expression des geénes “féminins”. Egalement, STATSb empéche
I’expression de CUX2 (Conforto et al., 2012), une protéine qui réprime 1’expression des génes

“masculins” (voir figure 12A).

Chez les femelles, la GH est faiblement détectable dans le sang de maniére continue
menant a une faible mais persistante activation de STATSb. L’activité persistante de STATSb
réprime 1’expression de BLC6, favorisant I'expression des geénes “féminins” et permettant
I’expression de CUX2, qui vient réprimer 1’expression des genes “masculins” (Conforto et al.,

2012; Zhang et al., 2011a) (voir figure 12B).

Les travaux récents de Waxman et collaborateurs montrent que STATSb, BCL6 et CUX2
participent au remodelage dépendant du sexe de la chromatine (Sugathan and Waxman, 2013;
Zhang et al., 2011a). Ils mettent notamment en évidence que la répression des genes
“féminins” chez les males est associé a des modifications post-traductionnelles des histones
(triméthylation de la lysine 27 de I’histone H3 ; H3K27me3) situées dans la région enhancer

des geénes.
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Figure 12 : Signalisation GH chez les miles et les femelles. (A) Chez le male. La pulsatilité de sécrétion de GH méne a
une activation pulsatie de StatSb et de Bcl6 et réprime l'expression de Cux2. Bcl6 inhibe préférentiellement les génes
femelles. (B) Chez les femelles. La sécrétion de GH est continue, menant a une activité pesistante de Stat5Sb qui réprime
P’expression de Bel6. Cux2 réprime 35 % des génes maéles et induit ’expression de 36 % des génes femelles. (Adapté de
Conforto et al., 2012)

Chez le rongeur, plus de 1000 genes sont différentiellement exprimés selon le sexe. Ils sont
impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques, des lipides et I’inflammation (Clodfelter et
al., 2006; Wauthier and Waxman, 2008). Chez I’'Homme, la différence des niveaux
d’expression entre les geénes “masculins” et “féminins” est moins prononcée que chez le
rongeur (Clodfelter et al., 2006; Zhang et al., 2011b). Il a été recensé plus de 1200 geénes qui
présentent un dimorphisme sexuel. Ces genes, dont 70 % sont des genes féminins, sont

impliqués essentiellement dans le métabolisme des lipides et des xénobiotiques. On note
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particulierement que les expressions hépatiques de Ldlr, Abcal, Cyp7al sont supérieures chez
les femmes que chez les hommes, ce qui est en accord avec le risque moindre d’accidents

cardiovasculaires chez les femmes non-ménopausées (Zhang et al., 2011b).
E. Le cycle circadien

Un grand nombre de processus physiologiques suivent un rythme circadien, comme le

sommeil, I’alimentation, la sécrétion des hormones. ..

Chaque cellule posseéde son horloge biologique et le fonctionnement synchrone de
I’organisme repose sur la synchronisation de toutes les cellules. C’est le noyau
suprachiasmatique, situé¢ au-dessus du chiasma optique, qui assure la synchronisation des
horloges en fonction des cycles jour / nuit. La nature précise des signaux permettant la
synchronisation inter-organes et inter-cellules n’est pas encore bien €lucidée, mais plusieurs
¢tudes suggerent I’implication d’une combinaison de facteurs hormonaux (notamment les
glucocorticoides) et du systéme nerveux autonome périphérique (Husse et al., 2015; Ishida et

al., 2005).

Le cceur de ce systeme est composé au niveau cellulaire de deux facteurs de transcription
qui s’hétérodimérisent: circadian locomotor output cycles protein (CLOCK) et brain and
muscle ARNT-likel (BMALL1). Ils activent la transcription de leur propre géne et des geénes
codant period encoding gene (PER) et cryptochrome (CRY) via des séquences E-box
présentes sur leur promoteur. PER et CRY dimérisent et perturbent le fonctionnement de
CLOCK/BMALI, inhibant leur transcription et leur activité. Le pic d’expression du complexe
CLOCK/BMALTI est décalé de 12 h du pic d’expression du complexe PER/CRY, ce qui
permet un cycle de 24 h. Les expressions de retinoid acid receptor-related orphan receptors
(ROR) et reverse-ERB receptor (REV-ERB) sont régulés par les boucles d’expression de
CLOCK/BMALI et PER/CRY. ROR et REV-ERB activent et suppriment respectivement la
transcription de CLOCK/BMALI1, impactant le rythme circadien (voir figure 13).

Le métabolisme énergétique est régulé de facon circadienne, et plusieurs études montrent
que la perturbation du rythme circadien modifie le métabolisme énergétique. Par exemple, un
modele murin exempt de toute horloge cellulaire est obtenu en placant des souris n’exprimant
pas le géne Clock constamment dans I’obscurité. En plus des déréglements du sommeil et du
comportement, ces souris deviennent hyperphages et obéses et développent un syndrome

métabolique (Turek et al., 2005).
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Figure 13 :L’horloge moléculaire chez les mammiféres. Le mécanisme moléculaire du rythme circadien fonctionne
sur la transcription des génes Per et Cry qui est activé par le complexe BMAL/CLOCK. PER et CRY inhibe I’action
du complexe BMAL/CLOCK, inhibant leur propre transcription. Cette boucle est stabilisée par une boucle
secondaire incluant les protéines REV-ERB et ROR qui affectent I’expression de BMAL. Ces boucles de régulation
résultent en une oscillation d’approximativement 24h de ’activité du complexe BMAL/CLOCK et de ses génes cibles.

Le métabolisme lipidique semble étre particulierement sensible a une perturbation du
rythme circadien. La perturbation du sommeil des souris pendant 6 jours entrainent une
augmentation des niveaux plasmatiques de TAG et de cholestérol et des niveaux hépatiques
des acides gras libres et des acides biliaires (Ferrell and Chiang, 2015). 11 est probable que ces
effets soient liés a la dérégulation du rythme circadien hépatique. En effet, ’horloge hépatique
contrdle I’homéostasie des lipides via la régulation de I’expression des génes impliqués dans
les métabolismes des LDL [Pcsk9, Ldlr (Ma et al., 2015)], de la synthése du cholestérol
[Hmgcr, Cyp51, Srebp-2 (Acimovic et al., 2008)], de la synthése des acides biliaires [Cyp7al
(Yamada et al., 2000)], de la lipogenese de novo [Fasn, Scdl, Acaca (Feng et al., 2011)] et de
I’oxydation des lipides [PPARa, (Adamovich et al., 2015; Canaple et al., 2006)].

Chez le rat, environ 500 génes ont une expression circadienne dans le foie (Nguyen et al.,
2014). En dehors des genes liés au métabolisme lipidique, 1’horloge hépatique induit une
expression cyclique des geénes impliqués dans les métabolismes du glucose, des acides aminés

et des xénobiotiques (Reinke and Asher, 2016). Si I’horloge hépatique régule le métabolisme
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énergétique, il a également été montré que les cycles d’alimentation et de jeline régulent

I’horloge hépatique.

Lorsque des souris sont nourries la journée (alors que naturellement elles mangent la nuit),
un inversement du cycle circadien est observé dans les organes périphériques (foie, pancréas,

reins et coeur), sans que le systéme nerveux central ne soit affecté (Damiola et al., 2000).

La consommation d’un régime gras génére ¢également une perturbation de I’horloge
hépatique. Ainsi, il a ét¢é montré que la consommation d’un régime gras chez la souris
perturbe I’oscillation des transcrits, de sorte que certains genes normalement non oscillants
adoptent une expression circadienne (Eckel-Mahan et al., 2013). Ces travaux montrent
¢galement que la perturbation du rythme circadien causé par le régime gras apparait avant
I’obésité ou D’insulino-résistance hépatique, suggérant que la perturbation de I’horloge

pourrait participer au développement des complications métaboliques.
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IL.

Les perturbateurs endocriniens : définitions et caractéristiques

Les premicres relations entre les polluants et la perturbation du systéme endocrinien ont été
faites sur la faune sauvage. En 1962, Rachel Carson publie Silent Spring, qui associe
I’utilisation du pesticide dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) avec la raréfaction des
rapaces dans la région des Grands Lacs d’Amérique du Nord. Plus tard, dans les années 1980,
Louis Guillette observe dans le lac Apoka (Floride) une diminution importante du nombre
d’alligators. L’observation de ces alligators montre un accroissement du nombre de males
ayant un micro-pénis. De plus, I’analyse du sérum de ces animaux montre des niveaux 10 a 20
fois plus ¢élevés de dichlorodiphenyldichloroethylene (DDE, métabolite du DDT) comparé a

celui des alligators des lacs voisins.

C’est a la conférence de Wingspread en 1991 que le terme de perturbateurs endocriniens a
été utilisé pour la premiere fois (Colborn and Clement, 1992). Aujourd’hui prés de 800
molécules sont suspectées ou connues pour étre des perturbateurs endocriniens (Bergman et
al., 2013). La définition la plus communément admise est celle de I’OMS proposée en 2002 :
« un perturbateur endocrinien est une substance ou un mélange exogene, possédant des
propriétés susceptibles d’induire une perturbation endocrinienne dans un organisme intact,
chez ses descendants ou au sein de (sous)-populations ». L’EPA (Environmental Protection
Agency) propose une autre définition : « agent exogeéne qui interfére avec la production, la
libération, le transport, le métabolisme, la liaison ou 1’élimination des ligands naturels
responsables du maintien de I’homéostasie et de la régulation du développement de

I’organisme ».

Ces définitions caractérisent un perturbateur endocrinien (PE) par ses effets et non par sa
structure. Un grand nombre de molécules peut étre défini comme perturbateur endocrinien. Le
tableau 3 présente certains perturbateurs endocriniens classés en fonction de leurs propriétés

chimiques et de leurs origines.
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Classification

Exemple de PE

Susbtances halogénées persistantes et bioaccumulation

Polluants organiques persistants (POP) (Convention
de Stockholm)

Autres polluants persistants

Susbtances moins persistantes

Plastifiants

Substances aromatiques polycycliques
Susbtances phénoliques halogénées
Susbtances non halogénées phénoliques

Pesticides, médicaments, additifs cosmétiques

Pesticides encore utilisés
Médicaments, promoteurs de croissance, additifs
cométiques

Autres substances

Métaux et organométélliques
Hormones naturelles
Phytoestrogenes

PCDDs/PCDFs, PCBs, HCB, PFOS, PBDEs, PBB,
Chlordane, Mirex, Taxophene, DDT/DDE, Lindane,
Endosulfan

HBCDD, SCCP, PFCA, Octachlorostyrene, PCB methyl
sulfones, TCDD

Phtalates (DEHP, BBP, DBP, DiNP) Triclocarban
Benzopyrene, benzoanthracene, pryene
Diclorophenol, Triclosan

Bisphénol A, BPF, BPS, Nonylphenol, Résorcinol, BHA

Atrazine, Carbaryl, Malathion, Mancozeb, Vinclozolin,
Prochloraz, Procymidone, Chlorpyrifos, Fenitrothion,
Linuron

DES, Ethinylestradiol, tamoxifen, levonorgestrel,
fluoxetine, flutamide, parabens, cyclic methyl
silocane, galaxolide

Arsenic, cadmium, plomb, mercure, tributyltin
17b-estradiol, estrone, testostérone

Isoflavones (genistéine), coumestrol, mycotoxines
(zéaralénone)

Tableau 3 : Classification des différents perturbateurs endocriniens. (Adapté de Bergman et al., 2012)

A. Les polluants, une source de PE

Les catastrophes industrielles mises a part, ’Homme est exposé¢ aux polluants de facon

chronique et a des doses environnementales. Une dose environnementale est par définition

la dose a laquelle on est exposé via notre environnement. Elle représente généralement une

dose faible, mais elle varie fortement en fonction du polluant considéré ainsi que de la

localisation géographique. Par exemple, les habitants des milieux ruraux auront tendance a

étre plus exposés aux pesticides que les citadins. A I’inverse, la pollution atmosphérique est

plus élevée dans les villes que dans les

campagnes. De méme, les pays en phase

d’industrialisation sont davantage pollués que les pays occidentaux, ces derniers ayant

davantage légiféré I'utilisation des polluants. De plus, méme au sein d’une méme région, les

niveaux d’exposition peuvent différer selon les habitudes de la personne. L’alimentation est
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une des voies majeure d’exposition et une personne qui mange préférentiellement des plats
industriels sera plus exposée parce que cette nourriture est généralement plus riche en lipides
(et contient donc plus de polluants lipophiles) et parce qu’elle est conditionnée dans des

emballages alimentaires qui peuvent relarguer un certain nombre de PE.

Les problemes liés a I’environnement ont pris une importance politique des les années 60,
avec I’apparition de la maladie de Minamata liée a I’intoxication au mercure. En effet, la
consommation de poissons contaminés au mercure dans la baie de Minamata au Japon (qui
provenait des déchets de I’entreprise pétrochimique Chisso rejetés dans la mer) a entrainé un
empoisonnement en masse de la population locale. C’est en 1972 que ’organisation des

nations unies (ONU) organise la premiére réunion internationale a but écologique.

Aujourd’hui, on retrouve des PE dans pratiquement tous les produits du quotidien
(cosmeétiques, solvants, peintures ou alimentation). Sur la base de leur biodégradation, on peut
distinguer les polluants selon leur demi-vie, qui peut aller de quelques heures a plusieurs

années.

Le terme de POP (Polluant Organique Persistant) regroupe les polluants lipophiles
résistants a la dégradation environnementale et biologique. Leur demi-vie dans 1’organisme
est de plusieurs années (par exemple, chez ’homme la demi-vie des dioxines est de 7 a 11 ans
et celle des polychlorobiphenyles ou PCB peut aller jusqu’a 16 ans). Ils s’accumulent dans le
tissu adipeux des organismes vivants et au travers de la chaine alimentaire (Bergman et al.,

2013) par le phénomene de bioaccumulation, illustré dans la figure 14.
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Figure 14: Exemple de la bioaccumulation au travers la chaine alimentaire. Les taux de DDT sont 59
donnés en parti pour million (ppm) pour les différents milieux et animaux



La catastrophe de Seveso et d’autres accidents industriels sont a 1’origine de la convention

de Stockholm, accord international signé en 2001. Son but est d’interdire ou de limiter

’utilisation de certains POP dangereux. En 2001, 12 POP étaient concernés par cet accord,

auxquels se sont rajoutés par la suite 18 nouveaux polluants (voir tableau 4).

Réglementation Polluant organique persistant Année Catégorie
Elimination Aldrin 2001 Pesticide
Elimination Chlordane 2001 Pesticide
Elimination Chlordecone 2009 Pesticide
Elimination Deldrin 2001 Pesticide
Elimination Endrin 2001 Pesticide
Elimination Heptachlor 2001 Pesticide
Elimination Hexabromobiphenyl 2009 Produit chimique industriel
Elimination Hexabromocyclododecane (HBCD) 2013 Produit secondaire
Elimination Hexabromodlphenyl ether et 2009 Produit chimique industriel
heptabromodiphenyl ether
N Pesticide, porduit chimique
Elimination Hexachlorobenzene (HCB) 2001 . . . .
industriel, produit secondaire
Elimination Hexacholorobutadiene 2015 Produit chimique industriel
Elimination a-hexachlorocyclohexane 2009 Pesticide, porduit secondaire
Elimination B-hexachlorocyclohexane 2009 Pesticide, porduit secondaire
Elimination Lindane 2009 Pesticide
Elimination Mirex 2001 Pesticide
Elimination Pentachlorobenzene 2009 PEStICIC.le' pordU|.t ch|m|qug
industriel, produit secondaire
Elimination Pentachlorophenol et ses sels et esters 2015 Pesticide
L . Produit chimique industriel
El Polychl henyls (PCB 2001 !
imination olychlorobiphenyls (PCB) 00 Produit secondaire
L . Produit chimique industriel
El Naphtal lychl 201 ’
imination aphtalenes polychlorés 015 Produit secondaire
Elimination Endosulfan et ses isoméres 2011 Pesticide
L Tetrabeomodiphenyl ether et e . .
Elimination . 2009 Produit chimique industriel
Pentabromodiphenyl ether
Elimination Toxaphene 2001 Pesticide
Restriction d'utilisation DDT 2001 Pesticide
Aci Ifoni fl t Isetl
Restriction d'utilisation cide sulfonique perfluorooc :.ane, sesselsetie 2009 Produit chimique industriel
perfluorooctane sulfonyl fluoride
Reductlt?n de la . Hexachlorobenzene (HCB) 2001 !Destlcu:'le, pordch chlmlqug
production secondaire industriel, produit secondaire
Réducti | Pestici duit chimi
educ |(?n dela . Pentachlorobenzene 2009 _es ICI.de' procul .c |m|que_
production secondaire indutriel et produit secondaire
Réduction de la . Produit chimique industriel,
production secondaire Polychlorobiphenyls (PCB) 2001 Produit secondaire
Reductlc?n dela . Polychlorinated dibenzo-p-dioxins (PCDD) 2001 Produit secondaire
production secondaire
Réduction de | , . .
educ |9n e . Dibenzofuranes polychlorés (PCDF) 2001 Produit secondaire
production secondaire
Réduction de la Naphtalenes polychlorés 5015 Produit chimique industriel,

production secondaire

Produit secondaire

Tableau 4 : Listes des polluants concernés par la convention de Stockholm
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De par la rémanence des polluants et malgré la législation actuelle, I’exposition des
populations aux POP reste présente de maniere significative et I’accumulation des POP dans
le tissu adipeux peut mener a des concentrations en POP plus importante dans 1’organisme
que dans ’environnement. Ce tissu devient donc un « réservoir » de polluants qui peuvent
étre libérés dans la circulation, devenant une source d’exposition chronique méme en absence

d’exposition environnementale (La Merrill et al., 2012).

Les polluants dont la demi-vie est de quelques heures a quelques semaines sont considérés
comme des polluants a courte demi-vie. Cependant et malgré leur métabolisation plus rapide,
I’homme y est régulicrement expos¢ car ils sont fabriqués en grande quantité¢ et sont
indissociables de notre quotidien et notamment dans I’industrie du plastique. A titre
d’exemple, la production du bisphénol A (BPA) a été estimée a plus de 2.5 x 10° tonnes par
an (Vom Saal et al., 2012). Chez I’Homme, 24 h apres son administration 80 a 100% du BPA
est retrouvé dans les urines conjugué a un groupement glucuronide ou sulfate (Fenichel et al.,
2013; Thayer et al., 2015). La cinétique d’¢élimination du BPA est différente chez les
rongeurs. Chez le rat, I’administration par voie orale de BPA marqué a I’isotope stable '*C a
des doses de 10 ou 100 pg/kg montre qu’environ 80 % du BPA est éliminé dans les feces
aprés une premicre étape de métabolisation réalisée dans le foie (Pottenger et al., 2000).
Quinze pourcent de BPA sont éliminés via les urines, majoritairement sous sa forme
glucuronidée (60 %) ou non métabolisée (11%) (Pottenger et al., 2000). Le BPA n’est plus
détecté¢ dans le plasma des rats 72 h apres 1’administration. Cependant, certaines études ont
détecté le BPA dans le tissu adipeux chez I’Homme et chez le rat (Fernandez et al., 2007;
Nunez et al., 2001), suggérant que cet organe peut également servir de réservoir pour des

polluants a courte demi-vie.

Par ailleurs, certains métabolites sont plus toxiques que la molécule mere. C’est le cas du
phtalate di(2-ethylhexyl) phtalate (DEHP), qui est hydrolysé dans le tube digestif par la lipase
pancréatique en mono(2-éthylhexyl)-phtalate (MEHP) (Frederiksen et al., 2007). Ainsi, Koch
et al., ont observé que 48h apres une administration orale de DEHP deutéré a un volontaire
sain, 75 % de cette molécule était éliminée dans les urines sous la forme de 5 métabolites
actifs. Il s’agit des mono(2-éthyl-5-hydroxyhexyl) phtalate (MEHHP, 24.7%), mono(2-éthyl-
5-carboxypentyl phtalate (MECPP, 21.9 %), mono(2-éthyl-5-oxohexyl) phtalate (MEOHP,
14.9%), MEHP (7,3%) et du mono(2-carboxyméthylhexyl) phtalate (MCMHP, 5,4%) (Koch
et al., 2004, 2005).
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Les composés polyfluoroakyles (PFC), les phtalates ou encore les bisphénols sont les
polluants a courte demi-vie les plus représentés. Leur propriété hydrophile leur permet de
pénétrer dans tous les tissus de I’organisme, menant a une pléiotropie d’effets qui dépendent

du tissu touché.
B. La problématique des perturbateurs endocriniens

La toxicologie « classique » repose sur le principe de Paracelse : « Tout est poison, rien
n’est poison : c’est la dose qui fait le poison ». Les autorités sanitaires définissent pour chaque
polluant ou famille de polluants, une dose en dessous de laquelle il n’y a pas d’effet chez
I’homme. Cette dose, Dose Journaliere Tolérable ou DJT, est par définition la dose a laquelle
un étre humain peut étre exposé quotidiennement sans provoquer d’effet sur son organisme.
Cette dose est extrapolée a partir de la dose sans effet (NOAEL pour No Observable Adverse
Effect Level) ou entrainant le plus faible effet (LOAEL pour Lowest Observed Adverse Effect
Level) déterminé chez 1’animal de I’espece la plus sensible, laquelle est divisée par un facteur
de correction, variant de 100 a 1000, pour tenir compte de la variabilité inter-individus, inter-

espece et des données de la littérature.

Cependant, les PE possédent plusieurs caractéristiques qui montrent la limite du principe
de Paracelse. Ils peuvent agir a trés faible dose, notamment en suivant une courbe dose-
réponse non monotone, rendant I’extrapolation de la DJT non-pertinente. Ils peuvent

¢galement induire des effets a distance de la période d’exposition.

1. Les effets a faibles doses

Plusieurs définitions existent pour caractériser une « faible dose ». Le National Toxicology
Program (NTP) définit les faibles doses comme « des doses proches des doses typiques
d’exposition de I’homme ou des doses inférieures aux doses utilisées couramment en

toxicologie ».

Physiologiquement, les hormones circulent en faible quantité : entre 102 a 10 mol/L, et
les hormones stéroidiennes (qui sont lipophiles) sont présentes dans trois états dans la

circulation :

— La phase libre représente les hormones non conjuguées, capables de se fixer a leur

récepteur
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— La phase biodisponible représente les hormones liées a une protéine de transport
comme ’albumine par des liaisons de faible énergie
— La phase inactive représente les hormones liées a des protéines par des fortes

interactions

Dans le cas de I’cestradiol, la concentration de la phase libre est estimée a 0.1 — 9 pg/mL

mais dépend grandement de 1’age, du sexe et du cycle menstruel chez la femme (Vandenberg

et al., 2012).

Les récepteurs nucléaires possedent une forte affinité pour leur ligand. Le corolaire de cette
forte affinité est la relation hyperbolique entre le nombre de récepteurs ayant fixé un ligand et
la concentration du ligand endogene (figure 15). Par ailleurs, la théorie intitulée spare
receptor hypothesis stipule que la réponse biologique maximum peut étre observée sans que
des forts taux de récepteurs soient activés. Autrement dit, le mécanisme de réponse a la
fixation du ligand sur son récepteur sature avant que la totalité des récepteurs ne soit occupée

par leur ligand.

Nombre de récepteurs activés

N\
100 %+
b
N\
a
/- .
[ [ | [ -
0 1x 2x 3x 4x

Concentration de
I’hormone

Figure 15 : Exemple schématique de la relation entre la réponse biologique et le nombre de récepteurs liés. Dans
cet exemple, a faible concentration, I’augmentation de concentration de I’hormone de 0 a 1x provoque une
augmentation de la réponse biologique d’environ 50 % (a). Pourtant, l]a méme augmentation de la concentration
hormonale aux fortes valeurs (de 3x a 4x) provoque une faible augmentation du nombre de récepteurs liés (b).
Cependant il est important de garder a I’esprit que la relation entre la réponse biologique et le nombre de récepteurs
liés n’est pas linéaire, et un faible nombre de récepteurs liés peut étre associé a une réponse biologique maximale.
(Adapté de Vandenberg et al., 2012)
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Ces paramétres de liaison entre ligand et récepteur peuvent s’appliquer entre récepteur et
PE, puisque tout ou une partie de leur effets passent par leur propriétés d’hormono-
mimétisme. Cela pourrait donc expliquer I’action a faible dose des perturbateurs endocriniens

(Vandenberg et al., 2012).

2. Les effets non-monotones

Lors d’une réponse monotone, qu’elle soit linéaire ou non, la pente de la courbe ne
s’inverse pas. En revanche, lorsque la pente de la courbe s’inverse, on parle de courbe dose-
réponse non-monotone (CDRNM). Les CDRNM les plus courantes sont dites en U ou en
cloche. Dans certains cas, la courbe peut étre plus compliquée avec de multiples inversions

de la pente de la courbe (figure 16) (Gore et al., 2015; Vandenberg et al., 2012).

Cytotoxicité, sélectivité du récepteur, désensibilisation et sous-régulation du récepteur,
compétition pour le récepteur ou boucles de régulations négatives sont autant de mécanismes

qui peuvent aboutir a une CDRNM.

Par exemple, la lignée cellulaire MCF7 dérivée d’un cancer du sein prolifére en réponse
aux cestrogénes a des doses comprises entre 10712 a 10 mol/L. Pour des doses supérieures, les
cestrogénes sont cytotoxiques. La courbe du nombre de cellules en fonction de la
concentration en cestrogénes dans le milieu est en cloche, avec un maximum atteint pour la

dose de 10 mol/L (Vandenberg et al., 2012).

3. Effets a distance

Les périodes néonatale et périnatale sont des périodes de forte vulnérabilité endocrine. Ces
périodes critiques sont caractérisées par la régulation hormonale de la prolifération, la
migration, la différenciation et la programmation des cellules et une perturbation de ces
processus pourra entrainer des altérations durables. De fait, les travaux de David Barker ont
amené a 1’hypothése sur les origines développementales de la sant¢ (DOHaD). Dans une
étude rétrospective sur 5654 hommes nés entre 1911 et 1930 publiée en 1989 dans The
Lancet, 1l a ét¢ montré que les personnes nées avec un faible poids de naissance avaient le
plus fort taux de déces dii a une maladie cardio-vasculaire (Barker et al., 1989). D’autres
travaux ont montré que, pendant la famine liée a la seconde guerre mondiale et qui toucha la

Hollande en 1944-1945, les feetus sous-nutris dans les derniers mois de la grossesse avaient
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Figure 16 : Exemple de courbes effet-dose. A : Réponses linéaires positivement ou inversement associées a la dose.
Ce type de courbe permet D’extrapolation de ’effet des différentes doses. B : Exemple de courbes non linéaires
monotoniques. Dans ces exemples, la pente de la courbe ne change pas de signe, mais change de valeur. Connaitre
I’effet d’une treés forte ou tres faible dose ne permet pas la prédiction de I’effet aux doses intermédiaires. Ces courbes
possédent généralement un intervalle de linéarité et permet les prédictions des effets dans la limite de cet intervalle.
C : Trois courbes non-monotones dont une courbe en cloche ou en U et une courbe multi-phasique. Ces relations entre
Peffet et la dose ne permettent pas de prédire ’effet a partir des doses testées. D : Réponse binaire. Aucun effet n’est
observé jusqu’a une dose seuil, a partir de laquelle I’effet maximum est observé. (D’aprés Vandenberg et al., 2012)
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un risque fortement augmenté de développer une hypercholestérolémie et des maladies
L’avancée des études sur les perturbateurs endocriniens a permis d’étendre ce concept et de
souligner les conséquences a long terme d’une exposition précoce aux polluants (Barouki et
al., 2012a; Le Magueresse-Battistoni et al., 2016). Les feetus et les jeunes enfants sont exposés
via la mere aux différents polluants présents dans le sang du cordon, le placenta ou le lait
maternel, et, une fois sevrés, directement par 1’alimentation ou le portage des mains a la
bouche. De plus, le systeme de détoxication hépatique est largement immature chez le foetus
et se met en place chez le jeune enfant (Milbrath et al., 2009), ce qui accroit encore la

vulnérabilité des périodes feetale et néonatale vis-a-vis des polluants.

Par exemple, le diéthylstilbestrol (DES), un cestrogéne de synthése, a été¢ proposé¢ aux
femmes dans les années 50-60 pour prévenir les risques d’avortement. Cependant, dans les
années 1970, un chercheur américain observe une recrudescence du cancer du vagin de type
adénocarcinome a cellules claires (dont la survenue est trés rare dans la population générale)
chez les adolescentes et les jeunes adultes et le lien entre la prise du DES pendant la grossesse
de la maman et I’apparition du cancer chez les filles a été établi. La compréhension des
mécanismes induits par une exposition au DES a été ensuite déterminée expérimentalement.
Ainsi, il a été montré qu’en plus des effets sur les organes reproducteurs, le DES injecté chez
le rongeur perturbe également le métabolisme énergétique. En effet, chez la souris
I’exposition au DES a la dose de 1 pg/kg/j pendant les premiers jours de vie entraine une
augmentation de la masse grasse visible sur la descendance a partir de la 6°™ semaine de vie

(Newbold et al., 2005).
C. La problématique des mélanges

Le nombre de molécules suspectées d’avoir une activité PE est estimé supérieur a 800. I1
existe donc un trop grand nombre de combinaisons de mélanges et il est impossible de tester
toutes ces combinaisons. De plus, il est difficile de prévoir les cibles biologiques d’un
mélange de polluants puisque un méme récepteur nucléaire peut étre activé par différents
polluants et un polluant peut avoir un effet sur différentes voies de signalisation. Il peut y
avoir additivité, antagonisme et méme synergie entre les polluants considérés sur une cible

identifiée.

Dans un premier temps, seront présentés les mécanismes identifiés de la perturbation
endocrinienne des PE pris individuellement et dans un second temps les modes d’actions

possibles des mélanges de PE.
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1. Mécanismes d’action des PE pris individuellement

Les hormones peuvent activer deux grands types de récepteurs : les récepteurs
membranaires, activés principalement par des hormones peptidiques comme ’insuline, et les
récepteurs nucléaires (RN), activés par des hormones lipophiles comme les hormones
sexuelles. Les PE ont surtout ét¢ étudiés via leur action génomique sur les récepteurs
nucléaires (voir figure 17 pour le fonctionnement des RN). Cependant, plusieurs actions non-

génomiques ont été rapportés, particulicrement pour les cestrogéno-mimétiques.

Action agoniste

Un PE peut mimer 1’action d’un ligand naturel en se fixant sur le récepteur cellulaire et en

entrainant une réponse normale. C’est I’effet agoniste.

Exemple : les xénoestrogenes sont des xénobiotiques capable de mimer [’action des
cestrogenes par leur liaison aux récepteurs ERo. et/ou ERp. Ils peuvent étre d’origine
naturelle, produit par les plantes (phytoestrogenes : flavones, polyphénols...) ou par les
champignons (mycoestrogenes), ou d’origine synthétique dans un but pharmacologique
(comme [’éthinylestradiol retrouvé dans les pilules contraceptives) ou non (tableau 3). Mais
la situation peut étre plus complexe puisqu’il existe différents récepteurs aux aestrogenes dont
les membres, les affinités, les effets et leur concentration peuvent différer selon le tissu

considéré ou le stade de développement.

Action antagoniste

Le PE peut se lier au récepteur et empécher la signalisation post-récepteur, entravant alors
I’action du ligand. Il pourra y avoir compétition avec I’hormone en fonction de leurs affinités
respectives et des concentrations ou inhibition du complexe ligand-récepteur. C’est ’effet

antagoniste.

Exemple : Le flutamide est une molécule utilisée pour traiter les cancers de la prostate.
C’est un anti-androgene qui agit comme un antagoniste sélectif du récepteur aux androgenes
(AR) par compétition avec la testostérone et la dihydrotestostérone, ligands naturels d’AR.
Les cellules cancéreuses dépendent de ces hormones pour se multiplier. En bloquant [’action
de ces hormones, le flutamide bloque la prolifération des cellules cancéreuses et la

progression du cancer tant qu’il n’y a pas « échappement hormonal ».
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Groupe Nom Abbréviation Nomenclature officielle  Ligands connus
A n Androgen receptor AR NR3C4 androgénes
I Constitutive androstane receptor CAR NR1I3 xenobiotiques
mn Estrogen receptor a ERa NR3A1 oestrogénes
n Estrogen receptor B ERB NR3A2 oestrogénes
mn Estrogen related receptor a ERRa NR3B1
n Estrogen related receptor B ERRB NR3B2
mn Estrogen related receptor y ERRy NR3B3
| Farnesoid X receptor a FXRa NR1H4 acides biliaires
! Farnesoid X receptor B FXRB NR1HS
n Glucocorticoid receptor GR NR3C1 glucocorticoides
n Hepatocyte nuclear factor 4 a HNF4a NR2A1 [acides gras]
n Hepatocyte nuclear factor 4y HNF4y NR2A2 [acides gras]
n Liver receptor homolog-1 LRH-1 NR5A2 [phospholipides]
1 Liver X receptor a LXRa NR1H3 oxystérols
1 Liver X receptor B LXRB NR1H2 oxystérols
I Peroxisome proliferator-activated receptor a PPARa NR1C1 acides gras
| Peroxisome proliferator-activated receptor p PPARB NR1C2 acides gras
I Peroxisome proliferator-activated receptory PPARy NR1C3 acides gras
m Progesterone receptor PR NR3C3 progesterone
I Pregnane X receptor PXR NR1I2 endobiotiques et xénobiotiques
I Retinoic acid receptor a RARa NR1B1 acides rétinoiques
| Retinoic acid receptor B RARB NR1B2 acides rétinoiques
| Retinoic acid receptor y RARy NR1B3 acides rétinoiques
| Reverse-Erb a REV-ERBa NR1D1 [héme]
| Reverse-Erb B REV-ERBB NR1D2 [héme]
1 RAR-related orphan receptor a RORa NR1F1 [stérols]
! RAR-related orphan receptor B RORB NR1F2 [stérols]
! RAR-related orphan receptor y RORy NR1F3 [stérols]
1} Retinoid X receptor a RXRa NR2B1 acide 9-cis rétinoique et acide docosahexanoique|
n Retinoid X receptor RXRB NR2B2 acide 9-cis rétinoique et acide docosahexanoique|
1} Retinoid X receptor y RXRy NR2B3 acide 9-cis rétinoique et acide docosahexanoique|
Short heterodimeric partner SHP NROB2
| Thyroid hormone receptor a TRa NR1A1 hormones thyroidiennes
| Thyroid hormone receptor 8 TRB NR1A2 hormones thyroidiennes
B DBD LBD C Direct Repeat (DR)
Domaine de liaison Domaine de liaison
I o AGGTCANnnAGGTCA
Dimeérisation Dimeérisation
Al - 2 —— Palindromique i
Nﬂz—l s I ~ ] = l - I F"—COOH Palindromique alindromique inverse
1 ) — J AGGTCANnNnTGACCT ACTGGANnNnAGGTCA
Transactivation NLS Transactivation
nucléaire

D

Type l et il

Type Il

a Protéine Chaperonne

Yo

Récepteurs nucléaires

O Co-activateur

1] Co-répresseur

Ligands

Figure 17 : Le fonctionnement des récepteurs nucléaires

La super famille des récepteurs nucléaires (RN)

Il existe 48 récepteurs nucléaires, dont les principaux sont
présentés dans le tableau (A). (B). Ils présentent une
grande homologie de séquence et sont composés de 4
domaines le domaine A/B contient la fonction
d’activation (AF) 1, le domaine de liaison a I’ADN (DBD), le
domaine de liaison au ligand (LBD) et le domaine de
localisation nucléaire (NLS). Le domaine LDB peut
également contenir un second AF (AF-2). (C). Les RN se
fixent sur 'ADN au niveau des éléments de réponse situés
dans les promoteurs des génes cibles. Les séquences
reconnues peuvent étre des séquences répétées (DR),
palindromiques ou palindromiques inverses. (D). La
fixation des ligands sur les récepteurs nucléaires de type |
et Il entraine leur libération par les protéines
chaperonnes et leur translocation dans le noyau ou ils
vont recruter les co-activateurs au niveau des éléments de
réponse des génes cibles. Les récepteurs de type Il en
absence de ligand, recrute des co-répresseurs au niveau
des éléments de réponse des génes cibles. La fixation du
ligand sur ces récepteurs entraine le recrutement des co-
activateurs a la place des co-répresseurs. 68




Perturbation de la synthése ou la dégradation des lisands

Le PE peut géner ou bloquer le mécanisme de production ou de régulation des ligands ou
des récepteurs et ainsi modifier les concentrations des ligands naturellement présents dans

I’organisme.

Exemple : La 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD) induit notamment [’expression
du cytochrome P450 Cyplbl via [’activation d’AhR (Aryl hydrocarbon receptor). Cyplbl
métabolise [’cestradiol, provoquant une diminution locale de la concentration de cette

hormone. Cette activité pourrait rendre compte de [l’action anti-estrogene de la TCDD

(Barouki et al., 2012b).

Les modulateurs sélectifs des récepteurs

Un certain nombre de molécules naturelles ou synthétiques qui agissent par l'intermédiaire des
récepteurs nucléaires affiche une réponse agoniste dans certains tissus et une réponse
antagoniste dans d'autres tissus. Utilisée en thérapeutique, cette caractéristique peut étre un
avantage : il peut permettre de conserver les effets bénéfiques tout en minimisant les effets
secondaires indésirables. Ces molécules sont appelés modulateurs sélectifs des récepteurs

(SRM).

Exemple : Le tamoxiféne est un modulateur sélectif du récepteur aux cestrogenes (SERM).
Cette molécule inhibe la fonction AF-2 du récepteur aux cestrogenes, sans modifier [’ activité
AF-1, ce qui permet d’expliquer [’action agoniste (AF-1 activé) et antagoniste (AF-2 inhibé)
du tamoxifene selon le tissu considéré. Le tamoxifene est utilise comme traitement contre le
cancer du sein car il a une action antagoniste sur les cellules mammaires alors qu’il garde
une action agoniste dans [’utérus, les os et sur le métabolisme lipidique (Maudelonde et al.,

2005).

Le « cross-talk » entre les récepteurs nucléaires

La fixation d’un ligand sur son récepteur peut moduler I’activit¢ d’un second récepteur
nucléaire. En effet, deux RN peuvent entrer en compétition pour les éléments de réponse

reconnus ou pour les co-activateurs recrutés. L'activation du premier RN peut provoquer une
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activation synergique, une inhibition ou une dégradation par la voie du protéasome du second

RN (tableau 5).

Exemple : Lorsqu’AhR est activé par la dioxine 3-méthylcholanthréne, celui-ci est capable

de s’associer et d’activer les récepteurs ER, induisant une réponse cestrogénique en absence

d’eestradiol. Cependant, et comme mentionné précédemment, [’activation d’AhR par la

dioxine diminue la réponse cestrogénique en présence d’cestradiol (Brosens and Parker, 2003;

Ohtake et al., 2003).

Crosstalk Mécanisme Conséquences
R . Perturbation d ¢ ibles d’AhR | d'
AhR/HIF Partagent le méme partenaire ARNT er ur. ation des genes cibles ors dune
hypoxie

AhR se lie aux ERE; AhR se comporte comme un Contrdle des eénes cibles d’ER oar les

AhR/ER co-activateur d’ER; AhR augmente la dégradation . g P
, . , xénobiotiques

d’ER par la voie du protéasome

CAR/ER Métabolisme des cestrogénes par les genes cibles Diminution des niveaux d'cestrogenes lors de la

CAR-PXR/FXR

CAR-PXR/SHP

CAR-PXR/LXR

CAR-PXR/HNF4

CAR-PXR/FoxO1

PXR/FoxA2

PXR/PPARy

CAR-PXR/GR

CAR-PXR/TR

de CAR

FXR et PXR ont des activateurs communs; FXR
active les génes cibles de CAR et de PXR; FXR
controle I'expression de PXR (souris)

Inhibition de I'activité transcriptionnelle de CAR et
de PXR par SHP ; PXR contréle I'expression de SHP
dans la lignée cellulaire HepG2

Inhibition de l'activité transcriptionnelle de CAR et
de PXR par LXR

Inhibition de I'activité transcriptionnelle de HNF4
par PXR et CAR

Activation de I'activité transcriptionnelle de CAR
et de PXR par FoxO1l ; inhibition de l'activité
transcriptionnelle de FoxO1 par CAR et PXR

Inhibition de I'activité transcriptionnelle de FoxA2
par PXR

Induction de PPARy par PXR

GR controle les expressions de RXR, CAR et PXR

CAR, PXR et TR partagent des éléments de
réponses communs ; catabolisme des hormones
thyroidiennes par les génes cibles de PXR et CAR

présence de xénobiotiques

Augmentation du métabolisme des
xénobiotiques par les acides biliaires; controle de
I'hnoméostasie des acides biliaires par les
xénobiotiques

contréle du métabolisme des xénobiotiques par
les acides biliaires; control de I'homéostasie des
acides biliaires par les xénobiotiques

Diminution du métabolisme des xénobiotiques
par les oxystérols

Contréle de la néoglucogenése et de
I'noméostasie des acides biliaires et des acides
gras par les xénobiotiques

Interaction réciproque entre les xénobiotiques et
la néoglucogenese

Diminution du métabolisme des acides gras par
les xénobiotiques

Stéatose hépatique

Controle du métabolisme des xénobiotiques par
les glucocorticoides

Diminution du niveau des hormones

thyroidiennes par les xénobiotiques

Tableau 5: Cross-talk entre les récepteurs nucléaires et ses conséquences (D’aprés Pascussi et al., 2008)
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2. Les mécanismes d’action possibles des mélanges

Additivité

On parle d’additivité lorsque I’effet résultat du mélange est égal a la somme des effets

individuels.

Exemple : Les dioxines et les PCB dioxin-like agissent en activant le facteur de
transcription AhR. La toxicité relative (TEF pour toxic equivalent factor) de chaque
congénere peut étre déterminé par rapport a la toxicité de la 2,3,7,8 TCDD qui sert de
référence et dont le TEF est fixé a 1. La toxicité d’'un mélange de dioxine et de PCB dioxin-
like est ainsi estimée par le calcul de I’équivalent toxique (TEQ). Cette valeur est obtenue en

sommant les concentrations de chaque congénere pondérées par leur TEF.

Ce systeme de calcul a cependant ses limites : il concerne uniquement les effets déléteres
induits par [’activation d’AhR. De fait, les autres actions toxiques des dioxines ne sont pas
prises en compte. De plus, [’action des dioxines est dépendante de la concentration : a forte
dose, elles induisent un « wasting syndrome », caractérisé par une perte de poids, alors

qu’elles induisent a faible dose une prise pondérale (Barouki et al., 2012b).

Synergisme

On parle de synergisme lorsque 1’effet du mélange est supérieur a la somme des effets des

produits pris individuellement

Par des études cellulaires, biophysiques et structurales, Delfosse et ses collaborateurs ont
dissequé in vitro un mécanisme potentiel pour expliquer I’action synergique entre deux
polluants, I’¢éthinylestradiol (EE2, I’cestrogene de synthése le plus utilis¢ dans le monde) et le
trans-nonachlore (TNC, un pesticide organochloré persistant connu pour étre une des douze

polluants majeurs a I’échelle mondiale une activation synergique) (Delfosse et al., 2015).

I1s montrent par des mesures d’activité des composés seuls ou en mélange, dans différentes
lignées cellulaires et des cultures d’hépatocytes primaires humains une action synergique des
deux molécules sur la stimulation de I’activité transcriptionnelle de PXR (Pregnane X

receptor, Nrli2) et ’expression du Cyp3a4, un gene cible de ce récepteur. Ces expériences
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indiquent que le mélange binaire est capable d’induire une réponse biologique significative a

des doses auxquelles les deux composés sont individuellement inactifs.

La suite des travaux montre que ces deux molécules peuvent se retrouver simultanément
dans la poche de liaison de PXR. Dans cette configuration, elles se stabilisent pour former un
ligand supramoléculaire qui occupe la totalité de 1’espace de la poche de liaison (voir figure
18) et pour lequel PXR a une affinit¢ 50 a 100 fois supérieure a celle des composants pris
séparément. Les auteurs mettent ainsi en évidence un nouveau mécanisme moléculaire qui

peut expliquer les effets synergiques des mélanges de polluants.

Figure 18 : Structure tridimensionnelle de la protéine Pregnane X receptor (PXR). Cette protéine a été cristallisée
en présence des deux ligands (éthinylestradiol et trans-nonachlore) présents simultanément dans la poche de liaison.
La présence simultanée de ces deux ligands occupe la totalité de la poche de liaison, menant a une stabilisation des
ligands et une activation de PXR a des concentrations plus faibles que lorsque les ligands sont pris séparément. Code
PDB : 4X21G
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I11.

Les perturbateurs métaboliques et leurs effets sur la santé

L’homéostasie énergétique est sous contréle hormonal et peut donc par conséquent étre la
cible des PE. Particuliérement, il est connu que les hormones sexuelles sont impliquées dans
le métabolisme énergétique via leur RN présent dans la plupart des tissus métaboliques. De
nombreux récepteurs nucléaires hépatiques sont impliqués dans la régulation des
métabolismes glucidiques et lipidiques et sont présentés dans le tableau 6. Aussi, outre les
récepteurs aux cestrogenes, 1’invalidation totale du récepteur aux androgenes chez les males
entraine une obésité et une diminution de la dépense énergétique (tableau 6). La perturbation
du métabolisme est donc un évenement compatible avec les PE. Il a donc été proposé que
dans un environnement obésogene, les perturbations dans la signalisation métabolique,
résultant de l'exposition a des produits chimiques alimentaires et environnementaux,
pourraient aggraver les effets des déséquilibres alimentaires et entrainer une sensibilité accrue
a l'obésité et les troubles liés a l'obésité (Griin and Blumberg, 2009). Ainsi, les polluants qui
entrainent une augmentation de la masse grasse sont qualifiés d’obésogeénes et ceux qui

altérent le métabolisme énergétique, sans modifier la quantité de masse grasse, sont qualifiés

de diabétogenes (Lee et al., 2014).

Dans un premier temps, ce chapitre présente les données ¢épidémiologiques et
expérimentales suggérant un lien entre les principaux PE et I’obésité/le diabéte de type 2. Du
fait de 1’abondance de la littérature, cette partie ne peut étre exhaustive. D’une maniére
générale, les études montrent une grande disparité des résultats possiblement liée aux
différentes doses utilisées, a la durée de I’exposition, a la période d’exposition ou aux
différents modeles utilisés (particulieérement pour les effets passant par PPARa ou PXR).
Dans un second temps, nous présenterons les mécanismes potentiels par lesquels I’exposition

a un PE pourrait entrainer une perturbation du métabolisme.
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A. Les perturbateurs endocriniens et la perturbation métabolique

1. Les données épidémiologiques

Une des difficultés dans les études chez I’homme réside dans 1’incapacité de réaliser des
¢tudes interventionnelles pour des raisons éthiques. De plus, I’omniprésence des polluants
rend difficile (voire impossible) la composition d’un groupe d’individus non-exposés. Il existe
cependant quelques études observationnelles chez I’homme a partir de différentes cohortes
(les différents types d’études observationnelles sont présentés dans 1’encart). La cohorte la
plus étudiée est probablement la cohorte du programme de recherche NHANES (pour
National Health and Nutrition Examination Survey), réalisée aux Etats-Unis par le National

Center for Health Statistics (NCHS).

Les différentes études observationnelles chez I’homme
Cas-témoin: Les groupes sont composés en fonction de la présence ou non du phénotype d’intérét.
L’étude s’intéresse a I'association existante entre une exposition antérieure et I'apparition du phénotype.

Longitudinale : Les groupes sont constitués en fonction de I'exposition ou non au début de I'étude et
sont suivis pendant une période donnée pour I'apparition du phénotype d’intérét.

Transversale : Recherche d’une association entre une exposition et le phénotype d’intérét a un instant
donné.

Ce programme de recherche a débuté dans les années 1960 dans le but d’évaluer 1’état de
santé et 1’état nutritionnel de la population américaine et de suivre les changements au cours
du temps. Dans le cadre de ce programme, un certain nombre de polluants ont été dosé depuis
1999 dans les échantillons de sang et d’urines d’un échantillon représentatif de la population
comprenant entre 5000 a 10000 individus. Tous les deux ans, une analyse transversale est

réalisée sur cette cohorte.

Le bisphénol A

L’analyse de NHANES 2003-2004 sur 1455 participants issus de la population générale
(Lang et al., 2008) met en évidence I’omniprésence dans le sang et les urines de plusieurs
polluants, dont le bisphénol A (BPA). Cette ¢tude conclut a une forte association entre le
diabete et le BPA, avec un odds ratio (OR) de 2.43 (comparaison entre le dernier quartile et le

premier quartile). De plus, les auteurs montrent que I’OR du diabéte augmente avec la
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concentration en BPA retrouvé dans les urines. Deux autres études, utilisant la méme cohorte,

rapportent également ces associations (Melzer et al., 2010; Silver et al., 2011).

Cependant, aucune association n’a ét¢ trouvée lors de I’analyse des cohortes NHANES
2005-2006, 2007-2008 ou 2009-2010 (Lakind et al., 2012; Melzer et al., 2010; Silver et al.,
2011). La comparaison entre les différentes cohortes montre que les individus inclus dans
NHANES 2003-2004 ont des concentrations de BPA urinaire 30 % supérieures aux autres
cohortes et aux autres années (Chevalier and Fénichel, 2015). De plus, 1’analyse réalisée par
Lakind et al. sur la cohorte NHANES 2003-2004, qui normalisent les données par les
antécédents de diabéte, ne montre pas d’association entre le BPA et le DT2 (Lakind et al.,
2012), ce qui suggere une interaction entre les facteurs génétiques et 1’exposition au BPA. Par
ailleurs, une ¢tude récente incluant 2200 participants non-diabétiques suivis pendant 4 ans
montre que I’association entre le BPA et ’apparition d’un DT2 est retrouvée uniquement chez
les individus ayant des facteurs de risque génétique élevés pour le diabete de type 2 (Bi et al.,

2016), ce qui suggere que le BPA serait plutdt un facteur aggravant qu’une cause du DT2.

L’hypothése d’une interaction avec la génétique est également proposée dans d’autres
¢tudes. Ainsi, a partir de I’analyse de 2664 et 2838 individus agés entre 6 et 19 ans issus des
cohortes NHANES 2003-2008, deux études (Bhandari et al., 2013; Trasande et al., 2012)
montrent une association entre des concentrations ¢levées de BPA et une augmentation de
I’obésité chez les enfants et adolescents. Ces deux €tudes montrent que cette association est
plus forte chez les enfants blancs non-hispaniques (OR = 5.87) que dans la population noire

ou hispanique (OR = 1.21).

En plus d’une interaction génétique, les associations entre les concentrations de BPA et les
maladies métaboliques pourraient dépendre du sexe. L’analyse des 1586 adultes de la cohorte
NHANES 2005-2008 chez lesquels la concentration urinaire de BPA, la glycémie a jeun et
I’insulinémie ont ét¢é mesurées montre une association entre BPA, hyper-insulinémie et

insulino-résistance plus forte chez les hommes que chez les femmes (Beydoun et al., 2014).

Sun et al., apportent des données supplémentaires a partir des cohortes Nurses’s Health
Study (NHS)I et NHSII qui incluent entre 1996 et 2001 121700 infirmiéres ménopausées
(agées entre 53 et 79 ans) et 116430 infirmieéres non ménopausées (agées entre 25 et 42 ans).
Des échantillons de sang et d’urine ont été prélevés. Parmi ces individus, 971 cas de DT2 ont

¢été reportés et les auteurs mettent en €évidence une association entre le DT2 et BPA chez les

79



femmes non-ménopausées mais pas chez les femmes ménopausées, aprés ajustement par

I’age, (Sun et al., 2014) suggérant une interaction entre le BPA et les cestrogénes endogenes.

Si I’ensemble de ces études concernent des cohortes des Etats-Unis, des interactions
similaires ont été également retrouvées dans d’autres pays. Dans une cohorte chinoise
incluant 3390 participants agés d’au moins 40 ans, la concentration urinaire de BPA et
I’augmentation de ’IMC et du tour de taille sont significativement associés (Wang et al.,

2012).

Les phtalates

L’analyse des données NHANES 1999-2002 montre chez les hommes adultes une
association entre différents métabolites des phtalates dosés dans les urines (MBzP, MEHHP,
MEOHP et MEP), I’augmentation de I'IMC, du tour de taille et de 1’insulino-résistance
(Hatch et al., 2008; Stahlhut et al., 2007). Chez les adolescentes et les femmes, cette
association a ¢été retrouvée de maniére moins marquée seulement avec le MEP (Hatch et al.,
2008). Cette association est retrouvée chez les femmes pré-ménopausées mais pas chez les
femmes ménopausées sur la cohorte NHS (Sun et al., 2014), suggérant également une

interaction entre les phtalates et les cestrogenes sur le métabolisme énergétique.

Chez les enfants les résultats sont plus controversés. Ainsi, une étude réalisée au sein d'une
¢cole chinoise (259 participants agés de 8 a 15 ans) associe positivement le MEHP et le MEP
avec I’IMC et le tour de taille (Wang et al., 2012), alors qu’aucune association n'a été trouvée
dans I’étude réalisée par Hatch et ses collaborateurs sur 2000 participants agés de 6 a 19 ans et
relevant de la cohorte NHANES 1999-2002 (Hatch et al., 2008). Une autre étude sur une
cohorte incluant 521 enfants New-Yorkais agés de 6 a 8 ans montre une association entre le
MEP, I’IMC et le tour de taille uniquement chez les enfants en surpoids (Teitelbaum et al.,

2012).

Une étude associe les métabolites de phtalates de bas poids moléculaires (diethyl phthalate,
di-n-butyl phthalate, di-n-octylphthalate et di-n-isobutyl phthalate) et le surpoids/obésité chez
les enfants noirs non-hispaniques, mais pas dans les autres populations (hispanique ou blanc
non-hispanique), suggérant ainsi une interaction avec le fond génétique (Trasande et al.,

2012).
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Dans une ¢tude menée par Ashley et ses collaborateurs (Ashley-Martin et al., 2014), les
auteurs ont dosé 11 métabolites de phtalates et le bisphénol A dans les urines maternelles lors
du ler trimestre de grossesse et les taux de leptine et d'adiponectine dans le sang feetal
récupéré dans le cordon ombilical. Chez les garcons, le BPA est négativement associé avec
les taux d’adiponectine et le phtalate MCPP avec la leptine, indiquant une exposition du
feetus. Dans une étude longitudinale, il a été établi une association inverse entre la quantité de
BPA dosé dans les urines de femmes pendant leur grossesse et I’IMC, le pourcentage de
masse grasse du corps et un surpoids/obésité chez leurs filles a I’age de 9 ans. Cela n’a pas été

retrouvé chez les garcons (Harley et al., 2013).

Les polluants organiques persistants

Différentes études prospectives ont été menées sur le DDE, les PCB, les pesticides
organochlorés, HCB et les dioxines (Lee et al., 2010, 2011; Rignell-Hydbom et al., 2009;
Taylor et al., 2013; Wang et al., 2008; Wu et al., 2013). Aucune d'entre elles ne montre
d’association significative entre un POP donné et I’incidence du DT2. Cependant, cette

association se révele lorsque plusieurs POP sont considérés.

Trois études observationnelles menées sur des cohortes différentes ont mis en évidence des
associations entre la quantité de POP et les maladies métaboliques. Dans la premiére cohorte
de 886 participants adultes issus de la population générale de Catalogne (Espagne), Gasull et
ses collaborateurs montrent des taux supérieurs de POP chez les diabétiques et prédiabétiques.
De plus, cette étude montre que la prévalence du diabéte et du prédiabéte augmente de
manicre dépendante a la concentration de POP retrouvés dans le sang des individus. Cette
¢tude impute une partie de I’association entre POP et diabéte a I’age et a I'IMC (Gasull et al.,

2012).

La méme observation est faite dans une seconde cohorte, qui inclut 8760 individus nés a
Helsinski (Finlande) entre 1934 et 1944, soit avant le pic d’émission de POP li¢ a
I’industrialisation. Cette démarche permet de révéler I’impact d’une exposition a I’age adulte,

et non les éventuels effets d’ une exposition in utero (Airaksinen et al., 2011).

La troisieme étude analyse les données NHANES 1999-2002 de 2016 participants agés de
plus de 20 ans. Les individus ont été répartis en quartiles selon leurs concentrations sériques

en POP. Ceux du dernier quartile ont une prévalence au diabete 10 a 40 fois supérieure par
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rapport aux individus du premier quartile. En revanche, aucune relation entre I'IMC et la
prévalence du diabete n’a été trouvée (Lee et al., 2006), suggérant que les POP seraient le
principal facteur de risque du DT2, avant le surpoids et I’obésité. En accord avec cette
hypothese, il a été¢ observé une concentration de POP supérieure chez les obéses diabétiques

par rapport aux obéses métaboliquement sains (Dirinck et al., 2016; Gauthier et al., 2014).

L’exposition périnatale au POP pourrait également prédisposer au surpoids et au DT2.
Dans une étude longitudinale incluant 656 femmes enceintes des iles Féroé, Tang-Péronard ef
al montrent une association positive entre la quantité de POP dosée dans les urines des meres
pendant la grossesse, le tour de taille et I’insulinémie de leur fille a I’age de 5 ans. Ces
associations ne sont pas observées chez les garcons (Tang-Péronard et al., 2014, 2015) sur
une période plus longue, une étude prospective associe une exposition au POP PFOA a faible
dose pendant la phase foetale avec un surpoids chez les individus 20 ans plus tard

(Halldorsson et al., 2012).

Les limites des études épidémiologiques

Plusieurs limites existent a ces différentes études épidémiologiques, et elles pourraient
expliquer pourquoi les associations entre PE et obésité/DT2 ne sont pas systématiquement
retrouvées. Les concentrations urinaires de PE a courte demi-vie peuvent varier grandement
au cours de la journée et d’un jour a I’autre. Par conséquent, et comme dans la plupart des
¢tudes un seul prélévement a été réalisé, les concentrations dosées ne sont pas représentatives
de I’exposition journaliére de I’individu (Appenzeller and Tsatsakis, 2012). De plus, en raison
des effets a distance des PE, la mesure de la concentration du PE au moment ou la maladie est
déclarée ne correspond pas nécessairement a la concentration responsable de son
développement, surtout si la maladie a mis plusieurs années a se développer. Enfin, les études
observationnelles ne peuvent pas toujours dissocier les effets des différents PE, dans la

mesure ou nous sommes exposeés quotidiennement a un large mélange de polluants.

2. Les données expérimentales

Les ¢études expérimentales permettent d’établir une relation causale entre une exposition et

un effet qui peut dépendre de la dose, de I’age et de la durée d’exposition.
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Le bisphénol A

En 2008, la Food and Drug Administration (FDA), agence américaine des produits
alimentaire et médicamenteux, définit la dose sans effet (NOAEL) du BPA a 5 mg/kg/j.
Cependant, trés vite des effets adverses sont décrits pour des doses inférieures (Vandenberg et

al., 2012).

Marmugi et al., ont exposé des souris CD-1 males adultes a différentes doses (5, 50, 500 ou
5000 pg/kg/j) de BPA par voie orale pendant 28 jours. Aucun effet n’a été observé a la dose
NOAEL (5000 pg/kg/j). Cependant, aux doses inférieures, les souris exposées présentent une
augmentation significative de la masse de tissu adipeux et des niveaux d’insuline, suivant une
courbe en cloche, avec un effet plus marqué a la dose de 50 pg/kg/j (Marmugi et al., 2012).
Les auteurs ont observé dans le foie une augmentation de I’expression des geénes codant des
facteurs de transcription régulant la lipogenese (LXR, SREBP1c et CHREBP), les principaux
geénes impliqués dans la lipogenése de novo (Acaca, Fasn, Scdl) ainsi qu’une stéatose
hépatique (Marmugi et al., 2012). Lorsque 1’exposition est poursuivie pendant 8 mois, les
souris présentent une augmentation de la masse grasse, une hyperglycémie, une intolérance au
glucose, une augmentation de I’expression des génes de la biosynthése du cholestérol et une

hypercholestérolémie (Marmugi et al., 2014).

Des études ont également montré des atteintes pancréatiques. Des souris exposées au BPA
a 0.1 mg/kg/j de BPA pendant 4 jours présentent une hyperinsulinémie observée en phase
postprandiale, ce qui favorise I’insulino-résistance. De plus, la sécrétion d’insuline stimulée
par le glucose ainsi que le contenu en insuline des cellules B pancréatiques sont diminués chez
ces souris, suggérant que le BPA aurait un effet diabétogeéne suite a I’altération de la fonction

des cellules B du pancréas (Alonso-Magdalena et al., 2006).

Les adipocytes seraient également une cible du BPA. L’exposition de cellules isolées de
tissus adipeux sous-cutané humain ou de la lignée cellulaire 3T3-L1 a 1 nmol/L de BPA
pendant 24 h induit une diminution de la sensibilité a I’insuline et une augmentation de
I’expression de marqueurs pro-inflammatoires comme [’interleukine 6 (IL6), ou I’interféron

gamma (IFNy) (Hugo et al., 2008; Valentino et al., 2013), favorisant I’insulino-résistance.

L’exposition périnatale au BPA entraine également des effets dépendants de la dose. Par

exemple, I’injection sous-cutanée de BPA a la dose de 10 pg/kg/j entre le 9™ et le 16°™ jour
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de gestation entraine chez la descendance male une augmentation du poids visible a la
naissance et au sevrage. Ces souris présentent également une intolérance au glucose et une
forte résistance a ’insuline visible a ’age de trois mois. La descendance male des meres
exposées a 100 pg/kg/j pendant la gestation présente a trois mois une intolérance au glucose,
sans altération de la sensibilité a I’insuline ni du fonctionnement des cellules B pancréatiques

(Alonso-Magdalena et al., 2010).

L’effet de I’exposition périnatale au BPA dépend également de la période d’exposition.
Liu et ses collaborateurs ont exposé des souris au BPA pendant la période de préimplantation
de ’embryon (jour 1 a 6 de gestation), pendant la période fcetale (jour 6 a 21 de la gestation),
pendant la période néonatale (depuis la naissance jusqu’au sevrage) et pendant la période
feetale et néonatale (jour 6 de la gestation jusqu’au sevrage). L’exposition pendant la période
feetale entraine un plus petit poids de naissance et une intolérance au glucose a 1’age adulte
chez les males alors que I’exposition néonatale se traduit par une augmentation de la prise de
poids et une intolérance au glucose, et ces effets sont observés dés la 5°™ semaine de vie (Liu

etal., 2013).

Les phtalates

Le DEHP a été trés utilisé dans les années 1990 pour assouplir les plastiques,
particulierement dans les dispositifs médicaux et les emballages alimentaires. De nos jours, le
DEHP est interdit dans tous les jouets et les articles de puériculture destinés aux enfants.
L’utilisation de cette substance est ¢galement prohibée dans les cosmétiques dans la mesure
ou elle est considérée comme cancérigéne, mutagéne ou toxique pour la reproduction

(substance CMR). La dose NOAEL déterminée pour le DEHP est de 4.8 mg/kg/j.

Dans la lignée cellulaire 3T3-L1 de préadipocytes murins, la présence de MEHP
(métabolite actif du DEHP) entre 1 et 100 pumol/L dans le milieu de culture induit la
différenciation des cellules en adipocytes de manieére dépendante de la dose. Ceci a été¢ mis en
¢vidence par I’augmentation de I’accumulation de lipides dans les cellules ainsi que par
I’augmentation de 1’expression du marqueur de différenciation PPARy, et de deux de ses
genes cibles : la LPL et 1’aP2 (adipocyte protein 2 ou Fatty Acid Binding Protein 4, FABP4).
L’augmentation de I’expression de ces genes est également retrouvée dans le tissu adipeux
épididymal et dans le foie de souris 24 h aprés une injection de 500 pg/kg de MEHP (Hao et
al., 2012), suggérant un éventuel effet obésogéne du MEHP in vivo. De fait, 1I’exposition
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périnatale au MEHP a la dose de 50 ng/kg/j (gavage des meéres depuis le 12 jour de
gestation jusqu’au 7°™ jour de lactation) entraine une augmentation du poids de la
descendance male a la 8™ semaine de vie, qui n’est pas visible & des doses supérieures (250
ou 500 pg/kg/j). Ces souris présentent également une augmentation du poids du tissu adipeux
épididymal ainsi que de la glycémie, de la triglycéridémie et de la cholestérolémie (Hao et

al., 2012).

Des résultats similaires ont €té retrouvés suite a une exposition au DEHP. Lee et al.,
exposent des souris a 30 mg/kg/j de DEHP par voie orale pendant toute la durée de la
gestation et la lactation. On retrouve chez la descendance une augmentation du poids corporel
et du tissu adipeux viscéral, ainsi qu'une hypercholestérolémie. Les souris exposées ont une
pression artérielle et des taux de cholestérol hépatique augmentés, ainsi qu’une diminution de
I’expression des genes hépatiques impliqués dans la régulation du cholestérol plasmatique
(LDLR, SR-BI), de la dégradation du cholestérol en acide biliaire (Cyp7al) et des
transporteurs chargés d’extraire les acides biliaires dans la bile (ABCGS5, ABCGS) (Lee et al.,

2016), suggérant une diminution de la clairance du cholestérol.

Une étude réalisée par Lin et al., montre d’autres effets du DEHP sur des rats exposés
pendant la gestation a 1.25 ou 6.25 mg/kg/j. La descendance présente d'importantes
altérations du métabolisme du glucose qui sont dépendantes du sexe et visibles a partir de la
27°M semaine de vie. Les souris femelles exposées présentent une intolérance au glucose avec
une sécrétion d’insuline moins importante lors du test de tolérance au glucose et sans
modification de la sensibilité a 1’insuline périphérique, suggérant une atteinte pancréatique.
De fait, I’analyse du pancréas montre une diminution de la masse et du contenu en insuline
des cellules B. Ces effets sont visibles dés la 3™ semaine, ce qui suggére que le pancréas est
une cible précoce du DEHP. Chez les males, aucun de ces effets n’est observé (Lin et al.,
2011). Il est intéressant de constater que dans leur étude, Lin et al, n’observe pas de différence
significative du poids corporel ou de la masse grasse, comme ce qui a été observé dans les

¢tudes cités précédemment.

Les polluants organiques persistants

Ruzzin et ses collaborateurs ont ¢étudié les effets d’un mélange naturel de POP sur le
métabolisme (Ibrahim et al., 2011; Ruzzin et al., 2010). Les poissons gras (comme le saumon)

sont une source importante de POP, aux effets adverses, et d’acides gras polyinsaturés n-3,
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aux effets bénéfiques a la santé. Dans leur travail, des rats adultes sont nourris avec un régime
gras supplémenté en huile de saumon (HFC), contenant naturellement un mélange de POP, ou
en huile de saumon raffiné (HFR), c¢’est-a-dire dont les POP ont été enlevés par blanchiment
et filtration sur filtre a charbon actif. Aprés 28 jours, les rats HFC ont des taux de POP dans le
tissu adipeux correspondant a ceux retrouvés chez ’Homme. Ces rats présentent une
augmentation significative de la masse du tissu adipeux viscéral, une stéatose hépatique, ainsi
que des taux de TAG, DAG et cholestérol hépatiques augmentés. Les auteurs ont mis en
évidence une moindre inhibition de la production hépatique de glucose par I’insuline ainsi
qu’une diminution de I’absorption du glucose par le muscle squelettique et le tissu adipeux, ce
qui atteste d’une insulino-résistance globale. Les auteurs traitent ¢galement des adipocytes
3T3-L1 différenciés avec un mélange artificiel de POP contenant des pesticides
organochlorés, des PCB, des dioxines ou des PCDF. Ils observent une diminution de 1’action
de I’insuline apres exposition aux pesticides et au PCB a 1 nmol/L alors qu’aucune
modification n’est observée avec les dioxines ou les PCDF, suggérant que 1’effet du mélange

pourrait étre la conséquence de I’effet des pesticides et des PCB.

En revanche, dans des mod¢les cellulaires 3T3-L1, il a été montré une diminution de la
différenciation des pré-adipocytes lorsqu’ils sont incubés avec 10 nmol/L de TCDD
(Alexander et al., 1998; Phillips et al., 1995). Cependant, 1’incubation des pré-adipocytes
3T3-L1 avec 0.1 nmol/L de TCDD induit la différenciation des cellules (Arsenescu et al.,
2008), suggérant une opposition des effets a forte dose et a faible dose. De méme, in vivo,
I’exposition a des fortes doses de TCDD entraine un wasting syndrome, c’est-a-dire une forte

diminution du poids alors qu’a faible dose 1’inverse est observé (Song et al., 2015)

L’effet inducteur de 1’adipogenése semble étre un effet retrouvé pour plusieurs POP. 1l a
¢té montré que le PCB77 (Arsenescu et al., 2008), p-p’DDT (Moreno-Aliaga and Matsumura,
2002), l’aldrin et le dieldrin (Moreno-Aliaga and Matsumura, 1999) induisent Ia
différenciation des pré-adipocytes et que le DDE et 1’oxychlordane induisent 1’absorption
d’acide gras par les adipocytes, menant a I’hypertrophie de ces cellules (Howell and Mangum,

2011).

Les effets des POP sur le métabolisme semblent étre différents selon le sexe. Par exemple,
I’exposition de souris hybrides C57BL6 x FVB pendant la gestation et la lactation a la dioxine
TCDD (10 pg/kg/j) montre a 1’age de 1 an une diminution de la masse grasse chez les males
alors que les femelles exposées montrent une augmentation de leur masse grasse (van Esterik

et al., 2015). Lorsque les souris sont exposés aux PCB153 (10 ng/kg/j) suivant le méme
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protocole (van Esterik et al., 2015), les souris males présentent une glycémie a jeun
augmentée mais sans altération de la tolérance au glucose. Les femelles présentent une

augmentation de la quantité de glucagon plasmatique, sans autre altération.

B. Effets métaboliques identifiés des PE apres activation des récepteurs

cibles

1. Effets postliaison aux récepteurs aux cestrogenes

Les souris males et femelles dont ERa a été inactivé présentent une résistance a I’insuline
et une intolérance au glucose (tableau 6) (Heine et al., 2000). ERa joue ¢galement un rdle
dans le contrdle de la prise alimentaire, comme cela a été¢ décrit dans le 1 chapitre. Au
niveau cellulaire, il a été montré que les préadipocytes expriment les deux isoformes d’ER et
que les cestrogenes contribuent a I’augmentation du nombre d’adipocytes pendant le
développement (Cooke and Naaz, 2004). Au niveau moléculaire, les cestrogénes et les ER
régulent plusieurs aspects du métabolisme dont le transport du glucose, la glycolyse, la

structure et I’activité mitochondriale et I’oxydation des acides gras (Chen et al., 2009).

Les différents effets du BPA peuvent potentiellement étre imputables a 1’activation d’ER.
Par exemple, les dysfonctions pancréatiques observées suite a une exposition au BPA décrites
précédemment sont retrouvées lorsque les souris sont exposées a des mémes doses
d’cestradiol (Alonso-Magdalena et al., 2008). Plus précisément, on sait aujourd’hui que le
BPA active ERP dans les cellules B pancréatiques, activant les canaux potassiques ATP-
sensibles responsable de 1I’exocytose de I’insuline, ce qui se traduit par une hyperinsulinémie

(Soriano et al., 2012).

Les cestrogeénes activent également le récepteur aux cestrogénes associ¢ a la protéine G
(GPR30 ou GPER), qui induit des effets non-génomiques. Par exemple, il été montré que
Iactivité cestrogéno-mimétique du BPA a de faibles doses (1 nmol/L) est capable de
potentialiser 1’oscillation de calcium induit par le glucose dans des ilots pancréatiques
fraichement isolés, activant la sécrétion d’insuline. De plus, cet effet a été reproduit en
exposant les ilots a I’cestradiol en présence de I’'ICI182780, un inhibiteur des ER, ce qui
montre que le BPA peut agir en mimant les cestrogénes autrement que par les ER (Chevalier

and Fénichel, 2015; Quesada et al., 2002).
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Il a été également montré que le BPA est capable d’activer les estrogen-related receptors
(ERR). Bien que ces récepteurs soient similaires en termes de séquences aux ER, ils ne sont
pas capable de lier les cestrogeénes et sont considérés comme des récepteurs orphelins. Il existe
trois isoformes : ERRa, B et y. Il a ét¢ montré que le BPA avait une affinit¢ 100 fois
supérieure pour ERRy que pour les récepteurs aux cestrogenes classiques et que sa liaison a
ERRYy entrainait des malformations de 1’oreille interne chez le poisson zebre, processus sous
le contrdle de ce RN (Tohmé et al., 2014). Chez ’homme, 1’analyse des promoteurs des genes
associés a 1’obésité a montré une sur-représentation des éléments de réponses a ERRYy,
suggérant que D’activation de ce dernier par le BPA pourrait étre impliquée dans le

développement de I’obésité chez I’homme (Dong et al., 2016).

2. Effets post liaison aux récepteurs aux glucocorticoides et aux hormones

thyroidiennes (TH)

Les perturbateurs endocriniens peuvent également moduler les récepteurs d’autres
hormones, en particulier les récepteurs aux glucocorticoides (GR) et aux hormones

thyroidiennes (TR).

Ces hormones sont fortement associées au métabolisme. Ainsi, une hyperthyroidie se
caractérise par un métabolisme accéléré, c’est-a-dire une augmentation de la lipolyse, de la
biosynthése et de I’excrétion du cholestérol et par une perte de poids. Un phénotype inverse
est observé lors d’une hypothyroidie. Or, plusieurs études ont montré que le BPA pouvait étre
un antagoniste de TR. Ainsi, il a ét¢ montré dans une lignée cellulaire dérivée de cellules de
rein embryonnaire humain (HEK) que la présence de BPA a 1 umol/L diminue 1’expression
des genes cibles de TR de maniére dépendante a la dose en augmentant le recrutement du
répresseur transcriptionnel NCoR sur le promoteur des génes cibles de TR (Moriyama et al.,
2002). In vivo, il a ét¢ montré que 1’exposition de souris au BPA pendant la période périnatale
entraine une augmentation des niveaux de T4 circulants (Zoeller et al., 2005). Compte tenu de
I’importance des TH pendant le développement, et dans le métabolisme, 1’effet du BPA sur
TR pendant le développement pourrait étre un élément important dans I’augmentation du

poids corporel sur le long terme.

L’activation de GR par les glucocorticoides permet a I’organisme de répondre au stress en
stimulant la néoglucogenese et 1’oxydation des acides gras. Le syndrome de Cushing est

défini par une sécrétion élevée de cortisol. Les personnes atteintes de ce syndrome présentent
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notamment un trouble du rythme circadien, une néoglucogenése accrue ainsi qu’une insulino-
résistance. Le BPA et le dicyclohexyl phtalate sont capables d’activer GR. En effet,
I’utilisation du géne rapporteur de la luciférase montre que ces deux molécules activent GR a
des doses picomolaires (Sargis et al., 2010). De plus, dans les cellules 3T3-L1 en
différenciation, il a ¢t¢ montré que le BPA et le dicyclohexyl phtalate pouvaient accélérer la
différenciation des cellules et augmenter I’accumulation de lipides dans les cellules de
manicre dépendante de GR (Sargis et al., 2010), ce qui suggere que ces molécules ont une

action obésogene en activant GR.

3. Effets post liaison aux xénosenseurs

Les enzymes nécessaires a la métabolisation et a 1’élimination des xénobiotiques peuvent
étre divisées en trois catégories : les enzymes de phase I, qui permettent I’introduction d’un
groupement fonctionnel sur la molécule ; les enzymes de phase II, qui conjuguent les
xénobiotiques a des radicaux afin de les rendre plus hydrophiles et les protéines de phase III,
qui sont des transporteurs prenant en charge la sécrétion extracellulaire des xénobiotiques

métabolisés.

Le métabolisme des xénobiotiques est régulé par les facteurs de transcription PXR, CAR
(Constitutive Androstane Receptor) et AhR (appelés xénosenseurs). L’action combinée de ces
trois xénosenseurs permet 1’élimination de la grande majorité des xénobiotiques. PXR et CAR
reconnaissent €galement des endobiotiques comme les dérivés d’acides biliaires, les
prégnanes (précurseurs de la progestérone), androstanes et métabolites stéroidiens, suggérant
que ces deux récepteurs nucléaires jouent un réle dans la régulation du systéme endocrinien.
Or, PXR, CAR et AhR contribuent également a la régulation du métabolisme énergétique
(tableau 6) (Moreau et al., 2008; Wada et al., 2009).

Les premicres preuves du role de PXR dans le métabolisme viennent des observations
cliniques. Le traitement sur le long terme avec du phénobarbital, agoniste de PXR, induit une
stéatose hépatique et un changement des profils lipidiques sanguins (Calandre et al., 1991;
Lahtela et al., 1985). Chez les rongeurs, ’activation de PXR a un effet stéatogene dans le foie
(Nakamura et al., 2007; Zhou et al., 2006). La délétion du géne PXR chez la souris rendue
obese par I’alimentation réduit la stéatose hépatique et la résistance a 1’insuline en augmentant
la consommation d’oxygene et la f-oxydation mitochondriale (He et al., 2013). En revanche,

CAR a été décrit comme anti-obésogeéne, améliorant le diabete et la stéatose hépatique. En
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effet, ’invalidation du géne CAR chez les souris diabétiques ob/ob réduit la glycémie et
améliore la tolérance au glucose et la sensibilité¢ a 1’insuline (Dong et al., 2009; Gao et al.,

2009).

Un certain nombre de perturbateurs endocriniens activent PXR et CAR comme les
nonyphenol, le DHEP ou le MEHP. Le BPA et certains PCB activent PXR chez I’Homme et
PFOA, PFOS, et I’oganochlorine methoxylchlor peuvent activer CAR (Casals-Casas and
Desvergne, 2011; Eveillard et al., 2009a; Ren et al., 2010).

AhR reconnait les endobiotiques lipoxin A4, les dérivés des leukotriénes, les métabolites
du heme et la bilirubine. Les xénobiotiques activant AhR sont essentiellement les dioxines et
les PCB dit «dioxine-like ». Parmi les dioxines, la TCDD est I’agoniste parfait d’AhR.
Certaines ¢études ont montré que de faibles doses de TCDD ou du PCB dioxin-like 77
perturbent la biosynthése du cholestérol, la synthése des acides gras, le métabolisme du

glucose (Arsenescu et al., 2008; Sato et al., 2014, 2008).

En plus de leurs effets directs, PXR, AhR et CAR influencent indirectement d’autres voies
métaboliques en interférant avec d’autres récepteurs nucléaires (comme ER, FXR, LXR,

PPARYy) et facteurs de transcriptions (voir tableau 5) (Pascussi et al., 2008).

Cependant, il existe des différences entre ’homme et la souris qui ont été décrit
particulierement pour PXR. En effet, il a ét¢é montré en utilisant une lignée de cellule
hépatique humaine HepG2 transfectés avec le géne humain ou murin de PXR et en mesurant
son activation a 1’aide d’un géne rapporteur, que le BPA pouvait activer le PXR humain mais
pas son orthologue murin (Sui et al., 2012). Cette étude met en évidence des effets de

perturbateurs endocriniens spécifique de 1I’espece étudiée.

4. Effets postliaison aux PPAR

La famille des PPAR est composée de trois isoformes. PPARa est fortement exprimé dans
le foie, les muscles, les reins et le cceur. Il joue un rdle majeur dans 1’oxydation des lipides,
contrdlant le métabolisme des lipoprotéines et limitant I’inflammation. PPARS est ubiquitaire
et joue un role dans la différenciation cellulaire. PPARY est exprimé majoritairement dans les
adipocytes et les macrophages et induit I’adipogenése, le stockage des lipides, controle la
sensibilité¢ a ’insuline et participe a la réponse inflammatoire (Auwerx, 1999; Barish et al.,

2006; Michalik and Wahli, 2007).
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Le tributylétain (TBT) est un puissant biocide utilis¢€ comme pesticide et antifouling dans
les années 1960. Cette molécule est un fort activateur de PPARy et de RXR, menant a
I’activation des partenaires de RXR comme LXR ou NURRI1 (Casals-Casas and Desvergne,
2011). Le TBT induit la différenciation des préadipocytes en adipocytes dans la lignée
cellulaire 3T3-L1, concordant avec le role adipogénique de PPARy. L’exposition in utero au
TBT induit chez le rongeur une augmentation de la masse grasse, des altérations dans la
structure et le métabolisme du tissu adipeux et une stéatose hépatique (Griin et al., 2006). LE

TBT est de fait ’obésogene parfait et ses mécanismes d’actions ont été bien décryptés.

Le phtalate MEHP est également un activateur de PPARy. Il induit I’adipogenese dans les
cellules 3T3-L1 via ’activation de ce RN. Cependant, 1’analyse transcriptomique montre que
le MEHP n’induit que 70 % des geénes induits par la roziglitazone, un agoniste parfait de
PPARy, ce qui suggere que le MEHP est plutdét un modulateur sélectif de PPARy qu’un
agoniste parfait (Feige et al., 2007). A4 contrario du TBT, le MEHP et le DEHP induisent in
vivo une diminution du poids corporel, comme décrit dans le point précédent. Cet effet, a
priori contradictoire, est di a 1’activation de PPARa, induisant 1’oxydation des lipides. De
plus, P’activation de PPARa par une exposition a 1’acide perfluorooctanoique (PFOA)
entraine également une diminution de la prise alimentaire, ce qui suggere que PPARa a

¢galement un effet anorexigéne (Asakawa et al., 2008).

Il est intéressant de constater que les effets des PE dépendant de PPARa ne sont pas
retrouvés lorsque la souris exprime le géne humain de PPARa, montrant une spécificité de

réponse aux PE selon I’espéce (Feige et al., 2010; Nakamura et al., 2009).

5. Effets via la modification de I'épigénome

Les PE peuvent perturber I’épigénome en altérant les différentes composantes de
I’épigénétique, a savoir, les micro-ARN (Avissar-Whiting et al., 2010), les modifications
post-traductionnelles des histones ou la méthylation de ’ADN (Manikkam et al., 2012, 2013;
Skinner, 2014; Skinner et al., 2013). Le domaine est encore peu exploré et nous présentons les

¢tudes les plus significatives.

Une preuve de I’influence de 1’épigénétique sur le métabolisme peut étre observée dans les
effets transgénérationnels. Un effet est dit transgénérationnel lorsqu’il est visible sur la 3™
génération (F3). En effet, une exposition au cours de la gestation expose directement les feetus

(F1), mais également les gametes en formation qui engendreront la génération F2. Un effet
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visible sur la génération F2 peut donc étre di a un effet direct des PE sur les cellules
germinales. La génération F3 est donc la 1 génération qui n’est pas directement exposée aux

PE (voir figure 19).

Exposition a un perturbateur endocrinien
Femelle en gestation

l Lignée germinale
delaFl F2

|

F3: Premiére génération
non-exposée

Figure 19 : Représentation schématique d'une exposition environnementale et des générations affectées. L’exposition a un
perturbateur endocrinien d’une femelle en gestation (FO) expose également les souriceaux (F1) in utero. Les cellules
germinales de la F1 se mettent en place pendant la gestation et par conséquent 'exposition peut affecter cette lignée
germinale, entrainant des effets visibles dans la descendance de la F1 (F2). Ainsi, la descendance de la F2 (F3) est la
premiére génération qui n’est pas directement exposée au perturbateur endocrinien lorsque la femelle FO en gestation est
exposée. Les effets visibles sur la F3 résultent donc en des modifications de I’épigénome qui sont transmissibles aux
générations suivantes. (Adapté de Skinner et al., 2016)

L’exposition simultanée au BPA, DEHP et DBD (dibutyl phtalate) a 25, 325 et 33 mg/kg/j
respectivement sur des rats en gestation entraine sur la troisiéme génération (F3) une obésité
visible chez les males et les femelles. Cette exposition entraine des modifications des régions
d’ADN méthylés qui sont toujours visibles dans la F3. L’analyse de I’ensemble des genes
épimutés montre que ceux-ci sont principalement impliqués dans la signalisation, le

métabolisme/transport et le développement (Manikkam et al., 2013).

Plusieurs autres polluants ont ét¢ décrits comme ayant des effets transgénérationnels et

sont présentés dans le tableau 7 (Skinner, 2014).
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Perturbateurs endocriniens

Caractéristiques des polluants

Références

Vinclozoline
Methoxychlore

TCDD

BPA — DEHP — DBP en mélange

Permethrine et DEET
DDT

Phtalates
Tributylétain

BPA

Pesticide, activité anti-
androgénique

Pesticide organochloré
(persistant)

Polluant persistant, activité anti-
oestrogénique, active le récepteur
nucléaire AhR

Polluants moins persistant,
présents dans les plastiques.
Décrits comme oestrogéno-
mimétiques

Pesticide et anti-mousitque
Insecticide organochloré, associé a
I'infertilité chez ’homme.
Plastifiants rapidement
métabolisés

Polluant persistant, agoniste de
PPARYy et obésogéne

Activité oestrogéno-mimétique,
plastifiant rapidement métabolisé

(Anway et al., 2005, 2006)

(Anway et al., 2005; Manikkam et al.,
2014)

(Bruner-Tran and Osteen, 2011;
Manikkam et al., 2012a)

(Manikkam et al., 2012b, 2013)

(Manikkam et al., 2012c)
(Skinner et al., 2013)

(Doyle et al., 2013)
(Chamorro-Garcia et al., 2013)

(Salian et al., 2009; Wolstenholme et
al., 2012)

Tableau 7 : Différents perturbateurs endocriniens induisant des effets transgénérationnels (Adapté de Skinner et al., 2014)

Chez I’homme, une association a ét¢ mise en évidence entre les taux de phtalates et

phénols dans les urines des meres et différentes marques épigénétiques placentaires au niveau
des genes soumis a empreinte H19 et IGF2 (LaRocca et al., 2014). L’empreinte parentale est
une inactivation sélective de quelques geénes durant la spermatogenése ou I’ovogenese, de
sorte que le génome diploide issu de la fécondation soit fonctionnellement haploide pour ces
genes. Leur expression dépend généralement du degré de méthylation de leur promoteur.
L’altération épigénétique de ces genes méne au syndrome de Beckwith-Wiedemann,
caractéris¢ par une croissance excessive, une prédisposition tumorale et des malformations
congénitales. L’association entre les polluants et les marques épigénétiques de ces genes
suggere que chez I’homme, les PE et leurs métabolites peuvent étre a I’origine de perturbation
du développement, pouvant conduire a I’age adulte a des problémes métaboliques (LaRocca

etal., 2014).

6. Effets via la modification du microbiote intestinal

De plus en plus d’études soulignent I’importance de la flore intestinale dans I’homéostasie

énergétique. En effet, ’activité de I’ensemble des genes bactériens dans I’intestin permet par
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exemple la dégradation de nombreux composés alimentaires, la mise en place d’un systéme
immunitaire adapté, et peut influencer 1’équilibre énergétique alimentaire, jouant ainsi un role

déterminant dans 1’obésité (Turnbaugh et al., 2009).

En ingérant les PE, le microbiote intestinal peut également étre une cible. Une étude
particuliere s’est intéressé a I’exposition a un PE et a étudié ’altération du microbiote et la
perturbation du métabolisme énergétique de 1’hote. Dans ce travail, des souris ont été
exposées a des fortes doses de dioxine 2,3,7,8-tetrachlorodibenzofuran (TCDF) pendant 5
jours via l’alimentation. Les auteurs montrent une altération des especes de bactéries
présentes dans le colon, consécutives a une perturbation du métabolisme des acides biliaires
provoquée par une inhibition de la voie de signalisation de FXR. De plus, les souris exposées
présentent une forte inflammation intestinale et systémique, une altération de la lipogenese

hépatique, de la néoglucogenese et de la glycolyse (Zhang et al., 2015).

7. Effets via la modification du rythme circadien

Les facteurs de transcription et les récepteurs nucléaires sont importants pour la régulation
du rythme circadien et pour la rythmicit¢ du métabolisme énergétique. De maniere
intéressante, 1’analyse des promoteurs de génes impliqués dans le rythme circadien a révélé
des ¢léments de réponse a AhR (AhRE), aux cestrogenes (ERE) et aux xénobiotiques (XRE)
(Rhee et al., 2014), ce qui suggere que ces genes peuvent étre la cible des PE. Ainsi, les PE en

activant ces récepteurs, provoqueraient une perturbation du rythme circadien.

La dioxine TCDD est le premier PE pour lequel il a été montré qu’il pouvait entrainer une
perturbation du rythme circadien. Plus précisément, les études ont montré que des faibles
doses de TCDD ou du PCB dioxin-like 77 perturbent le rythme circadien via ’activation de
AhR affectant dans le foie la biosynthése du cholestérol, la synthése des acides gras, le
métabolisme du glucose (Arsenescu et al., 2008; Sato et al., 2014, 2008). Ainsi, il a été
montré que 1’exposition de souris a la TCDD par gavage a la dose de 1pg/kg/j pendant 5 jours
altére le rythme d’expression de Perl dans le foie (Xu et al., 2010) et de Per2 dans les ovaires
(Tischkau et al., 2011). Les auteurs montrent ¢galement dans un mode¢le de lignée cellulaire
dérivé d’un hépatome murin (Hepa-1clc7) que I’activation d’AhR méne a une répression de
I’expression de Perl, en perturbant I’activité transcriptionelle du complexe BMAL-CLOCK
(Xu et al., 2010).
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Il a également été montré que le DEHP pouvait perturber le fonctionnement de 1’horloge
moléculaire. En effet, ’analyse transcriptomique de foie de souris exposées au DEHP montre

une activation de Rev-Erba via CAR, perturbant 1’horloge cellulaire et le métabolisme

(Eveillard et al., 2009b).

Enfin, une étude bioinformatique a montré plus récemment en modélisant des interactions
(docking) que le BPA pouvait interagir avec la protéine CDC Like Kinase 2 (CLK2),
impliquée dans la régulation du rythme circadien (Montes-Grajales and Olivero-Verbel,
2013). Ce résultat est appuyé par une autre étude qui montre que le BPA modifie I’expression

des génes impliqués dans le rythme circadien chez le poisson. (Rhee et al., 2014)
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Objectifs de la these




Cette revue non exhaustive de la littérature présente un grand nombre de données de la
littérature sur I’impact des perturbateurs métaboliques sur la santé. Cependant, si de tres
nombreuses molécules ou familles de molécules ont été investiguées, peu d’études se sont
intéressées au cas particulier des mélanges. Pour autant, s'il n'est pas envisageable d'estimer
les risques pour l'ensemble des scénarios d’exposition, il est en revanche possible d'identifier
des populations et des fenétres d'exposition vulnérables, ainsi que des combinaisons de
polluants particulierement a risque. C’est la raison pour laquelle, nos travaux se sont
concentrés sur 1’impact d’une exposition couvrant la période maternelle a un mélange de

polluants dans un contexte d’obésité chez les males et les femelles.

Précisément, le mélange que nous avons utilis¢é est constitu¢é de 4 polluants,
individuellement montrés comme PE et largement présents dans 1'alimentation. Par ailleurs,
les polluants choisis incluent des polluants persistants pour lesquels la concentration
augmente avec l'dge (méme si leur production est interdite ou limitée, en raison de leur
rémanence) et des non-persistants, qui sont produits en grande quantité et envahissent notre
quotidien comme les bisphénols et les phtalates. Dans notre modéle, 1’exposition est
chronique de sorte a mimer un « scénario réaliste ». Elle concerne notamment la période
d'exposition maternelle qui est une période hautement vulnérable. En effet, les foetus et les
enfants ont un systeme de détoxication encore immature et sont donc plus vulnérables face a
une agression toxique. Ainsi, la période maternelle caractérisée par la prolifération, la
migration, la différenciation et la programmation des cellules qui, si elles sont ciblées par les

PE, entraineront des altérations durables (effet DOHaD).

Nous avons ¢galement choisi de travailler dans un premier temps dans un contexte
d’obésité. En effet, il a ét¢ montré que les populations obéses sont plus a risque de développer
des désordres métaboliques. Par ailleurs, Barouki et al suggérent qu’une alimentation
déséquilibrée augmente 1’exposition aux polluants alimentaires (Barouki et al., 2012a). Il a
aussi ét¢ montré que les hommes obéses sont plus sensible aux expositions puisqu’a IMC
équivalent, I’incidence du diabéte croit avec la concentration sérique en polluants (Lee et al.,
2006). Cette interaction a également ¢été retrouvée en expérimentation animale en montrant
que I’'impact métabolique du PCB153 (Wahlang et al., 2013), du BPA (Wei et al., 2011) et
d’un mélange de POP (Ibrahim et al., 2011; Ruzzin et al., 2010) sont accentués dans un

contexte d’obésité.

Au laboratoire, nous utilisons un modele d’obésité induite chez la souris par une

alimentation enrichie en lipides et saccharose a laquelle est ajouté un mélange de polluants
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alimentaires répandus (dioxine, PCB153, DEHP et BPA). Les doses sont ajustées de sorte a
ce que ’exposition soit de ’ordre de la Dose Journaliere Tolérable (DJT), de la dose sans
effet chez 1’animal (NOAEL) ou 10 fois supérieure a la dose NOAEL pour chaque polluant.
Ce traitement est initi¢ 5 semaines avant I’accouplement, et poursuivi pendant la gestation et
la lactation, et jusqu’a 12 semaines dans la descendance. Les altérations des fonctions
métaboliques sont appréciées sur la base des mesures de poids, dépense énergétique, prise
alimentaire, tolérance au glucose et sensibilité a I’insuline. Le patron d’expression de genes

candidats a été étudié dans le foie des descendants a 12 semaines d’age dans les deux sexes.

La premiére étude (article 1), a laquelle j’ai participé a mon arrivée au laboratoire
conclut sur deux points essentiels. Premieérement, le mélange constitué a partir des 4 polluants
chacun globalement a sa dose NOAEL est toxique pour la reproduction et/ou le
développement périnatal (diminution significative du nombre de petits par portée et de la
survie des souriceaux). Deuxiémement, le mélange constitué a partir des 4 polluants
globalement a la dose DJT n’est pas sans effet sur les paramétres métaboliques et les effets
observés sont dépendants du sexe de l’animal. Chez les femelles nous décrivons une
aggravation de I’intolérance au glucose et une perturbation de la signalisation cestrogénique
hépatique. Chez les males, nous observons une altération de la voie de synthése du cholestérol
et des acides biliaires. Cette étude apporte donc la preuve de concept sur les effets d’un

mélange a tres faible dose.

La deuxiéme étude (article 2) porte sur les femelles qui présentaient un phénotype plus
marqué dans 1’article 1. Pour comprendre 1’origine des défauts, nous avons étudié des souris
de 7 semaines en surpoids mais non obeses et présentant des taux sériques d’cestrogénes

faibles (inférieures aux taux adultes).

Enfin, dans la troisieme étude (article 3), nous avons comparé¢ les effets du mélange de
polluants dans un contexte de régime standard aux effets induits par le régime obésogeéne chez
la femelle. Le foie est un organe métabolique important dont les études précédentes ont
montré qu’il était une cible des polluants et qui joue un role majeur dans la détoxication de
I’organisme. Une étude transcriptomique a donc été réalisée dans cet organe de sorte a
identifier les principales voies métaboliques impactées en réponse au mélange de polluants

en comparaison des voies métaboliques ciblées par un régime obésogene chez les femelles.
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Materiels et méthodes




L.

Modele Animal

Toutes les procédures ont été mises en place avec I’approbation du Comité Régional

d’Ethique pour les Expériences Animales.
A. Préparation de la nourriture

Les différents polluants sont dilués dans du DMSO et solubilisés dans de I’huile de mais (6
x 10° L/g de nourriture) avant d’étre mélangés a 1’alimentation des souris. La concentration

des polluants présents dans la nourriture est décrite dans le tableau 8.

Afin que les souris soient exposées aux doses indiquées dans le tableau 8, 0,0585 g de
nourriture contenant les polluants est donné par gramme de souris et par jour (soit 1g de
nourriture pour 17 g de souris par jour). Cette nourriture est complétée par de la nourriture
non polluée. La nourriture ne contenant pas les polluants contient les mémes doses de DMSO

et d’huile de mais.

Polluants DJT (g/kg/j) Concentration dans la Dose d’exposition
nourriture (g/g de (g/kg/j de souris)
nourriture)

BPA 5.0x10° 8.50x10® 5.00x10°®

DEHP 5.0x10° 8.47x107 5.00x10°

TCDD 2.0x1012 3.40x104 2.00x102

PCB153 2.0x108 1.36x10° 8.00x10°®

Tableau 8: Concentration des différents polluants utilisés et doses d'exposition

B. Protocole animal

Des souris femelles de 4 semaines ont été commandées chez Harlan (Le Marcoulet,
France). Pour éviter le relargage de BPA par les cages en polycarbonates, les souris sont
placées dans des cages en polypropyléne. Les biberons sont également en polypropyléne.
Apres une semaine d’acclimatation, les souris sont séparées en 5 groupes. Les traitements
différent de par leur régime alimentaire (gras ou standard) et la présence de la mixture de

polluants dans la nourriture.

Le régime enrichie en gras et en sucre (REGS) (Harlan) contient 36 % de lipides au

lieu de 6 % pour le régime standard et entraine chez le male une obésité en 5 semaines et un



diabete de type 2 en 12 a 16 semaines (Gout et al., 2010). La composition est détaillée dans le

tableau 9
Nourriture Standard (Rod16) Standard + véhicule (STveh) REGS
% en poids (g) % en kcal % en poids (g) % en kcal % en poids (g) % en kcal
Lipides prov_enant dela 43 39 343
nourriture
Huile de mais ajoutée 7.0 5.1
Total lipides 4.3 11.8 10.2 31.2 39.4 63.0
. 35.6 33.2(50 %
Glucides i (Ta;tr:::::i:(rt‘;mes (maltodextrine + 48.2 maltodextrine + 23.6
amidon) 50 % fructose)
Protéines proyenant dela 16.9 67.6 14.6 18.8
nourriture
Protéines provenant de la 0.7
gélatine ’
Total protéines 16.9 20.6 15.2 20.6 18.8 13.4
kcal/g 33 3.0 5.6

Tableau 9: Composition des nourritures utilisées

Apres 5 semaines de régime, les souris sont accouplées avec des males contrdles. Les
femelles continuent de recevoir le méme régime qu’auparavant pendant la gestation et la
lactation. Au sevrage (21 jours), les souriceaux sont nourris avec le méme régime que leur
mere. Selon le protocole, les animaux agés de 7 ou 12 semaines sont euthanasiés par

dislocation cervicale, les tissus rapidement prélevés et congelés dans de 1’azote liquide (figure

20).
descendance F1
Régime * enrichie en gras ~ N
* polluants Naissance sevrage 7 semaines 12 semaines
¥ ¥ ¥
Reproduction
. 4
5 semaines
- J

Femelles FO

Figure 20: Modéle animal. Les souris sont nourries avec un régime gras ou non, mélangé ou non a des polluants.
Aprés 5 semaines de régime, les femelles sont mises aux males. Elles recoivent le méme régime alimentaire pendant la
gestation et la lactation. Au bout de 21 jours, la descendance est nourrie avec le méme régime alimentaire que la mére
jusqu’au sacrifice (7 ou 12 semaines de vie).




C. Tests métaboliques

Les souris sont mises a jeun 16 h avant le début du test de tolérance au glucose ou 6 h

avant le début du test de sensibilité a I’insuline.

Le test de tolérance au glucose permet de déterminer la capacité d’une souris a normaliser
sa glycémie aprés une injection de glucose. La normalisation de la glycémie repose sur la
capacité de I’animal a sécréter de I’insuline, a inhiber la production hépatique de glucose et a
capter le glucose sanguin par les organes périphériques (muscles squelettique et tissus
adipeux). On observe donc chez la souris standard un premier de pic hyperglycémique suite a
I’injection de glucose, suivi d’une diminution de la glycémie et un retour de la

normoglycémie au bout de 90 min.

Le test de sensibilité a I’insuline permet de déterminer la sensibilité a I’insuline des tissus.
Pour ce test, une injection d’insuline est réalisée au temps 0 et la glycémie est suivie pendant
60 min. Ce test permet d’apprécier surtout la capacité a capter le glucose du muscle et du tissu

adipeux.

La mesure de la glycémie s’effectue avec un glucometre OneTouchUItra (Lifescan, Issy-
les-Moulineaux, France) sur une goutte de sang prélevée sur la queue avant injection (temps
0) et a intervalles réguliers apres une injection intrapéritonéale de glucose (1 mg/g de souris)

ou d’insuline (0.75 mU/g de souris)

II. RT-qPCR

A. Extraction d’ARN

Les ARN totaux sont extraits a partir des tissus congelés et broyés dans 1’azote liquite.
Environ 10 a 15 mg de foie, 100 a 150 mg de tissu adipeux ou 20 a 30 mg de muscle sont
utilisés par extraction. L’extraction est réalisée selon le principe de Chomczynski et Sacchi
graice a un mélange de guanidinium thiosulfate-phénol-chloroforme (Chomczynski and
Sacchi, 1987). Le guanidium thiosulfate est un chaotrope qui, en dénaturant les protéines,
protege les ARN des RNases. Le mélange phénol-chloroforme permet la séparation des
molécules selon leur solubilité dans une émulsion a deux phases : une organique et ’autre
aqueuse. Les protéines dénaturées se retrouvent dans la phase organique du mélange et les
acides nucléiques dans la phase aqueuse. Afin de séparer I’ARN de I’ADN, le mélange

phénol-chloroforme est utilis¢ a pH acide. Ainsi, les protons présents dans 1’émulsion vont



neutraliser les charges négatives des ions HPO4>" du squelette de ’ADN qui devient donc
neutre et hydrophobe et se retrouve donc dans la phase organique avec les protéines. L’ ARN,
¢tant simple brin, reste dans la phase aqueuse grace aux liaisons hydrogenes que les bases

azotées forment avec les molécules d’eau.

En pratique, le tissu broyé est dissout dans 1 mL de Trizol (Invitrogen) contenant le
guanidinium thiosulfate et le phénol puis mélangé a 200 pL de chloroforme. Aprés
centrifugation (15 min a 12000 rpm, 4°C), 500 uL de la phase aqueuse contenant les ARNs
sont récupérées puis meélangés a 500 pL d’isopropanol avant une nouvelle centrifugation (10
min a 13000 rpm, 4°C), afin de précipiter les ARNs. Apres deux lavages a 1’éthanol 75 %, les
ARN précipités sont dissout dans 100 pL d’eau RNase free. La concentration des ARN est
déterminée par spectrométrie a 260 nm. Les contaminations protéique et phénolique sont
déterminées en faisant les rapports 260/280 et 260/230 respectivement. Ces deux rapports
doivent étre compris entre 1,8 et 2 pour que la qualit¢é de I’ARN soit considérée comme

correcte.
B. Transciption inverse (RT)

La transcription inverse permet d’obtenir des ADN complémentaires (ADNCc) a partir des
ARN. L’utilisation d’amorces oligo dT permet d’amplifier spécifiquement les ARNm, a partir
de leur queue polyA.

Les RT sont réalisées a partir de 1ug d’ARN dans un volume de 10 pL, auquel sont ajoutés
10 pL de mélange réactionnel (kit Takara, ClonTech, Saint-Germain-en-Laye, France),
compos¢ de 4 puL de tampon de réaction 5 X, 1 pL de transcriptase inverse Takara, 1 pL
d’oligo dT a 0,5 pg/uL et 4 puL d’amorces hexanucléotidiques aléatoires. La réaction se
déroule pendant 15 min a 37°C. Il s’ensuit une étape de 15 secondes a 85°C pour dénaturer
I’enzyme. Chaque tube est ensuite trait¢ avec 1 pL de RNase H (60 U, Takara) a 30°C
pendant 20 min pour dégrader les ARN ayant servi de matrice. Les échantillons sont ensuite

dilués 20 ou 60 fois (selon le niveau d’expression) pour les dosages de PCR quantitative.
C. Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR)

La gqPCR permet la quantification d’ADNc, proportionnelle au taux d’ARNm de
I’échantillon, en utilisant un intercalant fluorescent de I’ADN, le Syber Green. L’observation

de la quantit¢ de fluorescence émise a chaque cycle permet de déterminer la cinétique



d’amplification de la PCR afin de déterminer la zone d’amplification exponentielle pendant

laquelle I’augmentation du signal est proportionnelle a la quantité d’ADNCc.

Les PCR en temps réel sont réalisées a 1’aide d’un Rotorgene Q (Qiagen, France) dans un
volume final de 20 pL. Ce volume contient 5 uLL de la solution d’ADNc dilué 20 ou 60 fois et
15 pL d’un mélange réactionnel contenant 4 pL d’eau, 0,5 pL d’amorce sens, 0,5 puL
d’amorce anti-sens et 10 pL de solution ABsolute QPCR SYBR Green (Thermo Scientific,
Courtaboeuf, France). La solution ABsolute QPCR SYBR Green contient les dNTP, la Taq
polymérase, du calcium ainsi que du SYBR GREEN, un fluorophore qui émet a 510 nm
lorsqu’il s’intercale dans la double hélice d’ADN. Pour la quantification, une gamme étalon

en 6 points est réalisée :

- soit a partir du gene cloné dans un vecteur et dilué de facon a obtenir de 150 a
30000 molécules par tube pour une quantification absolue.

- soit a partir d’une dilution en cascade des échantillons qui permet 1’obtention
des valeurs relatives pour la comparaison entre échantillon au sein d’un méme

run.

Le logiciel Rotor-Gene Q Series v2.0.2 (Qiagen) permet d’établir une valeur de Ct
(threshold cycle = cycle seuil), correspondant au cycle au cours duquel la fluorescence est
supérieure au bruit de fond. La valeur de Ct de I’échantillon est ensuite transformée en

nombre de molécules ou en valeur arbitraire a I’aide de la gamme amplifiée.

Les valeurs d’expression ainsi obtenue sont ensuite divisées par les valeurs d’expression
d’un geéne de ménage. Ce dernier est un géne dont I’expression n’est pas modifiée dans nos
conditions expérimentales et donc la variation de valeur correspond aux variations des
procédures expérimentales. Pour le foie, le géne Gusb (B-Glucuronidase) a été choisi comme
gene de ménage et ’'HPRT (Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase) pour le tissu

adipeux. Chaque échantillon est dosé en duplicat.



Symbol du géne

Numérion d'accession Refseq

séquences: 5'->3'

Sens

Anti-sens

Abca1
Abcg5
Abcg8
Acaca
Acadm
Acox1
AdipoQ
Ahr
Arntl
Ccl5
Cd36
Cd68
Cptla
Cyp1a2
Cyp51
Cyp7a1
Dgat1
Dgat2
Esr1
Fabp2
Fasn
Gusb
Hmgcr
Hprt
Hsl
Igf1
111b
116
Nqo1
Nric1
Nric3
Nr1h2
Nr1h3
Nr1i2
Nr1i3
Per1
Scd1
Sepp1
Soat2
Sqle
SrebF1
SrebF2
Stat5b
Sultte1
Tnfa
Ugtia1

NM_013454
NM_031884
NM_026180
NM_022193
NM_007382

NM_015729,NM_001271898

NM_004797; NM_001177800

NM_013464.4
NM_007489
NM_031116.3
NM_001159558.1
NM_009853
NM_013495
NM_009993
NM_020010
NM_007824.2
NM_010046
NM_026384

NM_000125;NM_001122740;NM_001122741;NM_001122742

NM_007980
NM_017332
NM_010368
NM_008255
NM_000194
NM_001039507;NM_010719
NM_001111276;NM_001111274;NM_184052
NM_008361
NM_031168
NM_008706
NM_011144; NM_001113418.1
NM_001127330;NM_011146
NM_007121
NM_005693;NM_001130101;NM_001130102
NM_010936.3
NM_001243063;NM_001243062;NM_009803
NM_0011065;NM_001159367
NM_009127
NM_009155,3
NM_146064
NM_009270
NM_011480
NM_033218
NM_001113563,NM_011489
NM-023135.2
NM_013693.2
NM_201645.2

CAG-GAG-GTG-ATG-TTT-CTG-ACC-A
AGC-CTC-GCT-CTG-AGC-TCT-TC
AGC-CTC-GCT-CTG-ACA-TCT-TC
GAG-CAA-GGG-ATA-AGT-TTG-AG
CAT-TTG-GAA-AGC-TGC-TAG-TG
TGA-GGG-CGC-CAG-TCT-GAA-ATC
AGG-CCG-TGA-TGG-CAG-AGA-TG
TCA-TCT-GGT-TTC-CTG-GCA-ATG-AAT
CTG-CCT-GGA-AGG-AAG-TTA-CA
CTT-GCA-GTC-GTC-TTT-GTC-AC
AAG-ATC-CAA-AAC-TGT-CTG-TA
AGC-ATA-GTT-CTT-TCT-CCA-GC
TCT-GAG-CCA-TGG-AGG-TTG-TC
TCA-TCC-TGG-AGA-TCT-ACC-GA
AGT-GCC-TGG-ATG-GGC-TTC-TT
TAC-AGA-GTG-CTG-GCC-AAG-AG
ACC-GCG-AGT-TCT-ACA-GAG-ATT-GGT

TGG-GTC-CAG-AAG-AAG-TTC-CAG-AAG-TA

TGT-TTG-CTC-CTA-ACT-TGC-TC
ACC-TCT-CGG-ACA-GCA-ATC-AG
GTG-CAC-CCC-ATT-GAA-GGT-TCC-
CTT-CAT-GAC-GAA-CCA-GTC-AC
CCG-GCC-TGT-GTG-TCG-CTG-GT
TTG-CTG-ACC-TGC-TGG-ATT-AC
GTG-TGT-CAG-TGC-CTA-TTC-AG
ACC-AAA-ATG-ACC-GCA-CCT-GC
ACT-GTT-CCT-GAA-CTC-AAC-TG
AGT-TGC-CTT-CTT-GGG-ACT-GAT
GGC-CGA-TTC-AGA-GTG-GCA-TCC-TG
AAG-GGC-TTC-TTT-CGG-CGA-AC
TCT-CTC-CGT-AAT-GGA-AGA-CC
AGG-ACC-AGA-TCG-CCC-TCC-TG
CCG-GGA-AGA-CTT-TGC-CAA-AGC
AGG-AGG-AGT-ATG-TGC-TGA-TG
GTC-CCA-TCT-GTC-CGT-TTG-C
TGA-GCC-AGA-GGC-CAG-ATT-G
GAT-ACA-CTC-TGG-TGC-TCA-AC
ATG-ACA-GAT-GTG-GCC-GTC-TTG-TGT
GCT-CTA-TGC-CTG-CTT-CAT-CC
CTC-AGT-GAA-CAA-ACG-AGG-CG
ACG-GAG-CCA-TGG-ATT-GCA-CA
CCT-GTG-ATG-ATG-GGG-CAA-CAG
GGC-TAT-GTG-GAT-ACA-GGC-TC
TCT-TGG-CAA-GGC-CAG-ATG-AC
CCT-CAC-ACT-CAG-ATC-ATC-TTC
GCA-TCT-ATC-TCG-CTG-ATG-AG

TTG-GCT-GTT-CTC-CAT-GAA-GGT-C
TTC-AGG-ACA-GGG-GTA-ACC-AC
GTC-AAG-TCC-ACG-TAG-AAG-TC
AGG-TGC-ATC-TTG-TGA-TTA-GC
CCA-TAG-CCT-CCG-AAA-ATC-TG
TGA-AGC-TCA-GGC-AGC-TCA-CTC
CTT-CTC-CAG-GTT-CTC-CTT-TCC-TGC
ATA-AGC-TGC-CCT-TTG-GCA-TC
AAG-GTC-CAC-AGG-ATT-TGA-CT
GAC-TAG-AGC-AAG-CAA-TGA-CAG
GTC-CTG-GCT-GTG-TTT-GGA-GG
ATG-ATG-AGA-GGC-AGC-AAG-AG
CATCATGGCTTGTCTCAAGTGC
TGACCTGCCACTGGTTTATG
GGA-GGC-CTC-AGT-CTT-AGT-GT
AGT-GAA-GTC-CTC-CTT-AGC-TG
ACA-GCT-GCA-TTG-CCA-TAG-TTC-CCT
ACC-TCA-GTC-TCT-GGA-AGG-CCA-AAT
CCT-TCT-CTT-CCA-GAG-ACT-TC
CTT-TCC-CTA-CAG-TCT-AGC-AG
GGT-TTG-GAA-TGC-TGT-CCA-GGG
GCA-ATC-CTC-CAG-TAT-CTC-TC
CCA-GCG-ACT-ATG-AGC-GTG-AA
AGT-TGA-GAG-ATC-ATC-TCC-AC
GTC-AGC-TTC-TTC-AAG-GTA-TC
AAC-ACT-CAT-CCA-CAA-TGC-CTG-TC
CTT-GTT-GAT-GTG-CTG-CTG-CG
TCC-ACG-ATT-TCC-CAG-AGA-AC
TCT-GCA-TGC-GGG-CAT-CTG-GTG
GTT-CAT-GTT-GAA-GTT-CTT-CAG
GCA-TTA-TGA-GAC-ATC-CCC-AC
GGT-GGA-AGT-CGT-CCT-TGC-TGT-AGG
GGA-GCT-GGT-CCT-GCA-CGT-TG
CTT-CAG-GAA-CAG-GAA-CCT-GTG
AGG-GCT-TCT-GAC-AGT-ATC
TGT-ATG-GCT-GCT-CTG-ACT-G
AAC-GTG-GTG-AAG-TTG-ATG-TG
GCC-TCT-GAG-GGC-TCC-GCA-GT
GTC-TCC-AAA-CCG-CAG-CAT-CT
TTT-TCG-GAG-CTG-ATG-CAA-GG
AAG-GGT-GCA-GGT-GTC-ACC-TT
CCT-CAG-AAC-GCC-AGA-CTT-G
GCT-GGG-TGG-CCT-TAA-TGT-TC
TCC-CAA-AAT-GAT-GCT-GGA-AGG
TGG-CAC-CAC-TAG-TTG-GTT-GTC
CAG-AGG-CGT-TGA-CAT-AGG

Tableau 10 : Liste des amorces utilisées

D. Conception et validation d’amorces

Le choix et la spécificit¢ des amorces sont des parameétres clefs pour le dosage de

I’expression des genes. Les amorces sont congues en respectant plusieurs criteres :

L’amplicon doit faire entre 100 et 200 pb

Les amorces doivent faire une vingtaine de nucléotides



— Les amorces sens et anti-sens doivent étre situés sur deux exons différents pour
éviter toute contamination d’ADN génomique

— La séquence 3’ des amorces doit se terminer par un G ou un C, mais pas plus de 3
dans les 5 derniers nucléotides

— Les répétitions des 3 mémes nucléotides sont évitées

— Les amorces doivent avoir entre 9 et 12 G ou C

Une fois les amorces congues, des qPCR sont réalisées avec quelques échantillons
d’intéréts pour déterminer la bonne température d’hybridation et vérifier leur fonctionnalité.
Une migration des amplicons est systématiquement réalisée dans un gel d’agarose 3 % afin de

vérifier la présence d’un seul amplicon de taille attendue.

La liste des amorces utilisées est présentée dans le tableau 10

III. Analyse transcriptomique par les puces a ADN

A. Réalisation des puces a ADN

Les puces a ADN permettent de mesurer 1’ensemble du transcriptome. Pour nos
expériences, une puce a ¢été réalisée par échantillon et les comparaisons des niveaux
d’expression ont été réalisées in silico. Ces expériences ont été réalisées par la plateforme

technique génomique du laboratoire a 1’aide des puces Agilent 4x44K.

Pour cela, une RT est réalisée a partir de 100 ng d’ARN. L’ADNCc obtenu est transcrit pour
reconstituer le brin dARNm (ARNc). L’ARNCc est ensuite marqué a 1’aide du fluorochrome
Cy3. Cet ARNc marqué est ensuite hybridé sur la puce. La puce contient des sondes qui sont
des séquences spécifiques complémentaires de I'ARNc. Aprées 1'hybridation, la puce est lavée
(pour enlever les ARNc qui ne sont pas liés spécifiquement aux sondes) puis scannée. Le
signal fluorescent est détecté et analysé, en partant du principe que l'intensité du signal est

proportionnel au nombre d'’ARNc hybridés.

L’analyse qualitative et la normalisation ont été réalisées par la plateforme génomique du
laboratoire sous le logiciel R. La normalisation des données est une étape obligatoire avant le
calcul des intensités, et a pour but de permettre la comparaison entre les différentes lames.
Elle permet de s’affranchir des variations systématiques liées a la technologie méme des

puces a ADN, c’est-a-dire aux propriétés des fluorochromes, a la méthode de marquage, ainsi



qu’aux parametres du scanner. Ces variations peuvent induire un biais dans 1’estimation des

niveaux d’expression des transcrits.

Une fois normalisées, les expressions sont comparées in silico atin de déterminer les genes
dont [D’expression est significativement modifiée par les conditions expérimentales.
L’expression des genes est considérée comme significativement modifiée lorsque le fold-
change d’expression est supérieur ou égal a 1.2 (FC < 1.2) et que la p-value est inférieure ou
¢gale a 0.05. Egalement la p-value ajusté selon Benjamini-Hochberg a été considérée pour

minimiser les erreurs dues aux comparaisons multiples.
B. Interprétation biologique des données

Les études transcriptomiques génerent une grande quantité de résultats. C’est a la fois la
force et la faiblesse de cette méthode. De nombreux outils existent aujourd’hui pour donner

un sens biologique a cette masse d’information.
C. Analyse fonctionnelle des génes

L’analyse fonctionnelle permet 1’intégration de métadonnées (c’est-a-dire d’informations
complémentaires) issues de plusieurs sources aux genes. Ces métadonnées, généralement
disponibles sous la forme de base de données publiques, sont nombreuses et de qualité
hétérogeéne. L’attribution de ces métadonnées permet ensuite la construction de groupes

fonctionnels de genes.

Plusieurs approches existent pour définir ces groupes fonctionnels. Le consortium
GeneOntology (GO) propose une organisation structurée et hiérarchique des diverses
annotations qui décrit le produit d’un géne par les processus biologiques, les composés
cellulaires et les fonctions moléculaires auxquels il est associé. Une seconde approche
consiste a relier les génes en fonction des données métaboliques et des produits des

différentes ezymes grace aux données de KEGG (Kyoto Encclopedia of Genes and Genomes).

Toutes les analyses fonctionnelles reposent sur le méme principe : 1’enrichissement du
nombre de génes d’un groupe fonctionnel par rapport a un groupe de génes obtenu de manicre
aléatoire. Les analyses fonctionnelles ont été réalisées a 1’aide du programme DAVID
(Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery, https://david.nciferf.gov),

g:Profiler (https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/) ou Babelomics5 (http://babelomics.bioinfo.cipf.es/).



Sur le programme DAVID, 1’analyse a ¢été réalisée a partir des sources
GOTERM_BP FAT, GOTERM_CC FAT, GOTERM MF FAT, KEGG PATHWAY et
PANTHER PATHWAY. Les groupes fonctionnels ont été considérés significatif si leur
enrichissement était supérieur a 2 et si la p-value ajustée selon Benjamini-Hochberg était

inférieure a 0.05.
D. Analyse des promoteurs des genes

En plus des groupes fonctionnels, des sites putatifs de fixation de facteurs de transcription
connus peuvent étre recherchés dans les promoteurs des genes régulés afin d’identifier un ou
plusieurs facteurs de transcription impliqués dans la réponse aux stimuli d’intérét (exposition
aux polluants, régime alimentaire). Les séquences promotrices ont été obtenues grace a 1’outil
BioMart du projet Ensembl sur une longueur de 2000 paires de bases (pb) en amont du site
d’initiation de la transcription. Les sites putatifs de liaison des facteurs de transcriptions sont
analysés grace a I’outil Matlnspector de la suite Genomatix. Matlnspector utilise une large
banque de données de matrices définies pour les sites de fixation de facteurs de transcription
et recherche 1’occurrence de ces matrices sur les séquences promotrices a analyser. Les
parameétres de 1’analyse utilisés recherchent une identité de séquences avec le cceur du motif
de 75 % ainsi qu’une similarité¢ de séquences de la matrice entiére optimisée. Cet outil permet
I’analyse de 10000 nucléotides au maximum toutes séquences confondues, soit 50 genes

simultanément selon nos parameétres.

Sur le méme principe, 1’outil common TF de Genomatix permet la recherche de facteurs de
transcription communs a un grand nombre de geénes. En parallele, cet outil évalue la
représentativité des sites de fixation dans un jeu de données d’intérét par rapport a un jeu
aléatoire (séquences promotrices de geénes sélectionnés aléatoirement). Cette analyse
statistique permet de savoir si le facteur de transcription est considéré plus ou moins présent

dans I’ensemble des promoteurs des génes d’intérét de fagon significative.

IV. Western Blot

A. Extraction et dosage des protéines

Les protéines sont extraites a partir de 10 a 15 mg de foie, 100 a 150 mg de tissu adipeux
ou 20 a 30 mg de muscle congelé et broyé dans de I’azote liquide. Le tissu est ensuite

solubilis¢ dans un tampon de lyse (PBS, SDS 0.1%, sodium deoxycholate 0.5%, Nonidet



NP40 1%, EDTA 5 mM, Na3VO4 ImM, NaF 20 mM, dithiothreitol DTT ImM ; Simga
Aldrich, St-Quentin-Fallavier, France) en présence d’inhibiteur de protéases puis laissé a
reposer 30 min sur la glace. Aprés centrifugation (15 min a 13000 rpm, 4°C) le surnageant

contenant les protéines est récupéré puis congelé a -20°C.

Les protéines sont dosées selon la méthode de Biuret a I’aide du kit BCA Protein Assay Kit
(Thermo Scientific). Dix microlitres de protéines diluées au 1/5 sont mélangés a 200 pL de
solution contenant I’acide bicinchoninique, le sodium de tartrate et le sulfate de cuivre puis
incubé 30 min a 37°C. L’absorbance est lue a 562 nm puis la concentration en protéines est
déduite a partir d’une gamme étalon de BSA (Albumine Sérique Bovine). Les échantillons

sont dosés en triplicat et la gamme est réalisée en duplicat.
B. Western Blot

Le Western Blot permet de quantifier de maniére semi-significative les niveaux

d’expression d’une protéine d’intérét grace a I’utilisation d’un anticorps spécifique.

Les échantillons protéiques sont dénaturés a 75 °C pendant 10 min en présence de tampon
de Laemmli (Tris-HCI 50 nmol/L, glycérol 12 %, SDS 1%, B-mercatoéthanol 4% et Bleu de
BromoPhénol 0.01%, pH 6.8). Les protéines sont ensuite déposées dans un gel de migration
de maniére a les séparer en fonction de leur poids moléculaire par électrophorese. Ce gel est
composé d’un gel de concentration (contenant 4% d’acrylamide a pH 6,8) et d’un gel de
séparation (pH 8.8) dont la concentration en acrylamide dépend de la protéine d’intérét. La

migration est réalisée en ampérage constant, a 30 mA par gel.

Une fois les protéines séparées, elles sont transférées sur une membrane de PVDF
(Biorad, Marnes-la-Coquette, France) en réalisant un transfert liquide pendant 1h a 100 V en
systeme sandwich. La membrane est ensuite récupérée puis mise a incuber 2 h avec une
solution de lait 5 % pour bloquer les sites de liaisons non-spécifiques. A la fin du lavage, la
membrane est mise en contact avec un anticorps dirigé contre la protéine d’intérét dans du lait
5 % toute la nuit a 4°C. Les membranes sont ensuite lavées trois fois 15 min dans du tampon
TBS (Euromedex, France) + 0,3% de Tween 20 (Euromedex, France) avant d’étre incubées 1
h a température ambiante avec 1’anticorps secondaire dilué au 1/10000°™ dans du lait 5 %
dirigé contre la partie Fc de 1’espéce qui a produit 1’anticorps. L’anticorps secondaire est

couplé a la peroxydase de raifort.



Les anticorps secondaires sont mis en évidence par chimiluminescence a 1’aide du

révélateur Luminata Forte (Millipore, Molsheim, France). Une fois révélées, les membranes

sont lavées dans du TBS + 0,03 % de Tween 20 15 min puis déshybridées de leur anticorps

primaire et secondaire a 1’aide de la solution Stripping Buffer Western Blot (Thermo

Scientific) pour pouvoir étre a nouveau hybridées avec 1’anticorps primaire dirigé contre 1’a-

tubuline servant de protéine de référence.

Chaque anticorps possede des conditions optimales de fonctionnement qui sont présentés

dans le tableau 11.

Anticorps primaire
Parametres du ER EST pPAKT AKT Tubuline
Western Blot
Quantité de protéine 10 g 10 g 10 pg 10 pg 10 pg
déposée
Concentration du gel 10% 10% 10% 10% 10%
de séparation
Tampon de blocage Lait 5% Lait 5% BSA 4% BSA 4% lait 5% ou BSA 4%
Temps d'incubation de Toute la nuit Toute lanuit  Toute lanuit  Toute la nuit Toute la nuit ou 2h
I'anticorps primaire
Température 4°C 4°C 4°C 4°C 4°C ou température
d'incubation de ambiante
I'anticorps primaire
Animal dont est issue Lapin Lapin Lapin Lapin Souris
I'anticorps primaire
Temps de révélation 60 s 180's 5s 60 s 10s

Tableau 11 : Anticorps primaires utilisés et parametres optimauxpour leur utilisation



Reésultats
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L’exposition a un mélange de polluants faiblement dosés
entraine des effets métaboliques dans le foie de la

descendance de souris obeéses
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Article 1: Low-dose food contaminants trigger sex-specific, hepatic

metabolic changes in the progeny of obese mice
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* These authors contributed equally to the work.

115



Résumé :

Plusieurs travaux de la littérature suggerent I’implication des polluants de I’environnement
dans I’épidémie d’obésité et I’incidence du diabete. Il s’agit de polluants persistants qui se
concentrent dans la chaine alimentaire par bioaccumulation (ex : dioxines, PCB) ou bien de
polluants présents notamment dans les emballages alimentaires (ex : phtalates, BPA), a demi-
vie courte mais produits en grande quantité par 1’industrie. Cependant, I’impact cumulé de
cette myriade de polluants auxquels I’homme est exposé a faibles doses toute la vie, dont la

période feetale, n’est pas appréhendé dans I’évaluation du risque.

Nous utilisons un modele d’obésité induite chez la souris par une alimentation enrichie en
lipides et saccharose a laquelle est ajouté un mélange de polluants alimentaires répandus
(dioxine, PCB153, DEHP et BPA). Les doses sont ajustées de sorte a ce que 1’exposition soit
de I’ordre de la Dose Journaliere Tolérable (DJT), de la dose sans effet chez I’animal
(NOAEL) ou 10 fois supérieure a la dose NOAEL pour chaque polluant. Ce traitement est
initi¢ 5 semaines avant 1’accouplement, et poursuivi pendant la gestation et la lactation, et
jusqu’a 12 semaines dans la descendance. Les altérations des fonctions métaboliques sont
appréciées sur la base des mesures de poids, dépense énergétique, prise alimentaire, tolérance
au glucose et sensibilité a I'insuline. Le patron d’expression de geénes candidats a été étudi¢

dans le foie des descendants a 12 semaines d’age dans les deux sexes.

Dans une premiere expérience, les souris ont été exposées a différentes doses de polluants.
Nous observons que les polluants a la dose 10 NOAEL sont toxiques et reprotoxiques. A la
dose NOAEL I’exposition des meres aux polluants diminue la taille des portées et le nombre
de souriceaux survivant a la premiére semaine, montrant un effet reprotoxique. En revanche,
lorsque les souris sont exposées a la dose DJT, les polluants n’impactent pas la durée de la

gestation, la taille de la portée, le sex-ratio, le poids des petits et leur survie.

Par ailleurs, a 12 semaines d’age la descendance exposée a la dose DJT ne présente aucun
signe de toxicité générale. Nous n’observons pas non plus de différences dans la courbe
pondérale, la prise alimentaire ou la dépense énergétique entre les groupes de souris nourries
avec le régime gras contenant ou non la mixture de polluants. Les parameétres plasmatiques
¢tudiés incluant la glycémie, I’insulinémie, la leptinémie, les taux de triglycérides sériques ou
du cholestérol total ou estérifi¢ ne sont pas non plus modifiés entre ces 2 groupes. En
revanche, 1’é¢tude approfondie des souris exposces révele la présence de modifications

métaboliques qui varient selon le sexe. Chez les males, les polluants augmentent 1’expression
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hépatique de genes liés au métabolisme du cholestérol sans affecter la sensibilité a I’insuline
ou la tolérance au glucose. Chez les femelles, nous observons que les polluants aggravent
I’intolérance au glucose associée a 1’obésité sans modification de la réponse aux tests de
sensibilité a I’insuline, suggérant une résistance a 1’insuline d’origine hépatique. Comme les
cestrogenes sont connus pour protéger les femelles des effets délétéres de 1’obésité, nous
avons suivi I’expression du récepteur alpha des estrogenes et de plusieurs genes régulés par
les estrogenes. Nos résultats mettent en évidence une diminution de I’expression hépatique de
ces génes. En revanche, I’expression de I’Estrogene-SulfoTranférase, qui métabolise les
cestrogenes, est augmentée ce qui pourrait diminuer localement la biodisponibilité des

cestrogenes et contribuer a 1’aggravation de 1’intolérance au glucose.

Dans cette étude, nous avons démontré que de faibles doses de polluants de 1’ordre des
doses considérées sans effet pour ’homme ne sont en fait pas sans effet lorsque plusieurs
polluants sont administrés en mélange dans un contexte d’obésité. Nous mettons en évidence
sur des souris adultes, que les effets de ce mélange sont dépendant du sexe de I’animal. En
particulier, nos résultats suggerent I’hypothése d’un lien entre I’intolérance au glucose et
I’altération de la signalisation cestrogénique observée chez les femelles dans un contexte
d’obésité. L’exposition aux contaminants alimentaires pourrait ainsi se traduire par une baisse

de la protection exercée par les cestrogenes sur les maladies métaboliques.
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ABSTRACT Environmental contaminants are sus-
pected to be involved in the epidemic incidence of
metabolic disorders, food ingestion being a primarily
route of exposure. We hypothesized that life-long con-
sumption of a high-fat diet that contains low doses of
pollutants will aggravate metabolic disorders induced
by obesity itself. Mice were challenged from precon-
ception throughout life with a high-fat diet containing
pollutants commonly present in food (2,3,7,8-tetrachlo-
rodibenzo-p-dioxin, polychlorinated biphenyl 153, di-
ethylhexyl phthalate, and bisphenol A), added at low
doses in the tolerable daily intake range. We measured
several blood parameters, glucose and insulin toler-
ance, hepatic lipid accumulation, and gene expression
in adult mice. Pollutant-exposed mice exhibited signif-
icant sex-dependent metabolic disorders in the absence
of toxicity and weight gain. In males, pollutants in-
creased the expression of hepatic genes (from 36 to

Abbreviations: ABC, ATP-binding cassette; ACACA, acetyl-
CoA carboxylase 1; AHR, aryl hydrocarbon receptor; AUC,
area under the curve; BPA, bisphenol A; CAR, constitutive
androstane receptor; CE, cholesteryl ester; CYP, cytochrome
P450; CYP7A1, cholesterol 7a-hydroxylase; DEHP, di-[2-eth-
ylhexyl] phthalate; DGAT, diacylglycerol O-acyltransferase;
DMSO, dimethyl sulfoxide; ER, estrogen receptor; EST, es-
trogen sulfotransferase; FA, fatty acid; FASN, fatty acid syn-
thase; FC, free cholesterol; GTT, glucose tolerance test;
HEFSD, high-fat, high-sucrose diet; HMGCR, 3-hydroxy-3-
methyl-glutaryl-CoA reductase; HRP, horseradish peroxidase;
IGF1, insulin-like growth factor 1; IST, insulin sensitivity test;
LXR, liver X receptor; NOAEL, no-observed-adverse-effect
level; NQOI1, NAD(P)H-dehydrogenase quinone 1; PCB,
polychlorinated biphenyl; POP, persistent organic pollutant;
PPARa, peroxisome proliferator-activated receptor o; PXR,
pregnane X receptor; SEPP1, selenoprotein P; SREBF1, sterol
regulatory element binding protein 1c; SREBF2, sterol regu-
latory element binding protein 2; SULT1EI, sulfotransferase
family 1E, estrogen-preferring, member 1; TCDD, 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxin; TDI, tolerable daily intake; TG,
triglyceride; UGT1A1, UDP-glucuronyltransferase lal
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88%) encoding proteins related to cholesterol biosynthe-
sis and decreased (40%) hepatic total cholesterol levels.
In females, there was a marked deterioration of glucose
tolerance, which may be related to the 2-fold induction of
estrogen sulfotransferase and reduced expression of es-
trogen receptor o (25%) and estrogen target genes
(>34%). Because of the very low doses of pollutants used
in the mixture, these findings may have strong implica-
tions in terms of understanding the potential role of
environmental contaminants in food in the development
of metabolic diseases.—Naville, D., Pinteur, C., Vega, N.,
Menade, Y., Vigier, M., Le Bourdais, A., Labaronne, E.,
Debard, C., Luquain-Costaz, C., Bégeot, M., Vidal, H., Le
Magueresse-Battistoni, B. Low-dose food contaminants
trigger sex-specific, hepatic metabolic changes in the
progeny of obese mice. FASEB J. 27, 3860-3870 (2013).
www.fasebj.org

Key Words: BPA - DEHP - persistent organic pollutant - estro-
gen sulfotransferase + cholesterol biosynthesis

OBESITY IS A SIGNIFICANT health problem because of
its association with increased risks for metabolic disor-
ders including type 2 diabetes, and the current preva-
lence of these chronic diseases has reached epidemic
proportions worldwide (1). Apart from genetic altera-
tions and behavior linked to excessive food intake and
low physical activity, which do not explain the magni-
tude of the disease or its kinetics, environmental pol-
lutants have emerged as new “actors” for their sus-
pected endocrine and metabolic disruption activity (2).
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This assumption was based on epidemiological studies,
which associated the prevalence of type 2 diabetes with
elevated body burdens of chemicals (3-6), and exper-
imental studies in rodents, which established a causal
relationship between exposure to chemicals and obesi-
ty-related metabolic dysfunction such as insulin resis-
tance (7, 8). Based on their resistance to biodegrada-
tion, pollutants are classified as persistent organic
pollutants (POPs) or shortlived pollutants. POPs are
chemicals created by industrial activities either inten-
tionally [polychlorinated biphenyls (PCBs)] or as by-
products (dioxins). They are lipophilic and accumulate
higher up the food chain through processes of bioac-
cumulation, being present in virtually all categories of
foods and especially in fatty foods (9). Bisphenol A
(BPA) and phthalates are shortlived chemicals, but
because of their massive production in the manufac-
ture of plastic goods, as well as epoxy resins for BPA,
they are omnipresent and can leach from food and
beverage containers and packaging to cause contami-
nation (10, 11). Consequently, exposure in the general
population is characterized by lifetime exposure to a
complex mixture of various chemical agents, the
resulting effects of which could not be predicted
from the effects of individual pollutant (12). In
addition, pollutants can transfer from mother to
fetus through the placenta during pregnancy and
through breast feeding (13).

However, human health risk assessments have fo-
cused primarily on single chemicals by setting up
tolerable daily intake (TDI) reference doses defined by
international agencies, such as the U.S. Environmental
Protection Agency (EPA) or the European Food Safety
Agency (EFSA), which are based on no-observed-ad-
verse-effect levels (NOAELs) or lowest-observed-ad-
verse-effect levels in animal studies (14). Furthermore,
the mean exposures for the general population were
found to be below the current levels determined to be
safe for chemicals, as demonstrated for BPA and phtha-
lates (10), but adverse effects of BPA were shown for
doses lower than the TDI reference dose (15, 16).
Finally, interactions between obesity and POPs on the
prevalence of type 2 diabetes in the U.S. general
population were seen (17), and experimental studies
showed that intake of a high-fat diet could be a trigger
initiating adverse metabolic effects, as shown with BPA
in rats (18) and PCB 153 in mice (19).

These data prompted us to explore the hypothesis
that during their life course, obese populations ex-

posed to a mixture of low doses of food contaminants
are particularly at risk of developing metabolic disor-
ders, especially from exposure to contaminants defined
to be of great concern for human health (2, 6). The
choice of the mixture for this study was based on the
persistence of pollutants, their recognized endocrine-
disrupting properties, the large extent of their occur-
rence in food, the broad range of activated signaling path-

ways (2, 13, 16), and their link with metabolic diseases in

epidemiological and experimental studies (3, 6). Accord-
ingly, in the present study, we determined the effect on

metabolism of a mixture composed of representative persis-
tent [2,3,7 8-tetrachlorodibenzo-pdioxin (TCDD) and PCB
153] and shortlived pollutants (di-[2-ethylhexyl]
phthalate [DEHP] and BPA) added at low doses (in the
TDI range) to a high-fat diet provided lifelong to mice
of both sexes.

MATERIALS AND METHODS

Diets and animals

All procedures were performed with the approval of the
Regional Committee of Ethics for Animal Experiments.

C5H7BL/6] mice were fed a high-fat, high-sucrose diet
(HFSD; Harlan, Le Marcoulet, France; Supplemental Table
S1) containing 36.1% fat (20). This diet was supplemented
with a mixture of TCDD (LGC-Promochem, Molsheim,
France), PCB 153, BPA, and DEHP (Sigma-Aldrich, Lyon,
France) dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO). Each pol-
lutant was used at a dose grossly corresponding to the TDI
reference dose of either the pollutant itself (BPA, ref. 16; and
DEHP, ref. 21) or representative congeners of dioxins and
dioxin-like PCBs with TCDD (22) and nondioxin-like PCBs
with PCB 153 (23). The mixture was referred to as TDIA
(Table 1). In preliminary studies, we also exposed animals
to higher doses, as reported in Table 1. An equal volume of
DMSO, either containing or not containing the mixture of
pollutants, was added to the HFSD in corn oil (30
ml/1000 g of diet). Therefore, all animals fed the HFSD
received the same amount of DMSO and corn oil. To
ensure that animals ingested the correct amount of
polluted food, we distributed 1 g of  contaminated
food/17 g of body weight/d, and extra pollutant-free
HFSD was provided to animals ad libitum.

The protocol was as follows. Female C57BL/6] mice, 4 wk
old, were purchased from Harlan and housed in separated
polypropylene cages (to avoid BPA leaching from polycarbon-
ate cages) at 21°C with a normal light-dark cycle and free
access to water (polypropylene bottles) and standard chow.
After a 1-wk acclimatization, mice were randomized and
divided into 5 groups, a group fed the HFSD without pollut-

TABLE 1. Reference dose of the pollutants used in the mixture and doses added to the HFHS

Dosage group TCDD PCB153 BPA DEHP
TDI 1-4 pg/kg 20 ng/kg 50 pg/kg 50 pg/kg
TDIA 2 pg/kg 80 ng/kg 5 ng/kg 50 wg/kg
M1 2ng/kg 40 pg/kg 5 mg/kg 25 mg/kg
M10 20 ng/kg 400 pg/kg 50 mg/kg 250 mg/kg

In addition to the TDIA mixture dosage group, 2 dosages higher than the TDIA were tested,
referred to as mixture 1 (M1) and 10 times M1 (M10) in preliminary studies.

POLLUTANT MIXTURE AND METABOLIC DISORDERS
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ant [FO-obese (FO-Ob)] and groups fed the HFSD containing
the mixture of pollutants at TDIA (FO-ObTDIA) and higher
doses than TDIA as specified in Table 1. The fifth group of
mice was fed standard chow. These diets were maintained 5
wk before mating with 8-wk-old standard chow-fed males and
then during gestation and lactation. After weaning, F1 de-
scendants were fed the same diet as their dams until 12 wk of
age (Supplemental Fig. S1). Body weight and food intake
were recorded weekly, and total energy expenditure was
measured in 10-wk-old F1 mice by indirect calorimetry (24).

Metabolic tests

Glucose tolerance tests (GTTs) and insulin sensitivity tests
(ISTs) were performed in F1 mice at 11 wk of age exactly as
described previously (25). GTTs were also performed in FO
dams after 5 wk of the HFSD with or without pollutants (i.e.,
before mating) and 12 wk of the HFSD with or without
pollutants (Z.e., 1 wk postweaning).

Blood and tissue collection

After 6 h of food withdrawal, 12-wk-old mice were euthanized.
Blood was collected, and liver was removed and snap-frozen
in liquid nitrogen. A small piece of liver was fixed in 4%
formaldehyde and frozen in liquid nitrogen. Sections were
stained with Oil Red O for lipid visualization, and nuclei were
colored by using hematoxylin staining. We measured blood
glucose concentrations (OneTouchUltra glucometer; Lifes-
can, Issy-Les-Moulineaux, France) and plasma levels of insulin
(Alpco; Eurobio, Courtaboeuf, France), leptin (RayBio; Clini-
Sciences, Nanterre, France), triglycerides (TGs; BioMérieux,
Marcy-l'Etoile, France), total cholesterol and cholesteryl es-
ters (CEs; Abcam, Paris, France), testosterone, and 1783-
estradiol (Interchim, Montlucon, France).

TG, free cholesterol (FC), and CE levels were measured in
liver samples after lipid extraction by the method of Bligh and
Dyer (26). For FC and CEs, lipids were separated by TLC
(silica gel) using the solvent system hexane-diethylether-
acetic acid (80:20:1, v/v). FC was extracted with hexane-
diethylether (1:1, v/v). The samples were dried and deriva-
tized with N,O-bis-(trimethylsilyl) trifluoroacetamide. The
resulting sterol derivatives were resuspended in hexane and
were analyzed by gas chromatography/tandem mass spec-
trometry using an Econo-Cap EC-5 capillary column with
helium as the carrier gas and quantified using stigmasterol as
the internal standard. CEs were transmethylated by heating at
100°C for 90 min in methanol containing 5% H,SO,. The
resulting fatty acid (FA) methyl esters were analyzed by gas
chromatography, and the percentage and mass of each FA
were calculated using the internal standard (pentadecanoic
acid methyl ester) as described previously (27).

Quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted from the frozen liver tissue samples.
RNA was analyzed by real-time PCR exactly as described
previously (28) in the presence of specific primer pairs
(Supplemental Table S2) with data normalized relative to
B-glucuronidase mRNA expression levels.

Western blotting analysis

Proteins (10 pg) prepared from mouse liver were separated
by SDS-10% polyacrylamide gel electrophoresis and trans-
ferred to a polyvinylidene difluoride membrane. Immuno-
blotting was performed using rabbit polyclonal antibodies
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directed against estrogen receptor (ER) a (sc-542; Santa Cruz
Biotechnology, CliniSciences, Nanterre, France), estrogen
sulfotransferase (EST; sc-292049; Santa Cruz Biotechnology),
or mouse monoclonal antibodies directed against a-tubulin
(sc-56286; Santa Cruz Biotechnology). After incubation with
either anti-rabbit or anti-mouse IgG horseradish peroxidase
(HRP) conjugate (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France),
blots were revealed using Luminata Classico Western HRP
substrate (Millipore, Molsheim, France), detected using the
ChemiDoc XRS+ imaging system (Bio-Rad), and analyzed
with Image Lab software (Bio-Rad). EST and ERa data were
normalized relative to a-tubulin.

Statistics

All statistical analyses were performed using 1-way ANOVA,
followed by post hoc testing with Fisher’s protected least
significant difference test. Results are expressed as means *
SE, and differences were considered significant at values of
P < 0.05 using the Ob group as reference.

RESULTS

Determination of the pollutant dosage resulting in no
or little toxicity in offspring

FO females fed the HFSD were heavier than standard
chow-fed females, and their pups were also heavier than
pups from standard chow-fed dams (Table 2). Consis-
tent with pollutant contamination, the activating drug-
metabolizing enzymes cytochrome P450 (CYP) 1Al and
CYP4A14 showed enhanced hepatic gene expression in
dams exposed to the 2 highest doses of the mixtures
tested (referred to as M1 and M10 in Table 2). The
TDIA mixture dosage did not affect the body weight of
FO females at mating (Table 2). It also did not affect
glucose tolerance of FO females according to GTTs
performed either before mating (5 wk of diet) or at 1
wk postweaning (12 wk of diet; data not shown).
Glycemia measured in FO females exposed to pollutants
(either dosage) was in the normal range, and the sex
ratio was normal among litters. However, depending on
the mixture dosage, litter size, pup survival, and weight
at 10 d were found to be altered (Table 2). We
therefore studied the metabolic phenotype of the F1
progeny exposed to the TDIA mixture dosage because
of no apparent toxicity that could result in nonspecific
metabolic effects.

Pollutant-induced metabolic alterations in adult
offspring are sex dependent

With the HFSD, the onset of obesity was gradual (Fig. 1),
and 12-wk-old mice were obese with high levels of blood
glucose and enhanced levels of plasma insulin, leptin, and
cholesterol but no change in plasma TGs (Table 3).
Metabolic profiles were completed with GTTs and ISTs
consistently showing that obese mice were less glucose
tolerant than lean mice and that obese males (but not
females) were less sensitive to insulin than lean males
(Fig. 1). Pollutants did not affect the plasma parame-
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TABLE 2. Reproductive parameters and characterization of FO females and FI1 offspring before weaning

Parameter Standard Ob ObTDIA ObM1 ObM10
FO females (n) 13 32 32 41 9
FO female weight (g)“ 19.2 = 0.3* 21.3 0.4 21.9 £ 04 23.6 = 0.5%* 20.2 1.0
Liver gene expression”
Cyplal 1.44 = 0.29 0.71 = 0.06 0.64 = 0.19 22,9 + 8.2% 1029 + 83*
Cypdal4 44.2 = 10.2* 129.3 £ 12.0 129.0 = 25.6 236.6 + 34.4* 467.5 * 64.7*
Pups/mouse [ (range)] 6.5 * 0.5 (4-9) 7302 (4-9) 8.0=*0.2 (5-10) 59 * 0.3 (4-9)* 6.1 0.3 (5-7)*
Sex ratio 0.48 = 0.06 0.52 £ 0.04 0.563 £ 0.04 0.53 £ 0.04 0.50, n = 2
F1 survivors/mouse (%) 95+ 3 86 £5 75 = 5* 65 + 9% 22 £ 13%
Glycemia in FO females 6.8 = 0.2 7704 82* 0.5 8.3 0.6 7.4+ 0.5
(mM)*
F1 offspring weight (g)*
Females 45+ 0.2% 49+ 0.1 48 0.1 54+ 0.1% ND
Males 4.4+ 0.2% 49+ 0.1 49+ 0.1 51 0.1 ND

Results are means * sk. Ob, obese; ND, not determined.“Weight at mating.’Liver gene expression at mating (specific gene/Gusb mRNA
ratio).‘Glycemia measured 1 wk after F1 weaning, 6 h food withdrawal.’F1 weight at d 10 after birth, n = 12. *P < 0.05 vs. Ob.

ters studied (Table 3), body weight (Fig. 1), and daily
food intake or energy expenditure (data not shown).
Examination of liver slices indicated no gross modifica-
tions in Oil Red O staining between samples recovered
from mice fed the HFSD and the HFSD plus pollutants
within each sex (Supplemental Fig. S2). In pollutant
exposed females but not males, there was a marked
deterioration of glucose tolerance, with a significant in-
crease (256%, P=0.002) in the area under the curve
(AUC) during GTTs without an indication of extrahe-
patic insulin resistance assessed by ISTs (Fig. 1). These
data indicated that lifelong consumption of a TDIA dose
of pollutants added to the HFSD further aggravated
glucose metabolic disorders of obese 12-wk-old female but
not male mice. Because liver is the major site of detoxifi-
cation, we focused hereafter on this organ. Furthermore,
drug disposition is known to be altered in fatty liver (29)
and dependent on sex (30).

Hepatic expression of transcription factors/nuclear
receptors in response to pollutants in an obesity
context is sex dependent

Because transcription factors/nuclear receptors are
known to control hepatic lipid metabolism and drug
disposition (31), we measured the expression of xenosen-
sors [aryl hydrocarbon receptor (AHR), constitutive an-
drostane receptor (CAR; Nrli3), and pregnane X recep-
tor (PXR; Nrli2)], lipid sensors Nrih3 and Nrlh2
encoding liver X receptors (LXRs) o and 3, respectively,
and Nrlcl encoding peroxisome proliferator-activated
receptor o (PPARa). We showed sex-dimorphic expres-
sion of these genes with globally higher levels in chow-fed
females than in males. LXRs, CAR, PPAR«, and PXR (in
males only) showed significant (P<0.05) enhanced gene
expression levels in the HFSD-fed mice (Fig. 2A4). In males
but not in females, AHR, PPARa, and LXRa mRNA
expression levels were significantly up-regulated in the
presence of pollutants by 160% (P=0.007), 60%
(P=0.005), and 36% (P=0.036), respectively (Fig. 24),
whereas the LXR mRNA level was down-regulated in
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females by 32% (P=0.02). These data suggested that
pollutants interacted with the expression of hepatic
genes controlling lipogenesis, cholesterol homeosta-
sis, and AHR signaling in males but not in females.

Cholesterol metabolism-related genes are altered in
males but not in females exposed to pollutants

Because pollutants affected PPARa and LXRa mRNA
levels in male liver, we measured expression of target
genes, including sterol regulatory element binding
protein lc (SrebFI), a master regulator of de novo
lipogenesis, and several genes involved in lipid metab-
olism including de novo FA synthesis, such as FA syn-
thase (Fasn), acetyl-CoA carboxylase 1 (Acaca), and
diacylglycerol OG-acyltransferases (Dgatl and Dgat2); in
fat uptake and transport (Cd36); and in cholesterol
metabolism [sterol response element binding protein 2
(Srebl2), 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase (FHmger),
cholesterol 7a-hydroxylase (Cyp7al), and ATP-binding
cassette (ABC) transporters (Abcal, Abcg5, and Abcgs;
refs. 31, 32)]. As for nuclear receptors, most genes
displayed sex-dimorphic expression with globally
higher expression in females than in males in chow-fed
conditions, and most genes had their expression levels
altered with diet depending on sex (Fig. 2B, C). In
pollutant-exposed males, no modification was observed
in the expression levels of SrebFI, Fasn, Dgatl, and
Dgat2. However, Cd36, a target of LXRa, PPAR«, and
AHR (33), had its expression levels enhanced by 86%
(P=0.047); Acaca expression levels were also enhanced
(+46%, P=0.01; Fig. 2B). Notably, several genes re-
lated to cholesterol metabolism had their expression
levels significantly increased on pollutant exposure
(Fig. 2C). These included SrebF2 (+64%, P=0.006), its
downstream target gene Hmger (+65%, P=0.007) en-
coding the rate-limiting enzyme for cholesterol synthe-
sis, and Cyp7Zal (+88%, P=0.03), Abcal (+48%, P=0.03),
and Abcg8 (+49%, P=0.04), which are known LXRa
target genes (34). These modifications, indicative of
altered cholesterol biosynthesis and efflux, were not
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mice. Results are expressed as means * sg; n = 5. *P < (.05 vs. male F1-Ob; *#P < 0.05 vs. female F1-Ob.

observed in pollutant-exposed females. In contrast,
these exhibited reduced levels of SrebF1 (28%, P=0.02)
and Dgat2 (44%, P=0.003), 2 genes related to FA
metabolism, and a trend of 33% was observed for Cd36
(although it did not reach significance with P=0.07;
Fig. 2B). Finally, expression of genes involved in glu-
cose metabolism (glucose 6-phosphatase and phos-
phoenolpyruvate carboxykinase) or encoding inflamma-
tory markers (tumor necrosis factor-« and interleukin-6)
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remained unaltered by the mixture of pollutants in either
sex (data not shown).

Sex-related differences in hepatic lipid content of
pollutant-exposed animals

To evaluate the consequences of modified expression

of genes related to cholesterol metabolism, we quanti-
fied the hepatic concentrations of FC and CEs. We
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TABLE 3. Biochemical characterization of Il mice

Standard F1-Ob F1-ObTDIA

Parameter Value n Value n Value n
Females

Glycemia (mM) 8.4 £ 0.4%* 13 10.4 £ 0.5 22 10.0 £ 0.5 16

Insulinemia (ng/ml) 0.4+ 0.1% 13 1.3 £0.5 11 0.6 0.1 11

HOMA-IR 3.6 = 0.8% 15.3 £ 6.0 7.5 *+1.2

Leptin (ng/ml) 0.9 £0.3* 5 4.0 £ 0.7 8 4.6 = 0.8 8

TGs (mM) 1.3+ 0.1 6 1.1 = 0.1 6 1.2 0.1 6

Total cholesterol (mg/ml) 1.0 = 0.1* 11 1.4+ 0.1 11 1.5£02 10

CE (mg/ml) 0.7 £ 0.1%* 11 1.0 = 0.1 11 1.1 = 0.1 10

Estradiol (pg/ml) 24.1 = 10.1 4 309 £ 7.2 7 23.7 £ 3.5 4
Males

Glycemia (mM) 9.6 = 0.6* 8 11.5 £ 04 18 125 =04 16

Insulinemia (ng/ml) 0.6 = 0.1* 8 1.2+£02 14 1.2 +0.2 10

HOMA-IR 5.8 £ 0.9* 154 = 2.1 18.0 = 3.0

Leptin (ng/ml) 0.9 £ 0.2% 5 4.0 =09 9 5.8 £0.8 8

TGs (mM) 1.4 +0.1 6 1.4 +0.1 6 1.3+ 0.1 6

Total cholesterol (mg/ml) 1.1 = 0.1* 6 2.0 £0.2 11 1.9 +0.2 11

CE (mg/ml) 0.8 £0.1* 6 1.5 +0.2 11 1.4+ 0.1 11

Testosterone (ng/ml) ND 6.8 + 4.2 5 6.7 = 2.6 6

Results are means = sk. Ob, obese; HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance; ND, not determined. *P < 0.05 vs. F1-Ob.

observed a decrease in the hepatic FC level and a trend
for CEs, resulting in a significant decrease in total
cholesterol levels by 40% (P=0.02) in F1-ObTDIA male
mice (Fig. 34). In females, total cholesterol levels were
not affected despite a significant reduction in hepatic CE
levels (Fig. 3B). Hepatic TG accumulation (greater in the
HFSD-fed than in standard chow-fed mice) was not af-
fected by pollutants in either sex (Fig. 3C), and there were
no marked changes in liver weight (not shown). These
data are consistent with the absence of changes in Oil Red
O staining between pollutantexposed and nonexposed
animals (Supplemental Fig. S2).

Estrogen signaling and metabolism are altered in
pollutant-exposed females but not in males

Because estrogens regulate hepatic insulin sensitivity
positively (35) with ERa having a central role in energy
homeostasis (36), we hypothesized that the marked
alteration of glucose tolerance in pollutant-exposed
females may be related to alterations in the estrogen
signaling pathway. We therefore surveyed the expres-
sion of ERa at both mRNA (Esrl) and protein levels
and found a significant down-regulation of 25%
(P=0.007) and 20% (P=0.01), respectively (Fig. 44, C).
Effects on Esrl gene expression were liver specific and
were not observed in adipose tissues (not shown). In
addition, the expression levels of 2 estrogen-regulated
genes, selenoprotein P (Seppl; ref. 37) and insulin-like
growth factor 1 (Igf; ref. 38), were decreased by 51%
(P=0.02) and 34% (P=0.03), respectively (Fig. 44). We
also measured the expression levels of drug-metaboliz-
ing enzymes involved in estrogen metabolism (39).
These included NAD (P)H-dehydrogenase quinone 1
(Ngol), UDP-glucuronyltransferase lal (Ugtlal), and
the EST encoded by sulfotransferase family 1E, estro-
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gen-preferring, member 1 (Sultlel), which is the pri-
mary enzyme responsible for the inactivation of estro-
gens (40). In contrast with Ngol and Ugtlal, whose
expression levels were down-regulated by 45%
(P=0.01) and 33% (P=0.03), respectively, both Sultlel
mRNA expression and protein levels were significantly
up-regulated 150%, P=0.02 and 120%, P=0.02, respec-
tively; Fig. 4B, (), indicating that EST may contribute to
reducing hepatic insulin responsiveness in females.

Finally, these genes, whose expression levels were
significantly higher in female than in male mice fed
standard chow, were not altered in pollutant-exposed
males except for Esrl encoding ERa, whose expression
was up-regulated by 57% (P=0.01; Fig. 4A, B).

DISCUSSION

In the present study, we developed a model allowing
exploration of the effects of a mixture of low doses of
food pollutants on metabolic disorders in the progeny
of obese adult mice, under conditions of life-long
contamination encompassing maternal exposure (ges-
tation and lactation). Within this model, exposed fe-
males but not males exhibited aggravated glucose in-
tolerance. We also found hepatic gene alterations
targeting cholesterol biosynthesis in males and estro-
gen metabolism in females. These events were observed
in the absence of weight gain and apparent toxicity.
Because the human population is widely exposed to
low levels of chemicals, it is necessary to examine the
effects of pollutants not only as unique compounds but
also in a mixture of persistent and shortlived chemicals
activating a broad range of signaling pathways in an
attempt to mimic real-world exposure. However, not all
combinations could be assessed. Thus, we have chosen
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Figure 2. Effects of the mixture of pollutants at the TDIA dose on male and female hepatic expression of transcription factors
and nuclear receptors [AHR (Ahr), CAR (Nrl1i3), PXR (Nrli2), PPARa (Nrlcl), LXRa (Nrlh3), and LXRB (Nrlh2); A], genes
encoding proteins related to lipogenesis [sterol regulatory element 1c (SrebFI), fatty acid synthase (Fasn), acetyl-CoA carboxylase
1 (Acaca), and diacylglycerol O-acyltransferase (Dgatl and Dgat2)] and fat uptake and transport (Cd36) (B), and cholesterol
metabolism [sterol regulatory element 2 (SrebF2), 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA reductase (Hmger), and cholesterol 7a-
hydroxylase (Cyp7al)] and transport (ABC transporters Abcal, Abcg5, and Abcg8) (C). Results are means = sg; n = 5-8. *P <

0.05 vs. male F1-Ob; **P < (.05 vs. female F1-Ob.

a mixture of persistent and nonpersistent food pollut-
ants already described as endocrine disruptors and
known to activate different signaling pathways with
established links with metabolic diseases in epidemio-
logical and experimental studies (2, 3, 6, 13, 16). We
therefore dissected the metabolic phenotypes of ani-
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mals exposed to a very low dose of pollutants (TDIA),
which grossly corresponded to the TDI supposedly
“safe dose” for humans. Accordingly, our data consti-
tute a proof-of-concept model addressing the hypothe-
sis of possible cumulative metabolic adverse effects of a
pollutant mixture as suggested with reprotoxicity stud-
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ies (41, 42). This is especially important considering
the doses used in the present study, which are =3
orders of magnitude lower than doses commonly used
in toxicological studies with the exception of BPA (2,
19, 43—-45) and relatively close to the doses that human
beings may be exposed to (16, 21, 23, 46).

This study focused on the liver because it is the major
site of detoxification, and it is known that drug dispo-

sition is altered in fatty liver (29). Because metabolic
disruption could result from inappropriate activation
of transcription factors and nuclear receptors (2, 5), we
reasoned that they may be primary targets under con-
ditions of exposure to the HFSD, pollutants orchestrat-
ing phenotypic changes through alterations in the
expression of downstream genes. Notably, we found a
sex-dimorphic metabolic response to the pollutant mix-
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ture in an obesity context. Furthermore, most genes
shown to be altered by the mixture of pollutants were
expressed in a sex-dimorphic manner with higher levels
in females than in males under standard chow condi-
tions (this last point extends previous data; ref. 47).
This finding highlights the necessity for conducting
toxicological experiments on the 2 sexes.

In males, although pollutants did not alter glucose
and insulin metabolic tests or plasma cholesterol levels,
several genes were stimulated in liver including LXRa
and PPARa and their target genes, HMGCoAR encod-
ing the rate-limiting enzyme in cholesterol synthesis
and SREBP2 (31, 32), together with enhanced expres-
sion of genes encoding CYP7A1 and ABC transporters
(Abcal and Abcg8). There was also a decrease in hepatic
total cholesterol. It is noteworthy that all genes altered
converged to cholesterol synthesis and efflux directed
toward the bile salt pathway. Therefore, further studies
will be needed to distinguish between adverse and
adaptive effects in liver, particularly focusing on older
animals because deleterious effects may appear later in
life. Finally, the meaning of the induced expression of
ERa will have to be explored in that scheme.

Contrasting with males, females became more glu-
cose intolerant in the presence of pollutants at the
TDIA dose than the unexposed females with no
changes in the expression of genes involved in hepatic
glucose production or inflammation. It is known that
estrogens protect females from obesity and diabetes,
probably acting through ERa in the liver because it is
the dominant ER in this organ (48). We therefore
postulated that the metabolic alteration could result
from the observed down-regulation of Esrl expression,
which would provoke a reduction in estrogen signaling.
Indeed, disruption of the estrogen signaling pathway
results in metabolic dysregulation and hepatic insulin
resistance (36, 49-51). One well-described mechanism
is conjugation of a sulfonate group to estrogens by EST,
thereby inactivating them and preventing their binding
to the ER (40, 52). Notably, induction of hepatic Sultlel
is a common feature of type 2 diabetes (35, 40), and
loss of Sultlel in female but not male mice has recently
been shown to improve metabolic function in diabetic
mice (40). Because plasma levels of estrogens were not
altered, these data prompted us to investigate EST
expression. The observation of its enhanced mRNA
and protein levels in the liver of female mice was thus
consistent with decreased estrogenic signaling. We can
therefore suggest that pollutantrelated induction of
EST may reduce estrogen bioavailability, specifically in
the liver, hence down-regulating ERa and the expres-
sion of target genes, including IgfI and Seppl.

The sex-dependent action of the mixture of pollut-
ants in the liver is probably related to the endocrine-
disrupting activity of the pollutants, with dioxins having
proestrogen or antiestrogen activity, depending on the
hormonal context, phthalates generally being de-
scribed as antiandrogens and BPA and PCBs bearing
estrogen-mimetic activities (2-5, 53). This emphasized
the advantage of using a combination of pollutants
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rather than pollutants individually to unravel the result-
ing endocrine/metabolic-disrupting activity of the mix-
ture in the biological model investigated. In our exper-
imental model, no alteration in body weight of the
adult progeny was observed, thus indicating that the
mixture was not obesogenic under our experimental
conditions. The term obesogen was coined by Griin
and Blumberg (54) to design chemicals that generate
obesity. Notably, each pollutant of the mixture has
been described as potentially adipogenic (2, 55). For
example, increased body weight is observed in rats with
low concentrations of dioxins, whereas high doses
resulted in decreased body weight (43). Moreover,
Taxvig et al. (55) demonstrated differential effects of
food contaminants on adipogenesis using the in vitro
model of 3T3-L1 with BPA, PCB 153, and the DEHP
major metabolite, mono-(2-ethylhexyl) phthalate, in-
creasing adipogenesis. Because it was shown that intake
of a high-fat diet could be a trigger initiating the
adverse metabolic effects of BPA (18) or PCB 153 (19),
it will be relevant in future studies to determine
whether similar alterations could be generated with
standard chow-fed animals or if obese populations are
particularly sensitive to pollutants. It will also be inter-
esting to explore the adipose tissue even though we did
not observe any weight changes in fat pads, at least in
males (unpublished results), because it is a storage
tissue for pollutants.

The protocol we chose did not allow us to discrimi-
nate among the different windows of exposure to which
animals were the most susceptible, because animals
have experienced life-long exposure. This is an ex-
tremely complex issue because it is highly endpoint and
pollutant dependent as reported previously (2—4, 56).
In addition, it is known from Barker’s hypothesis (57)
on the developmental origins of health and diseases
that the developmental period is a period of high
vulnerability, and exposure to pollutants during gesta-
tion and lactation may be responsible for an increase in
the outcome of metabolic disorders later in life as
discussed by Barouki et al. (58).

Moreover, males and females probably show differ-
ent effects because pollutants have been described as
endocrine disruptors. To circumvent these differences,
we exposed animals life-long to a high-fat diet contain-
ing a mixture of food pollutants widely distributed in
our environment at doses considered to be safe for
humans because they were grossly equal to the TDI
(and even lower for BPA) and relatively close to the
environmental doses to which humans may be exposed,
as mentioned above. With this worst case scenario, we
demonstrated for the first time sex-specific metabolic
alterations in the absence of general toxicity and body
weight gain.

However, pollutants in the mixture have not been
tested individually, making it difficult to conclude
whether the effects of the mixture are additive, syner-
gic, or antagonist. To overcome this problem and avoid
excessive animal use in experiments, in vitro experi-
ments will be required. Nonetheless, we here demon-
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strated the lack of zero effect when using a mixture of
very low doses of food pollutants. This study therefore
fuels the concept of rethinking the way to address the
question of risk assessment used to date, based on
NOAELs for single chemicals, and may have strong
implications in terms of recommendations for food
market security. It also adds new information for un-
derstanding the effect of environmental contaminants
in food in the development of metabolic diseases.
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Supplemental Material

Legends of Supplemental figures
Supplemental Figure. 1: Experimental protocol to generate F1 offspring.

Supplemental Figure. 2: Oil Red O staining of liver sections obtained from F1 mice. Each
picture is representative of three different sections of livers obtained from three different mice

(original magnification x400)
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Supplemental Table 1: Composition of the diets used in the present study.

TD.99249 (Harlan) Standard
% of mass % kcal % of mass % kcal
Fat 36.1 58.7 5 12.2
1 0
Carbohydrate 35 (maltodextrin 50% + 25.5 | 60 (maltodextrin + starch) | 65.3
sucrose 50%)
Protein 19.8 15.7 18.9 22.5
kCal/g 5.4 33
Supplemental Table 2: Primers used for RT-qPCR
sequences: 5'->3'
gene RefSeq Accession Number sense antisense
Abca1 NM_013454 CAG-GAG-GTG-ATG-TTT-CTG-ACC-A TTG-GCT-GTT-CTC-CAT-GAA-GGT-C
Abcg5 NM_031884 AGC-CTC-GCT-CTG-AGC-TCT-TC TTC-AGG-ACA-GGG-GTA-ACC-AC
Abcg8 NM_026180 AGC-CTC-GCT-CTG-ACA-TCT-TC GTC-AAG-TCC-ACG-TAG-AAG-TC
Acaca NM_022193 GAG-CAA-GGG-ATA-AGT-TTG-AG AGG-TGC-ATC-TTG-TGA-TTA-GC
Ahr NM_013464.4 TCA-TCT-GGT-TTC-CTG-GCA-ATG-AAT ATA-AGC-TGC-CCT-TTG-GCA-TC
Cd36 NM_001159558. 1 AAG-ATC-CAA-AAC-TGT-CTG-TA GTC-CTG-GCT-GTG-TTT-GGA-GG
Cyp7a1 NM_007824.2 TAC-AGA-GTG-CTG-GCC-AAG-AG AGT-GAA-GTC-CTC-CTT-AGC-TG
Dgat1 NM_010046 ACC-GCG-AGT-TCT-ACA-GAG-ATT-GGT ACA-GCT-GCA-TTG-CCA-TAG-TTC-CCT
Dgat2 NM_026384 TGG-GTC-CAG-AAG-AAG-TTC-CAG-AAG-TA  |ACC-TCA-GTC-TCT-GGA-AGG-CCA-AAT
Esrq | NV-000T25NM 00T122740MM 00T122741NM 00112 | GT.TTG-CTC-CTA-ACT-TGC-TC CCT-TCT-CTT-CCA-GAG-ACT-TC
Fasn NM_017332 GTG-CAC-CCC-ATT-GAA-GGT-TCC GGT-TTG-GAA-TGC-TGT-CCA-GGG
Gusb NM_010368 CTT-CAT-GAC-GAA-CCA-GTC-AC GCA-ATC-CTC-CAG-TAT-CTC-TC
Hmger NM_008255 CCG-GCC-TGT-GTG-TCG-CTG-GT CCA-GCG-ACT-ATG-AGC-GTG-AA
lgft | NM_001111276;NM_001111274;NM_184052 |ACC-AAA-ATG-ACC-GCA-CCT-GC AAC-ACT-CAT-CCA-CAA-TGC-CTG-TC
Ngo1 NM_008706 GGC-CGA-TTC-AGA-GTG-GCA-TCC-TG TCT-GCA-TGC-GGG-CAT-CTG-GTG
Nr1h2 NM_007121 AGG-ACC-AGA-TCG-CCC-TCC-TG GGT-GGA-AGT-CGT-CCT-TGC-TGT-AGG
Nrth3 | NM_005693;NM_001130101;NM_001130102 |CCG-GGA-AGA-CTT-TGC-CAA-AGC GGA-GCT-GGT-CCT-GCA-CGT-TG
Nri2 NM_010936.3 AGG-AGG-AGT-ATG-TGC-TGA-TG CTT-CAG-GAA-CAG-GAA-CCT-GTG
Nr1i3 | NM_001243063;NM_001243062;NM_009803 [GTC-CCA-TCT-GTC-CGT-TTG-C AGG-GCT-TCT-GAC-AGT-ATC
Nrict NM_011144; NM_001113418.1 AAG-GGC-TTC-TTT-CGG-CGA-AC GTT-CAT-GTT-GAA-GTT-CTT-CAG
Sepp1 NM_009155,3 ATG-ACA-GAT-GTG-GCC-GTC-TTG-TGT GCC-TCT-GAG-GGC-TCC-GCA-GT
SrebF1 NM_011480 ACG-GAG-CCA-TGG-ATT-GCA-CA AAG-GGT-GCA-GGT-GTC-ACC-TT
SrebF2 NM_033218 CCT-GTG-ATG-ATG-GGG-CAA-CAG CCT CAG AAC GCC AGA CTT G
Sultte NM-023135.2 TCT-TGG-CAA-GGC-CAG-ATG-AC TCC-CAA-AAT-GAT-GCT-GGA-AGG
Ugtia1 NM_201645.2 GCA-TCT-ATC-TCG-CTG-ATG-AG CAG-AGG-CGT-TGA-CAT-AGG
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Résumé :

Plusieurs données épidémiologiques et expérimentales étayent I’hypothése d’un role des
polluants dans I’épidémie d’obésité et ses complications métaboliques. Au laboratoire, nous
avons montré qu’une exposition chronique a une mixture de polluants classiquement
retrouvés dans I’alimentation et faiblement dosés provoque chez la souris femelle obése
adulte (12 semaines), une aggravation de 1’intolérance au glucose possiblement liée a une

altération hépatique de la signalisation cestrogénique (Article 1).

Pour comprendre I’origine des défauts, nous avons dans ce travail étudié¢ des souris de 7
semaines en surpoids mais non obeses et présentant des taux sériques d’cestrogenes

immatures.

Brievement, les meres puis leur descendance apres sevrage sont nourries avec le régime
enrichi en gras et en sucre contenant le mélange de polluants (BPA, DEHP, PCB153 et
TCDD) a des doses résultant en une exposition correspondant environ aux doses journalieres
tolérables définies chez I’homme. Paralléelement, un groupe de souris est nourri avec le régime

obésogene sans polluant.

Les animaux étant nourris avec le régime obésogene sont intolérants au glucose. Mais, de
manicre intéressante, nous observons que les femelles exposées présentent a 7 semaines une
intolérance au glucose moins prononcée que les souris non exposées au mélange de polluants.
Le profil métabolique différe totalement de celui observé a 1’age de 12 semaines puisque a 12
semaines, nous avions observé une aggravation de 1’intolérance au glucose en réponse aux
polluants. En revanche, nous n’observons pas de modification du poids, de la glycémie ou de

I’insulinémie de ’animal de 7 semaines.

Comme le foie, le muscle et le tissu adipeux sont les trois principaux organes sensibles a
I’insuline participant a I’homéostasie glucidique, nous avons analysé la sensibilité a I’insuline
de chacun de trois tissus. Pour cela, les souris ont re¢u une injection intra-péritonéale
d’insuline ou de son véhicule (contrdle). Aprés 15 min, les souris ont été euthanasiées et les
tissus rapidement récupérés et congelés dans 1’azote liquide. Les protéines ont été extraites et
nous avons suivi par Western blot la phosphorylation de la protéine AKT, un marqueur de

sensibilité a ’insuline.

Dans le foie, nous observons une tendance a I’augmentation mais qui est non significative.

Par ailleurs, comme le foie est le principal organe de détoxication, nous avons également suivi
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I’expression génique de plusieurs récepteurs nucléaires importants pour 1’homéostasie
glucidique et lipidique ainsi que de plusieurs récepteurs aux xénobiotiques. Nous observons
une augmentation de 1’expression génique de PPARa et d’un certain nombre de ses geénes
cibles impliqués dans la B-oxydation des acides gras. En revanche, la signalisation
cestrogénique ne semble pas affectée, contrairement aux observations faites sur les femelles de

12 semaines.

Comme nous observons une amélioration de la tolérance au glucose sans modification du
poids, nous avons également déterminé le rapport masse maigre/masse grasse des animaux
par IRM (imagerie a résonnance magnétique réalisée au CERMEP, Lyon). Ainsi, 1’exposition
aux polluants entraine une augmentation significative de la masse maigre et une diminution
significative de la masse grasse. De plus, 1’expression génique de différents marqueurs de
I’inflammation et notamment du TNFa, de CCLS et d'IL1J est significativement diminuée
dans le tissu adipeux sous-cutané des souris de 7 semaines exposées aux polluants. Une
situation inverse est observée sur les femelles de 12 semaines avec une augmentation
significative d’IL6, de CCLS5 et d’IL1p. Ces résultats suggerent donc de meilleurs parameétres

métaboliques du tissu adipeux sous cutané a 7 semaines.

Au niveau du muscle, qui est le principal tissu assurant la capture du glucose sanguin, nous
observons une augmentation significative du rapport pAKT/AKT 15 min apres une injection
d’insuline chez les femelles exposées au mélange de polluants en comparaison des femelles
non exposées. Ces résultats suggerent ¢galement une amélioration de la sensibilité a I’insuline

dans le muscle.

Au bilan, ces travaux soulignent la complexité de I’impact d’une exposition a un mélange
de polluants puisque les effets différent avec 1’age. Ces résultats suggerent que les polluants
exercent un effet biphasique qui pourrait étre li€é au contexte hormonal et a D’activité
cestrogéno-mimétique des polluants du mélange. En effet, dans nos conditions expérimentales
et a 7 semaines, les souris obéses ont des niveaux d’cestrogénes en de¢a du seuil de détection
et inférieurs aux niveaux dosés a 12 semaines. Or, les polluants présents dans le mélange sont
cestrogéno-mimétiques. Comme les cestrogeénes sont connus pour avoir un effet protecteur sur
la sensibilité¢ a I’insuline, les effets cestrogéno-mimétiques des polluants pourraient s’ajouter
aux effets propres des estrogénes sériques et ainsi renforcer la protection apportée par les
cestrogénes. En conséquence, on observerait une amélioration de la sensibilité de 1’insuline
des tissus métaboliques. En revanche, a 12 semaines lorsque les animaux sont sexuellement

matures, la présence d’une activité de type cestrogéno-mimétique apportée par les polluants
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provoquerait la mise en place d’une régulation négative pour limiter les effets cestrogéniques.
Cela s’exercerait via une augmentation de la sulfotransférase SULT1E]l comme montré dans
Naville et al. (Faseb 2013) et aboutirait a une baisse de la protection exercée par les

cestrogenes sur la sensibilité a 1’insuline.

Une autre hypothese non-exclusive serait liée a I’accumulation des polluants, et notamment
des persistants (PCB153 et TCDD) avec I’age dans le tissu adipeux et a leur activité
proinflammatoire comme observé a 12 semaines. En effet, les polluants lipophiles
s’accumulent dans le tissu adipeux. L’augmentation de ’adiposité¢ avec 1’age de la souris

pourrait modifier la pharmacocinétique et la toxicité de ces polluants.

Ce travail confirme et renforce le travail précédent montrant que I’exposition a un mélange

de polluants, méme a faibles doses, n’est pas sans effet sur I’organisme.
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Abstract

Pollutants are suspected to contribute to the etiology of obesity and related metabolic disor-
ders. Apart from occupational exposure which concerns a subset of chemicals, humans

are mostly exposed to a large variety of chemicals, all life-long and at low doses. Food in-
gestion is a major route of exposure and it is suggested that pollutants have a worsened im-
pact when combined with a high-fat diet. In the experimental studies described herein, we
aimed to add further evidence on the metabolic impact of food pollutants using a recently
set up model in which mice are life-long fed a high-fat/high-sucrose diet (HFSD) with/without
common food pollutants shown to exhibit metabolic disrupting activities. Specifically, this
mixture comprised bisphenol A, dioxin, polychlorobiphenyl PCB153, and phthalate and was
added in HFSD at doses resulting in mice exposure at the Tolerable Daily Intake dose
range for each pollutant. We herein focused on the 7-week-old females which exhibited
early signs of obesity upon HFSD feeding. We observed no signs of toxicity and no addition-
al weight gain following exposure to the mixture but alleviated HFSD-induced glucose intol-
erance in the absence of alteration of gluconeogenesis and steatosis. It suggested that the
observed metabolic improvement was more likely due to effects on muscle and/or adipose
tissues rather than on the liver. Consistently, female mice exhibited enhanced lean/fat mass
ratio and skeletal muscle insulin sensitivity. Moreover, expression levels of inflammatory
markers were reduced in adipose tissue at 7 but enhanced at 12 weeks of age in agreement
with the inverse alterations of glucose tolerance observed at these ages upon pollutant ex-
posure in the HFSD-fed females. Collectively, these data suggest apparent biphasic effects
of pollutants upon HFSD feeding along with obesity development. These effects were not
observed in males and may depend on interactions between diet and pollutants.
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Introduction

Diabetes and obesity are the major public health challenge of the 21°" century, with prevalence
reaching epidemic proportions worldwide. Because of the exponential production and usage of
synthetic chemicals that have paralleled the disease epidemic, it was hypothesized that pollut-
ants could interact with physiological mechanisms regulating glucose and lipid metabolism [1].
The term of metabolic disruptors was next proposed [2] to encompass chemicals with endo-
crine disrupting activity and for which exposure has been linked to diabetes and obesity in epi-
demiologic studies [2-4] as well as in experimental studies [5-8].

Based on their resistance to biodegradation, synthetic chemicals are classified in persistent
organic pollutants (POPs) and short-lived pollutants. POPs are widespread environmental pol-
lutants that comprise intentionally manufactured products (e.g., the polychlorinated biphenyls,
PCBs) or by-products of various industrial processes (e.g. dioxins). POPs are lipophilic and
biomagnified up the food chain. Thus, diet is the main route of exposure [9, 10]. Non-persis-
tent pollutants include, among others, bisphenols and phthalates. They are produced at high
volumes and have numerous applications, notably in the plastics industry [11, 12]. Hence, they
are found in daily consumables and measurable in urines of most individuals [13]. In addition,
pollutants can transfer from mother to fetus through the placenta during pregnancy and
through breast feeding [14]. Consequently, humans are exposed to a huge variety of potentially
harmful pollutants, the overall impact of which cannot be predicted from the effects of each in-
dividual pollutant [15]. Yet, human health risk assessment is based on individual chemicals,
with the determination of a Tolerable Daily Intake (TDI) [16]. Consequently, health risk as-
sessment does not consider the mixture effect and dose addition may underestimate cumula-
tive risk evaluation. To add to the complexity of the studies, some adverse effects for BPA
occurred in rodents with doses lower than the TDI reference dose [17], and experimental stud-
ies showed that a high fat diet could amplify the adverse metabolic effects of BPA in rats [18]
and PCB153 in mice [19].

In the present study, we set up an experimental model of exposure to a chemical mixture.
Our originality stems from the use of a diet-induced obesity rodent model coupled with a life-
long exposure to pollutants covering the early vulnerable periods of life (gestation and lacta-
tion) [20], and an artificial mixture combining persistent (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-
dioxine, TCDD and PCB153) and non-persistent pollutants (BPA and diethylhexylphthalate,
DEHP) in the TDI range. These pollutants could be found in a Western-diet and are archetypal
examples of endocrine disrupting compounds that may either affect the metabolism or action
of hormones, or receptors involved in the etiology of obesity and with suspected links with
metabolic diseases in humans [3, 21-24].

Using this model of exposure to a mixture of pollutants, we recently demonstrated that
metabolic changes were highly dependent on sex in the absence of toxicity and weight change
[25]. Notably, there was a marked deterioration of glucose tolerance in 12 week-old exposed
mice females compared with age-matched non-exposed females, associated with the induction
of hepatic expression of the estrogen sulfotransferase (EST/SULT1E1), a major estrogen-inacti-
vating enzyme, and a reduced expression of the receptor alpha for estrogens (ERa) and of sev-
eral estrogen-regulated genes, indicative of an impaired hepatic estrogen signalling in females
exposed to low-dose food pollutants [25]. In the present study, we aimed at investigating the
metabolic profile and liver functions in female mice fed HFSD at the earlier age of 7 weeks cor-
responding to the beginnings of obesity [25].
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Materials and Methods
Diets and mice

All procedures were performed with the approval of the CECCAPP (C2EA-15; Comité d’Eval-
uation Commun au PBES, a AniCan, au laboratoire P4, a 'animalerie de transit de 'ENS, a
I'animalerie de 'IGFL, au PRECI, a 'animalerie du Cours Albert Thomas, au CARRTEL INRA
Thonon-les-Bains et a I'animalerie de transit de I'TBCP http://www.ifr128.prd.fr/pbes/site_web
9%20_ceccapp/Accueil_CECCAPP.html) which is the regional Committee of Ethics for Animal
Experiments. Four week (wk) old female C57Bl/6] mice (Harlan, Le Marcoulet, France) were
housed individually in polypropylene cages at 21°C with normal light/dark cycle and free ac-
cess to water and standard chow. After one-wk acclimatization, females were randomly as-
signed to treatment groups, and they were fed a high fat-high sucrose diet (HFSD) containing
or not a mixture of pollutants, as described in a recent study [25]. The mixture of pollutants
was made of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD, CAS n° 1746-01-6; LGC-Promo-
chem, Molsheim, France), Polychlorinated biphenyl (PCB) 153 (CAS n°35065-27-1), Bisphe-
nol A (BPA, CAS n°80-05-7) and Di-[2-ethylhexyl]-phthalate (DEHP, CAS n°117-81-7) (all
from Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Each pollutant was used at a dose gross-
ly corresponding to the TDI reference dose of either the pollutant itself (BPA, [26]; DEHP,
[27]) or representative congeners of dioxins and dioxin-like PCBs with TCDD [28] and non-
dioxin-like PCBs with PCB 153 [29] (S1 Table). The mixture was referred to as TDIA [25]. To
ensure that animals received the correct amount of polluted food and were fed ad libitum, 1g of
contaminated food /17 g body weight (bw) was distributed per day and completed by pollut-
ant-free diet. To prepare contaminated food, pollutants dissolved in DMSO were diluted in
corn oil to ensure good distribution in the food. Pollutant-free diet was prepared exactly as the
pollutant-containing diet except that no pollutants were dissolved in DMSO. The compositions
of the diets are indicated in the supporting information (S2 Table). The diet containing or not
the mixture of pollutants was given to 5-wk old females for 5 wks before mating with adult
standard chow-fed males and then along gestation and lactation. After weaning, F1 descen-
dants were fed the same diet than their dams (S1 Fig). Mice fed HFSD without pollutant were
designated as FO-HFO for the dams and F1-HFO for their offspring, and mice fed HFSD con-
taining the mixture of pollutants were designated as FO-HFp for the dams and F1-HFp for
their offspring. A control group corresponded to female mice and their offspring fed a classical
standard chow diet that contained no corn oil or DMSO (referred as Standard).

Metabolic tests and insulin injection

F1 mice were tested for glucose tolerance (GT Test) at 7 wks as described [30]. To test for tissue
insulin sensitivity, mice were intra-peritoneally (IP) infused with insulin (Insulatard 2mU/g body
weight) or saline after 6 h of food withdrawal. After 15 min, insulin sensitive tissues including the
liver and the gastrocnemius muscle were rapidly dissected and snap frozen in liquid nitrogen.

Blood and tissue collection

Seven- and 12-wk-old F1 mice were euthanized after 6 h of food withdrawal. Blood was collect-
ed and liver and adipose tissues (visceral: periovarian + parametrial, vAT and subcutaneous in-
guinal depots, scAT) were removed and snap frozen in liquid nitrogen. We measured blood
glucose concentrations (glucometer OneTouchUltra, Lifescan, Issy-Les-Moulineaux, France)
and plasma levels of insulin (ALPCO insulin ultrasensitive ELISA, Eurobio, Courtaboeuf,
France), adiponectin (R&D Systems Europe Quantikine, Lille, France), free fatty acids (FFA)
(Sunred Biological Technology, Clinisciences), triglycerides (TG) (BioMérieux, Marcy-I’Etoile,
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France), and 17 -estradiol (Interchim, Cayman EIA kit, Montlugon, France). Triglycerides
(TG) were also measured in liver samples after lipid extraction by the method of Bligh and
Dyer [31]. All relevant comparisons were made within the same assay.

Quantitative RT-PCR (RT-gPCR)

Total RNA was extracted from the frozen liver and ATs samples. RNA was analysed by real-
time PCR as described previously [32] in the presence of specific primer pairs (S3 Table) with
data normalized relatively to Gusb (beta-glucuronidase, for liver) or Hprt (hypoxanthine ribo-
syl transferase, for AT) mRNA expression levels.

Western-Blotting analyses

Ten micrograms of proteins prepared from mouse liver and gastrocnemius muscle were sepa-
rated by SDS-10% polyacrylamide gel electrophoresis and transferred to a polyvinylidene
difluoride (PVDF) membrane, as described [25]. Immunoblotting was performed using rabbit
polyclonal antibodies directed against ERo. (sc-542, Santa Cruz Biotechnology, CliniSciences,
Nanterre, France), EST (sc-292049, Santa Cruz Biotechnology), phospho-AKT/PKB (Ser473)
(#4060, Cell Signaling Technology Europe, Leiden, The Nederlands) and total AKT/PKB
(#9272, Cell Signaling Technology Europe), or mouse monoclonal antibodies directed against
o-tubulin (sc-5286, Santa Cruz Biotechnology). After incubation with either anti-rabbit or
anti-mouse IgG Horseradish peroxidase conjugate (BioRad, Marnes-la-Coquette, France),
blots were revealed using the Luminata Classico Western HRP substrate (Millipore, Molsheim,
France). Detection was performed using the ChemiDocXRS+ Imaging system (BioRad) and re-
sults were analysed with Image Lab software (BioRad). Data yielded for each protein were nor-
malized relatively to a-tubulin.

In-vivo Magnetic Resonance (MR) Imaging protocol

Experiments were conducted on anesthetized 7 wk-old females fed either standard chow diet
or HFSD, containing or not the mixture of pollutants (n = 6 per group) using a 7T small animal
Bruker system (Bruker, Ettlingen, Germany). The detailed procedure is described in the sup-
porting information (S1 Materials and Methods).

Statistics

All statistical analyses were performed using one-way ANOVA, followed by post hoc testing
with Fisher’s protected least square difference test (PLSD). Results were expressed as mean +
SE and differences were considered significant at p<0.05 using the group not exposed to pollut-
ants as reference. The number of samples is given for each figure.

Results

Metabolic impact of low dose pollutants in 7-wk old exposed females fed
HFSD. Comparison with the 12-wk old exposed females

By week 7, females fed HFSD were 24% heavier than standard chow fed mice with higher
glycaemia values (+33%, p = 0.001) and plasma insulin levels (+134%, p = 0.02) (Table 1). TG
levels were unchanged (not shown) and plasma estradiol levels were below the detection
threshold of the assay (<6.6 ng/ml; not shown) and lower than values (ranging from 24 to

31 pg/ml) measured in 12-wk old HFSD-fed females [25]. As for 12-wk old mice [25], pollutant
exposure did not impact blood glucose or plasma levels of insulin (Table 1), adiponectin, FFA,
triglyceride (not shown). Plasma estradiol levels remained below the detection threshold of the
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Table 1. Body weight and biochemical parameters.

Parameters 7 wk-old mice
Standard F1-HFO F1-HFp
value n value n value n
body weight (g) 15.3+0.7 * 5 litters (7 mice) 19.8 £ 0.5 11 litters (22 mice) 18.8+0.3 9 litters (21mice)
glycaemia (mmol/L) 6.7+0.6 * 5 litters (7 mice) 8.9+04 11 litters (22 mice) 10.0+ 0.5 9 litters (21mice)
insulinemia (ng/ml) 0.29 £ 0.04 * 5 litters (7 mice) 0.68 £0.10 10 litters (21 mice) 0.76x 0.10 9 litters (18 mice)

Results are means + SE of n litters as indicated; * p<0.05 versus F1-HFO

doi:10.1371/journal.pone.0124015.t001

assay (<6.6 ng/ml; not shown). Body weight (Table 1) or food intake (not shown) were also
not modified by pollutants in 7wk-old female mice, as previously shown for the 12-wk old ex-
posed females fed HFSD [25].

Metabolic profiles were completed with GTTs. We observed that 7 wk-old exposed females
had a better glucose tolerance with a significant decrease (-20%, p = 0.01) in the area under the
curve (AUC) compared to age-matched females fed pollutant-free HESD. Thus, pollutant-ex-
posed mice fed HFSD ranged between mice fed standard chow and mice fed pollutant-free
HESD (Fig 1). These data are the compilation of the glycaemia values of 7 litters of HFO females
and 9 litters of HFp females from 4 independent experiments. A subset of mice (3 litters per
group) were maintained until 12 wks of age and shown to have an aggravated glucose intoler-
ance when exposed to pollutants compared to females fed pollutant-free HFSD (Fig 1), consis-
tent with data previously reported and expressed per female mice [25]. Thus, these data
suggested an age-dependent metabolic effect of the pollutants.

Pollutant-exposed females had enhanced fatty acid oxidation in liver by
week 7

The liver being the major site of detoxification, it is a primary target upon pollutant exposure.
At 7 wks of age, the expression of genes encoding the aryl hydrocarbon receptor, AhR and the
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Fig 1. Glucose Tolerance Tests (GTTs) performed on 7 wk-old (A) and 12 wk-old (B) F1 female mice fed HFS diet containing (F1-HFp) or not
(F1-HFO0) the mixture of pollutants, or standard chow (Standard). Above each GTT curve, are shown the AUCs calculated from the GTT curves. Results
are means + SE of n =5 (Standard), 7(HFO0) and 9 (HFP) litters in (A) and n = 3 litters in B; *p<0.05 relatively to the F1-HFO group.

doi:10.1371/journal.pone.0124015.g001
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Fig 2. (A) Effect of the mixture of pollutants on hepatic mnRNA expression of xenobiotic nuclear
receptors; (B) Analysis by Western blot of the ratio between phosphorylated PKB/AKT versus total
PKB/AKT in liver removed from F1-HF0 and F1-HFp mice stimulated or not by insulin. For
quantification, each blot has been hybridized to a-tubulin and the graphs below represent means + SE;

n =7-8 mice. (C) and (D) Hepatic expression of Nr1c1 and of several PPARa-regulated genes (C) and of
genes encoding proteins involved in lipogenesis (D). Results are means + SE; *p<0.05 relatively to the
F1-HFO group; n =7 mice in (A), (C) and (D).

doi:10.1371/journal.pone.0124015.9002

pregnane X receptor, PXR (Nr1i2) (Fig 2A), known xenobiotic nuclear receptors were found
significantly enhanced in the liver of exposed females fed HFSD, indicating patent response to
pollutants. We then investigated in more details insulin action and glucose metabolism in the
liver of these animals. Mice were infused with insulin and insulin action was monitored
through measuring AKT/PKB serine phosphorylation levels as described [33, 34]. There was a
40% albeit not significant (p = 0.28) increase of AKT/PKB phosphorylation in the liver of the
pollutant-exposed females (Fig 2B). In addition, we observed a significant higher expression
levels of Nrlcl encoding peroxisome proliferator-activated receptor o (PPARa; + 20%;

p =0.02). There was as well an increased expression of several PPARo-regulated genes

(Fig 2C) coding key proteins and enzymes involved in mitochondrial fatty acid import (Carni-
tine palmitoyltransferase 1o, Cptla; +31%, p<0.002), oxidation (medium-chain-acyl-Coen-
zyme A dehydrogenase, Acadm; +27%, p<0.02), and peroxisomal beta-oxidation (AcylCoA
oxidase, Acox; +32%; p = 0.001). The expression of the gene encoding the hormone sensitive-li-
pase (HSL, + 27%; p = 0.04; Fig 2C), Nr1c3 (encoding PPARY; + 29%, p<0.05) and SrebF1 (en-
coding SREBP1¢; + 29%, p<0.05) were also significantly increased without any change in the
levels of mRNA encoding stearoyl-CoA-desaturase-1 (Scd1) and fatty acid synthase (Fas)

(Fig 2D). These results suggested some modifications in lipid metabolism, with increased fatty
acid oxidation but without major change in lipogenesis. In agreement, hepatic triglycerides
levels were not modified by pollutant exposure (not shown). We also found that the mRNA ex-
pression of genes encoding Glucose-6-phosphatase (G6pc) and phosphoenolpyruvate carboxy-

kinase (Pepck) was unaffected (not shown), suggesting that gluconeogenesis was probably not
impacted.
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Fig 3. EST/ Sult1e1 (A) and ERa (B) were studied by Western blotting analyses. The graphs below
correspond to the quantification and represent means + SE; *p<0.05 relatively to the F1-HFO; n = 7-8 mice.
(C) mRNA expression of some estrogen-regulated genes in 7wk-old female mice fed HFS diet containing
(F1-HFp) or not (F1-HFO) the mixture of pollutants. Results are means + SE (n = 7 mice).

doi:10.1371/journal.pone.0124015.g003

Hepatic Sult1e1 expression is not altered in 7-wk old exposed females

We next determined if estrogen signalling was impaired in the liver of pollutant-exposed fe-
males by week 7 as previously observed at 12 wks of age [25]. However and contrasting with
12-wk old mice fed HFSD exposed to the mixture of pollutants, we did not detect any change
in the protein levels of EST/SULT1EI (Fig 3A). In addition, although a significant (p = 0.02)
decrease in estrogen receptor (ERa) protein content was observed (Fig 3B), the mRNA levels of
the estrogen-regulated genes Igfl, Seppl, Ngol and Ugtlal, which expressions decreased in the
liver of 12-wk old exposed females fed HESD [25], were not affected by pollutant exposure at

7 wks of age (Fig 3C). These results suggested therefore different effects of pollutant exposure
on hepatic estrogen signalling which may depend on the duration of the exposure to the pollut-
ant-containing HESD and /or on the age at which the female mice are studied.

Pollutant exposed females exhibited enhanced lean mass and reduced
fat mass by week 7

To get further insight into the metabolic characterization of the 7-wk old exposed female mice
fed HESD, we carried out whole-body magnetic resonance imaging (MRI) analysis. Interesting-
ly, we observed a significant increase (+ 20%; p = 0.02) of lean mass in these pollutant-exposed
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Fig 4. MRI figures and graphs. (A) Representative coronal fat image of females fed standard chow and from
F1-HFO and F1-HFp groups, showing the relatively less important fat mass in the F1-HFp group, especially in
the subcutaneous localization. These differences were confirmed by the whole-body spectrum analysis, and
by the subcutaneous (sc) and visceral fat mass quantification in both groups (B). Results are means + SE

(n =6 mice/group). *p<0.05 relatively to the F1-HFO group.

doi:10.1371/journal.pone.0124015.g004

obese females, while both visceral and subcutaneous fat tissues were significantly decreased
(Fig 4). This effect was not observed in age- and treatment-matched male mice (S2 Fig) nor
was glucose tolerance affected by pollutant exposure in these males (not shown). Because the
skeletal muscle is the primary tissue for glucose disposal [35], insulin sensitivity was monitored
by measuring AKT/PKB serine phosphorylation in muscles sampled 15 min after insulin infu-
sion, as described for the liver. We found a significant enhancement of AKT/PKB phosphoryla-
tion (+ 80%; p = 0.02) in the muscles recovered from pollutant-exposed mice as compared to
age-matched non-exposed females (Fig 5), indicating a clear improvement of insulin sensitivity
in the muscle of exposed animals.

Expression levels of inflammatory markers in the adipose tissues

Since pollutants have been described to induce the inflammatory pathway in various tissues
[36, 37] including the adipose cells [38], and considering the importance of the inflammatory
phenotype in metabolic diseases [39], we monitored the expression levels of genes encoding
various inflammatory markers in visceral (vAT; Fig 6) and subcutaneous (scAT; Fig 7) adipose
tissues. We first found that the expression level of Nrlc3, encoding PPARY, was not modified
(Figs 6, and 7) indicating that exposure to pollutants did not probably have a major impact on
adipose differentiation. The expression of genes encoding tumor necrosis factor o (Tnfa),
CCL5/Rantes (Ccl5) and interleukin 1B (I11b) all known inflammatory markers, while signifi-
cantly decreased in the scAT (Fig 7) was not impacted in the vAT of 7-wk old F1-HFp females
(Fig 6). These data suggested a reduced inflammation at least in the scAT consistent with an
improvement of glucose intolerance in 7-wk old female mice exposed to pollutants and fed a
HES diet.
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Fig 5. Western blot analysis of the ratio between phosphorylated PKB/AKT versus total PKB/AKT in
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assigned above each band shown). For quantification, each blot has been hybridized to a-tubulin and the
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Fig 6. mRNA expression of Nr1c3 and genes encoding inflammatory markers in visceral adipose tissues in 7 wk-old female mice fed HFSD.
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doi:10.1371/journal.pone.0124015.9007

To get further evidences of a link between the metabolic phenotypes observed at 7 and
12 wks and the inflammatory state of the adipose tissues, we monitored the expression levels of
genes encoding CCL5, IL1B, and TNFa in the scAT and vAT of the 12-week old F1-HF0 and
F1-HFp groups. Interleukin 6 (1I6) was also surveyed at both ages. None of the cytokines had
their expression level impacted by pollutant exposure in VAT at both ages surveyed (Fig 6 and
not shown). Interestingly, we observed a significant enhancement in the expression levels of
genes encoding CCL5, IL6 and IL1 in the scAT of the 12-wk old F1-HFp females, while /6 ex-
pression was not altered by wk 7 (Fig 7). In addition, genes encoding inflammatory cytokines
IL6, IL1B and CCL5 (in the F1-HFp mice) showed expression levels significantly higher in
scATs at 12- than at 7-wks (Fig 7). On the contrary, expression levels of the gene encoding
TNFo decreased strongly between the ages of 7 and 12 together with the lack of impact of the
pollutant exposure by wk 12 (Fig 7). Finally, we monitored the expression levels of the gene en-
coding CD68, a marker of macrophage infiltration in ATs [40]. However, we found no impact
in pollutant-exposed females versus their time-matched unexposed females (Fig 7). Of note,
the expression levels of AdipoQ (encoding adiponectin) in scAT were more than doubled be-
tween the ages of 7 and 12 although not impacted by pollutant exposure (Fig 7) again suggest-
ing that adipose differentiation was not targeted by the pollutant mixture in scAT.

Discussion

The present study illustrates the complexity of the impact of a life course exposure to low-dose
pollutants on metabolic disorders induced by HFSD in female mice. The model of exposure re-
cently developed in our laboratory [25] is original because of life-long exposure, encompassing
maternal life (preconception, gestation and lactation). In addition, animals are exposed to a
mixture of classical environmental pollutants in the range of the tolerable daily intake (TDI),
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thus without expected adverse health impact when each pollutant is considered individually.
Pollutants of the mixture comprised endocrine disruptors with different modes of actions, and
of high concern for human health because of their links with metabolic diseases in epidemio-
logical and experimental studies [20-22, 24].

With HESD, the onset of obesity was gradual in our experimental model and was set up by
week 12 in females with a 40% increase in body weight, enhanced levels of fasting glycaemia
and plasma insulin levels [25]. While exposure to pollutants did not impact these parameters,
we have observed significant sex-dependent metabolic changes by week 12, in absence of toxic-
ity and weight modifications. Specifically, there was a marked deterioration of HFSD-induced
glucose intolerance in females that was not observed in males [25]. Within the present study,
we aimed at further characterizing exposed HFSD-fed female mice by week 7 when first signs
of obesity could be observed. Surprisingly, the glucose intolerance induced by the HFS diet
was improved in pollutant exposed females, and a reduced fat mass and increased lean body
mass (without any weight change) was observed. It indicated that the aggravation of glucose
intolerance, observed in 12-wk old pollutant-exposed obese mice, was preceded by a period
of improvement of glucose tolerance. Consistent with the alleviation of glucose tolerance by
week 7, we observed enhanced insulin sensitivity in the gastrocnemius muscle and a reduced
expression of inflammatory markers in subcutaneous adipose tissue that was not observed at
12 weeks of age (i.e., there was even a significant increased expression of several inflammatory
markers at this age). In addition, gene expression analysis in the liver suggested higher oxida-
tion of fatty acids but no alteration of gluconeogenesis and no effect on steatosis. These data oc-
curred with no concomitant alteration of hepatic estrogen metabolism and no change in the
expression of the estrogen-regulated genes studied despite a reduction of the hepatic ERo. pro-
tein content. These data also suggested that the observed metabolic improvement was more
likely due to effects on muscle and/or adipose tissue, rather than on the liver. Moreover, they
pointed to a possible key role of the adipose tissues in the kinetics of the described events espe-
cially if considering the enhanced expression of inflammatory markers in the subcutaneous ad-
ipose tissue by week 12 (this study) together with the concomitant and previously reported
aggravation of glucose intolerance [25].

Collectively, our data fit the hypothesis of a biphasic metabolic impact of pollutants: a first
apparent positive impact that is followed by a negative impact on glucose intolerance upon
aging. One explanation could well be linked to body fatness taking into consideration that the
adipose tissue acts as a reservoir for lipophilic pollutants and consequently may modulate their
pharmacokinetics and toxicity [10]. Indeed, it was demonstrated that mouse size is achieved
around 5-6 weeks of age [41], which means that the 29% extra-weight taken up between the 7
and 12 week-old HESD fed females [25] grossly corresponds to fat mass, mostly in the white
adipose tissues. Increases in the adipose tissue mass will result in an enhanced storage of the li-
pophilic TCDD and PCB153 thereby prolonging their half-life length as described [42, 43].
Therefore, as mice get older their POPs body burden will enhance. However, based on the mea-
surement of adipocyte differentiation markers, it does not seem that adipocyte differentiation
is targeted by pollutants in our experimental model. These data are consistent with the lack of
gain weight under pollutant exposure contrasting with obesogen compounds which elicit en-
hanced expression of PPARY and increased weight gain in the exposed animals [44]. Interest-
ingly, we evidenced significant changes in the inflammatory state of the subcutaneous adipose
tissue in response to the exposure to pollutants with a decrease by week 7 and an increase by
week 12, in the absence of any variations in Cd68 expression levels suggesting no massive mac-
rophage infiltration. These data further strengthen the hypothesis that inflammation is one
way by which pollutants can disrupt adipose tissue function and contribute to metabolic dis-
eases [38, 39]. Further studies will help to understand if the kinetics of the induction of
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inflammation in the subcutaneous adipose tissue plays a role in triggering the kinetics of
changes of glucose intolerance (i.e., alleviation at 7 weeks and aggravation at 12 weeks), and its
link with the hepatic insulin resistance in the 12 week-old HESD females lifelong exposed to
pollutants [25]. Nonetheless, this study highlights that dysfunction of the subcutaneous adipose
tissue may also (and not only the visceral adipose tissue) possibly trigger metabolic abnormali-
ties [45]. Whether it is related to a differential distribution of the pollutants within the fat pads
remain to be explored. Collectively, our data are consistent with the conclusions of experimen-
tal studies with BPA in rats [18] and PCB153 in mice [19] suggesting that intake of a high-fat
diet could be a trigger initiating adverse metabolic effects. Certainly, measurement of pollutants
and their metabolites within the fat pads of the exposed females as well as feeding mice with a
standard chow diet containing or not the mixture of pollutants will help to better comprehend
this intriguing biphasic metabolic impact of pollutants. It may as well be of interest to study in-
testinal permeability whom integrity has been shown to be altered by BPA [46] and PCBs in-
cluding PCB153 [47], and intestinal microflora because these parameters strongly influence
lipid metabolism and metabolic health [48, 49].

A not mutually exclusive explanation for this apparent biphasic effect of pollutants may rely
on plasma E2 levels. Indeed, E2 levels varied from 24 to 31 pg/ml in 12-week old females fed
HESD [25], which is consistent with values reported in the literature for standard C57BL/6
strain mice [50, 51] while they were below detectable levels at 7 weeks of age in females fed
HESD. It was indicative of differences in the hormonal environment between obese mice at
7 and 12 weeks of age in our experimental conditions. Besides, it is known that estrogens pro-
tect against diet-induced hepatic insulin resistance and glucose intolerance [33, 52, 53]. Hence,
models of estrogen deficiency in both humans and rodents well illustrated the importance of
estrogens in regulating energy homeostasis and insulin sensitivity when estrogens concentra-
tions stay within a tight physiological range [54]. Thus, one could hypothesize that the estro-
geno-mimetic effect of some of the pollutants (or their metabolites) might occur in a context of
low estradiol levels, protecting the 7-week old animals against the deleterious metabolic effects
of HESD. In contrast, at 12 weeks of age, when circulating levels of estrogens are higher, pollut-
ants may contribute to the induction of EST/SULT1E1 reducing estrogen signalling. Under
such conditions, liver would no more benefit from the protective action of estrogens and, con-
sequently, insulin resistance would be aggravated.

While additional works are thus needed to validate this hypothesis, it is important to note
that interplay between metabolism, pollutants and estrogen action is already well documented.
There have been several reports indicating that the adverse effects of endocrine disruptors de-
pend on the estrogenic context. Actually, a large number of genes involved in energy metabo-
lism present ERo-binding sites in their promoters [55] and the pleiotropic actions of estrogens
are mediated through interactions with many signalling pathways [56]. Consistently, it was
shown that PPARo. functions on obesity could be enhanced in estrogen-deficient states e.g.
ovariectomized females [57]. Another example is given with the dioxins. Indeed, there is an ex-
tensive crosstalk between the ER and the aryl hydrocarbon receptor AhR, resulting in dioxins
altering estrogen regulated genes and modulation of AhR activity by ERa [58, 59]. Noteworthy,
the expression of the genes encoding AhR and PPARa was enhanced in the liver of 7-week pol-
lutant-exposed females while such modification was only observed in the liver of 12 week-old
males (not females) exposed to the same mixture of pollutants [25]. But, contrary to what was
observed in 7-week pollutant-exposed females, genes encoding proteins related to fatty acid ox-
idation had their expression levels unchanged in 12 week-old exposed males, again supporting
the hypothesis of a dialog, involving the estrogens, with the pathways activated by pollutants.

The pollutants present in the mixture have not been tested individually in our experimental
model, making it difficult to conclude whether the effects of the mixture are additive, synergic
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or antagonist. We think however that the enhanced expression of genes encoding AhR and
PPARs may result from exposure to dioxin and phthalate, respectively, on the basis of the re-
ported actions of these compounds [2, 12, 24]. It may thus indicate that high estrogen levels
such as those present in 12 week-old adult female mice interfere with the ability of pollutants
present in the mixture to induce higher expression levels of genes encoding AhR and PPARo.
Further studies are warranted to challenge this hypothesis. In addition, interactions of dioxin
and phthalate with the other pollutants present in the mixture may be considered as well, spe-
cifically regarding BPA which has been shown to activate the estrogenic pathway but also the
PPAR pathway [12, 24]. In conclusion, we here confirmed and extended our previous findings
[25] demonstrating that exposure to a mixture of food pollutants at doses around the Tolerable
Daily Intake range does indeed have metabolic consequences in a rodent model, and that ef-
fects are not only sex-dependent but also age-dependent.
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S2 Fig. MRI graphs for male mice.

Whole-body spectrum analysis, and subcutaneous (sc) and visceral fat mass quantification in 7-wk
old standard chow fed mice and mice fed HFSD without (F1-HFQ) or with the mixture of pollutants
(F1-HFp). Results are means + SE (n = 6 mice/group). *p<0.05 relatively to the F1-HFO group.



S1 Materials and Methods: MRI procedure

The procedure is derived from Ranefall and collaborators (Ranefall et al., 2009). Anesthesia
was induced by inhalation of a mixture of air and 3% isoflurane and maintained by a mixture
of air containing 1.5% isoflurane. Body temperature was maintained using a circulating water
circuit and respiration was continuously monitored over the entire protocol. Experiments were
performed on a 7T small animal Bruker system (Bruker, Ettlingen, Germany) equipped with a
12-cm actively shielded bore and 400 mT/m gradient set. A pressure sensor was used for the
respiratory signal and respiratory triggering was achieved with the Rapid Biomed system
(RapidBiomedical, GmbH, Rimpar, Germany). MR acquisitions were performed with the
whole-body emission-reception mouse coil (72 mm). First, a reference scan (3 directions) was
acquired to adjust shim and frequency parameters over the entire body and to position the
coronal stack for whole body fat analysis (subcutanous and visceral fat, respectively). For the
water image, a 2D TIl-weighted respiratory gated spin echo sequence (MSME) with fat
suppression was acquired with the following parameters: TR/TE= 700/8 .1 msec, a matrix
size of 256*128 for a voxel size of 350x350x750 um?’. Fat images were acquired using the
cloned MSME sequence of the water image with a B1 shift frequency of 1050 Hz (the water-
fat frequency difference at 7T). A whole body spectrum (SinglePulse, with the following
parameters TR=1000 ms, NA 120, TA 2 min) was then acquired to determine fat and water
ratio. Spectrum analysis was done with Topspin (Bruker). After phase and baseline correction,
areas of the water and fat peaks were measured and expressed as a % of sum of peak integrals.
Image analysis of intra-abdominal and subcutaneous fat volumes were performed with
Amira® (FEI Visualization Sciences Group, Merignac, France) using a semi-automatic
segmentation tool and standard anatomic landmarks (Ranefall et al, 2009) after exclusion of

the head, the inferior legs and the tail. Weights are derived using a fat density of 0.9255.



RANEFALL P, BIDAR AW, HOCKINGS PD. 2009. Automatic segmentation of intra-
abdominal and subcutaneous adipose tissue in 3D whole mouse MRI. J] Magn Reson Imaging.

Sep;30(3):554-60.



S1 Table: Reference doses of the pollutants present in the mixture and doses added to the

high fat high sucrose diet

values/kg bw/d TDI TDIA
TCDD 1-4 pg 2 pg
PCB153 20 ng 80 ng
BPA 50 ug 5ug
DEHP 50 ug 50 pg




S2 Table: Composition of the diets used in the present study (modified from TD.99249, Harlan).

High Fat diet (TD.99249,
¢ Harla(n) HFSD

% mass %kcal % mass %kcal
diet fat 36.1 34.3
added corn
oil >
Total fat 36.1 58.7 39.4 63.0

35 (maltodextrin 50% 33.2 (maltodextrin

Carbohydrate (+ sucrose 50% 255 50% 4(- sucrose 50% 23.6
Protein 19.8 15.7 18.8 13.4
kcal/g 5.4 5.6




S3 Table: List of primers used for quantitative PCR

sequences: 5'->3'

gene RefSeq Accession Number sense antisense
Acadm NM_007382 CAT-TTG-GAA-AGC-TGC-TAG-TG CCA-TAG-CCT-CCG-AAA-ATC-TG
Acox1 NM_015729,NM_001271898 TGA-GGG-CGC-CAG-TCT-GAA-ATC TGA-AGC-TCA-GGC-AGC-TCA-CTC
AdipoQ NM_004797; NM_001177800 AGG-CCG-TGA-TGG-CAG-AGA-TG CTT-CTC-CAG-GTT-CTC-CTT-TCC-TGC
Ahr NM_013464.4, NM_013149.2 TCA-TCT-GGT-TTC -CTG-GCA-ATG-AAT ATA-AGC-TGC-CCT-TTG-GCA-TC
Ccl5 NM_031116.3 CTT-GCA-GTC-GTC-TTT-GTC-AC GAC-TAG-AGC-AAG-CAA-TGA-CAG
Cd68 NM_009853 AGC-ATA-GTT-CTT-TCT-CCA-GC ATG-ATG-AGA-GGC-AGC-AAG-AG
Cptila NM_013495 TCT-GAG-CCA-TGG-AGG-TTG-TC CATCATGGCTTGTCTCAAGTGC
Esr1 NM_000125;NM_001122740;NM_001122741;NM_001122742 | TGT-TTG-CTC-CTA-ACT-TGC-TC CCT-TCT-CTT-CCA-GAG-ACT-TC
Fasn NM_07988 GTG-CAC-CCC-ATT-GAA-GGT-TCC GGT-TTG-GAA-TGC-TGT-CCA-GGG
Gusb NM_010368 CTT-CAT-GAC-GAA-CCA-GTC-AC GCA-ATC-CTC-CAG-TAT-CTC-TC
Hprt NM_000194 TTG-CTG-ACC-TGC-TGG-ATT-AC AGT-TGA-GAG-ATC-ATC-TCC-AC
Hsl NM_001039507;NM_010719 GTG-TGT-CAG-TGC-CTA-TTC-AG GTC-AGC-TTC-TTC-AAG-GTA-TC
Igf1 NM_001111276;NM_001111274;NM_184052 ACC-AAA-ATG-ACC-GCA-CCT-GC AAC-ACT-CAT-CCA-CAA-TGC-CTG-TC
1b NM_008361 ACT-GTT-CCT-GAA-CTC-AAC-TG CTT-GTT-GAT-GTG-CTG-CTG-CG
e NM_031168 AGT-TGC-CTT-CTT-GGG-ACT-GAT TCC-ACG-ATT-TCC-CAG-AGA-AC
Nqo1 NM_008706 GGC-CGA-TTC-AGA-GTG-GCA-TCC-TG TCT-GCA-TGC-GGG-CAT-CTG-GTG
Nric1 NM_011144; NM_001113418.1 AAG-GGC-TTC-TTT-CGG-CGA-AC GTT-CAT-GTT-GAA-GTT-CTT-CAG
Nr1c3 NM_001127330;NM_011146 TCT-CTC-CGT-AAT-GGA-AGA-CC GCA-TTA-TGA-GAC-ATC-CCC-AC
Nr1i2 NM_010936.3 AGG-AGG-AGT-ATG-TGC-TGA-TG CTT-CAG-GAA-CAG-GAA-CCT-GTG
Scd1 NM_009127 GAT-ACA-CTC-TGG-TGC-TCA-AC AAC-GTG-GTG-AAG-TTG-ATG-TG
Sepp1 NM_009155,3 ATG-ACA-GAT-GTG-GCC-GTC-TTG-TGT GCC-TCT-GAG-GGC-TCC-GCA-GT
SrebF1 NM_011480 ACG-GAG-CCA-TGG-ATT-GCA-CA AAG-GGT-GCA-GGT-GTC-ACC-TT
Sultle1 NM-023135.2 TCT-TGG-CAA-GGC-CAG-ATG-AC TCC-CAA-AAT-GAT-GCT-GGA-AGG
Tnfa NM_013693.2 CCT-CAC-ACT-CAG-ATC-ATC-TTC TGG-CAC-CAC-TAG-TTG-GTT-GTC
Ugtia1 NM_201645.2 GCA-TCT-ATC-TCG-CTG-ATG-AG CAG-AGG-CGT-TGA-CAT-AGG
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Résumé:

Certains polluants interferent avec le métabolisme des lipides et peuvent stimuler la
différenciation des adipocytes et le stockage des graisses, entrainant obésité et maladies
métaboliques associées. On parle alors de polluants obésogenes. Cependant, nos résultats
précédents (article 1 et 2) montrent que 1’exposition a un mélange de polluants peut entrainer
des désordres métaboliques sans modification du poids des souris exposées. De plus, il a été
montré que des polluants pouvaient aggraver les effets métaboliques liés a I’obésité (Ibrahim
et al.,, 2011; Ruzzin et al., 2010; Wahlang et al., 2013; Wei et al., 2011). Enfin, des études
épidémiologiques montrent que la quantité de polluants est moins élevé chez les patients
obéses métaboliquement sains que chez les patients obéses présentant des complications
métaboliques (Gauthier et al., 2014). Cependant, ces données ne permettent pas de définir si
ces effets sont médiés via des mécanismes distincts ou représentent une action combinée entre

les polluants et le régime alimentaire.

Dans cette étude, les souris ont été exposées depuis la préconception jusqu’a 1’dge adulte
(12 semaines) a un mélange de polluants faiblement dosés via un régime alimentaire standard
et nous avons comparé¢ 1’effet observé avec celui induit par un régime gras. Le protocole
utilisé est similaire a celui utilisé dans les études précédentes (article 1 et 2), a I’exception du

régime alimentaire.

Les souris femelles exposées aux polluants via un régime standard (STpol) ne présentent
pas de différence au niveau du poids corporel, de la glycémie, de I’insulinémie ou des taux
d’acides gras libres circulants comparées aux femelles non exposées (STveh). Les tests
métaboliques de tolérance au glucose et de sensibilité a 1’insuline ne montrent pas d’impact de
I’exposition aux polluants, contrairement aux observations faites dans un contexte d’obésité
(article 1). En revanche, les souris STpol présentent un doublement du taux des TAG
hépatiques, une tendance a la diminution du cholestérol total et une diminution significative
des esters de cholestérol dans le plasma. Aucun de ces parameétres n’est affecté chez les males

issus des mémes portées.

Nous avons également analysé le phénotype des souris nourries avec un régime gras
(HFHSveh). Comme attendu, elles présentent a 12 semaines d’age une augmentation
pondérale, une intolérance au glucose et une augmentation de la glycémie, de I’insulinémie,
de la cholestérolémie. Dans le foie, on note une augmentation de la quantité de TAG, sans

modification des taux de cholestérol ou des esters de cholestérol.
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Ces résultats montrent que les polluants et le régime gras n’induisent pas les mémes
perturbations métaboliques en traitement seul. Pour mieux comprendre les effets engendrés
par chacun des deux traitements, nous avons caractéris¢ le transcriptome hépatique des souris
femelles exposées aux polluants via le régime standard et il a été comparé a celui de souris
nourries avec le régime gras. L’étude a porté sur le foie puisqu’il est le principal organe de
détoxication et qu’il joue un réle majeur dans I’homéostasie énergétique et dans la sensibilité

a I’insuline.

Les analyses des transcriptomes hépatiques indiquent que I’exposition aux polluants dans
nos conditions expérimentales affecte I’expression de 1473 génes annotés tandis que le
régime gras perturbe I’expression de 1360 geénes. Parmi ces génes, 599 sont communs aux
deux traitements. Une analyse fonctionnelle des différents groupes via le logiciel DAVID
(Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery) permet de mettre en
évidence quatre grandes voies métaboliques issues des bases de données de KEGG pathways
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) qui sont impactées par les deux traitements. Ces

voies métaboliques ont été implémentées par une analyse manuelle des génes.

— Le métabolisme des xénobiotiques : Les deux traitements affectent I’expression des
genes impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques. Cependant, le patron des
genes impactés est différent selon le traitement. Le métabolisme des xénobiotiques est
contrdlé par les trois xénosenseurs (CAR, PXR et AhR), et nous montrons que
I’exposition aux polluants et le régime obésogéne entrainent 1’augmentation de
I’expression de CAR. De fait, 33 des 48 genes dont I’expression est modifiée par les
polluants sont des génes cibles de CAR.

— Le métabolisme du cholestérol : En réponse aux polluants, tous les génes impliqués
dans la biosynthése du cholestérol sont régulés négativement, a I’exception de Hmgcr,
Sc4mol et Srebf2 dont leurs expressions ne sont pas modifiées. Chez les femelles
obeses, nous observons également une diminution de 1’expression de la quasi-totalité
des geénes impliqués dans la biosynthése du cholestérol dont Srebf2 et Hmgcr.
L’expression de Cyp7al, enzyme limitante de la voie de dégradation du cholestérol en
acide biliaire est fortement augmentée par les deux traitements.

—  Le métabolisme des acides gras : L’analyse des génes du métabolisme des acides
gras montre que les deux traitements induisent une diminution de I’expression des
genes de la synthése de novo des acides gras, et une augmentation de 1’expression des

genes constituant les gouttelettes lipidiques ainsi que des genes impliqués dans la B-
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oxydation. Une augmentation de I’expression de PPARa (qui controle la B-oxydation)
est observée chez les souris obeses, mais pas chez les souris exposées aux polluants.

—  Le rythme circadien : les polluants modifient I’expression de tous les genes
composant le noyau de 1’horloge moléculaire (Per, Clock, Arntl, Nr1dl, Nr1d2, Cry et
Rorc). Les souris HFHSveh présentent également une perturbation de 1’expression de
I’ensemble des génes de I’horloge a I’exception de Perl, Nr1d2 et Cry2.

- Enfin, I’analyse manuelle des génes modifiés par les polluants montre que certains
genes de la signalisation a I’insuline et de la néoglucogenese, (Insr, Irs1, Irs2, Vnnl,

Pckl), sont modifiés lorsque les souris sont exposées aux polluants.

Au bilan, ’analyse comparative des deux transcriptomes nous montre que le régime gras et
les polluants peuvent avoir des cibles communes dans le métabolisme hépatique. Cependant,
certaines différences dans le patron des génes impactés font supposer que ces perturbations

sont dues a des mécanismes différents, mais qui se recoupent.

En conclusion, cette étude montre une certaine similarité entre les effets des polluants et du
régime gras au niveau transcriptomique et apporte de nouvelles connaissances sur 1’effet
combiné entre les deux traitements décrits dans la littérature. De plus, nous mettons en
¢vidence que le rythme circadien peut étre une cible du mélange de polluants qui pourrait
expliquer les modifications observées au niveau des autres voies métaboliques. Ainsi nous
montrons un nouveau mécanisme par lesquels les polluants pourraient induire les effets in

Vivo.

164



Low-dose pollutant mixture triggers metabolic disturbances in female mice without any
body weight change, and pinpoints to both common and specific features as compared to

a high-fat diet challenge

Emmanuel Labaronne', Claudie Pinteur'*, Nathalie Vegal’$, Sandra Pesenti', Benoit Julien',
Emmanuelle Meugnier-Fouilloux', Hubert Vidal', Danielle Naville'"* and Brigitte Le

Magueresse-Battistoni, "*

*NV and CP contributed equally to this work; *DN and BLMB share the last authorship

Affiliations:
1UniV—Lyon, CarMeN laboratory, INSERM U1060, INRA U1397, Université Claude Bernard
Lyonl, INSA Lyon, Charles Mérieux Medical School, F-69600 Oullins, France

Corresponding author:

Dr. B. Le Magueresse-Battistoni, PhD

CarMeN laboratory, INSERM U1060, Faculté de Médecine Lyon-Sud, Chemin du Grand
Revoyet, 69600 Oullins, France

Phone 33 (0)426235919, Fax 33 (0)426235916

E-mail : brigitte.lemagueresse@inserm.fr

Short title: Metabolic disorders induced by pollutant mixture



Abbreviations: AUC, area-under-curve; BPA, bisphenol A; CE, cholesteryl ester; DEHP,
diethylhexyl phthalate; DMSO, dimethylsulfoxide; FFA, free fatty acid; GTT, glucose
tolerance test; HFHS, high- fat high sucrose; IST, insulin sensitivity test; PCB,
polychlorinated  biphenyl; POP, Persistent organic pollutant; TCDD, 2,3,7,8-

tetrachlorodibenzo-p-dioxin; TDI, Tolerable Daily Intake; TG, triglyceride.



ABSTRACT

Environmental pollutants are potential etiologic factors of obesity and diabetes that reach
epidemic proportions worldwide. However, it remains to determine if pollutants could exert
metabolic defects without directly inducing obesity. To get more insight, the metabolic
disturbances triggered in non-obese mice lifelong exposed to a mixture of low-dose pollutants
(2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxine, polychlorinated biphenyl 153, diethylhexyl-phthalate,
and bisphenol A) were compared with changes provoked by a high-fat high-sucrose (HFHS)
diet not containing the pollutant mixture. A transcriptomic analysis was performed in liver for
comparison. Interestingly, females exposed to pollutants did not gain weight, but they
exhibited modifications in lipid homeostasis distinct from those observed in diet-induced
obese mice. Furthermore, in addition to the xenobiotic/drug metabolism pathway, analysis of
the hepatic signature illustrated that the steroid/cholesterol, fatty acid/lipid and circadian clock
metabolic pathways were targeted in response to pollutants as observed in the diet-induced
obese mice but that the specific sets of dysregulated annotated genes (>1300) did not overlap
more than 40% between both challenges. Collectively, it shows that pollutants and HFHS diet
affect common metabolic pathways, but by different, albeit overlapping, mechanisms. This is
highly relevant for understanding the synergistic effects between pollutants and the

obesogenic diet reported in the literature.

Key words: endocrine disruptors, metabolic disorders, hepatic transcriptome, dyslipidemia,

cholesterol, circadian clock



INTRODUCTION

Environmental pollutants are potential etiologic factors of obesity and diabetes, major
chronic diseases that reach epidemic proportions worldwide (1, 2). The 2016 World Health
Organization (WHO) update (3) indicates a doubling of obese people since 1980 with 1.9
billion overweight adults, and a fourfold increase in the number of people with diabetes since
1980, reaching 422 million in 2014. Pollutants are indeed now viewed as metabolic disruptors
in addition to their endocrine disruption activities initially evidenced in reproductive organs
(4). Accordingly, it has been demonstrated that a number of chemicals, which exponential
manufacturing coincides with obesity trends (5) interfere with lipid metabolism and can
promote adipocyte differentiation and fat storage leading to obesity and obesity-related
metabolic dysfunctions (6-8). However, we recently demonstrated that exposure to a mixture
of food pollutants could trigger metabolic disturbances in the progeny of obese mice without
additional obesogenic effect (9-11), suggesting independent actions of chemicals on metabolic
parameters. In this model of lifelong exposure (ie from pre-conception to 12 weeks of age) to
a mixture of low-dose pollutants (2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxine, TCDD; Bisphenol A,
BPA; Diethylhexyl-phthalate, DEHP and Polychlorinated biphenyl, PCB153) in mice fed a
high-fat high-sucrose (HFHS) diet, we demonstrated a marked deterioration of glucose
intolerance and liver insulin resistance associated with impaired hepatic estrogen signaling in
females. Importantly, mice exhibited no extra-weight gain in addition to the HFHS diet and
this metabolic phenotype was restricted to the females (9, 12). This suggests that under some

circumstances, pollutants could exert metabolic defects without directly inducing obesity.

Consistently, metabolically unhealthy obese patients had higher plasma levels of
persistent organic pollutants (POPs) than metabolically healthy obese subjects (13). In
addition, epidemiological studies evidence strong relations between high circulating levels of
POPs and insulin resistance, prevalence of metabolic syndrome or diabetes, after adjusting for
obesity, in the US general population of the National Health and Nutrition Examination
Survey (NHANES) 1999-2002 (2). The association is even higher among the most obese
persons suggesting interactions between POPs and obesity on the risk of type 2 diabetes (2).
In line with these epidemiological findings, experimental studies demonstrate a worsening of
metabolic consequences with a high-fat diet compared with standard diet, in rodent models of
exposure to chemicals (7, 8, 14, 15). Altogether, this important bulk of recent data pinpoints

specific actions of chemicals on metabolic parameters in a context of obesity. However, it is



not clear whether effects of pollutants and high-fat diet are mediated by common or distinct

mechanisms.

Therefore, to get more insight in this important issue, we herein characterized the
transcriptomic signature of the liver of mice fed a standard diet containing the mixture of
pollutants (9), because the liver is the major site of detoxification and a critical organ for
energy homeostasis and insulin sensitivity. The pollutant signature was compared to the list of
genes dysregulated in the liver of mice fed a HFHS diet but not exposed to pollutants. This
study mostly focused on females because of their strong phenotypic response to pollutant

exposure previously described in an obesity context (9, 12).

MATERIALS AND METHODS

Diets and Animals

Mouse studies were performed with the approval of the Regional Committee of Ethics
for Animal Experiments. Four week (wk) old C57BL/6J female mice (Envigo, Gannat,
France) were housed in polypropylene cages with a normal light-dark cycle and free access to
water (polypropylene bottles) and standard chow (LASQCdiet® Rod16-A, Genobios, Laval,
France). After an acclimation period of one week, mice were randomly divided into 2 groups
fed a standard diet supplemented (STpol group) or not (STveh group) with a mixture of
TCDD (LGC-Promochem, Molsheim, France), BPA, DEHP and PCB153 (all from Sigma-
Aldrich, Lyon, France) used at doses in the range of the TDI reference dose of each pollutant
as previously described (9). In practice, powdered standard diet (Envigo) was thoroughly
mixed in the presence of a solution of gelatin (12g in 600ml of water, for 1kg of powder) to
obtain a soft paste. The four DMSO-dissolved pollutants were then added in a small volume
of corn oil to facilitate uniform homogenization and make the polluted standard diet. The
same amount of DMSO and corn oil was added to the standard diet as vehicle (Suppl. Data 1).
To ensure that mice were exposed to the similar amounts of polluted food, 1g of contaminated
diet for 17g of body weight was added each day, completed with the standard diet containing
vehicle provided ad libitum. Female mice were fed these diets for 5 wks before mating with 8
wk-old standard-fed male mice and then during the periods of gestation and lactation. After
weaning, the progeny was fed the same diet than their dam until 12 wks of age. Body weight

and food intake was recorded weekly. An additional group of females, following the same



experimental design described above, was fed a HFHS diet (Envigo) (Suppl. Data 1) without

pollutant but containing the same amount of DMSO and corn oil used as vehicle (HFHSveh).

Metabolic tests

Glucose tolerance test (GTT) and Insulin sensitivity test (IST) were performed on the

female progeny of 11 wks as previously described (16).

Tissue collection and biochemical assays

By wk 12, the female progeny was euthanized after 6 h of fasting. Blood was
collected, liver removed and quickly frozen in liquid nitrogen. Blood glucose concentration
was measured (OneTouchUItra glucometer, Lifescan, Issy-les-Moulineaux, France) as well as
plasma levels of insulin (Mouse Ultrasensitive ELISA, Eurobio, Courtaboeuf, France).
Triglycerides (Biolabo, Maizy, France), Free Fatty Acid, total cholesterol and cholesteryl

esters (Sigma-Aldrich) were also assessed in plasma.

Lipids were extracted from frozen liver samples using a Lipid Extraction kit
chloroform-free (BioVision, Clinisciences) to measure hepatic triglycerides and total

cholesterol.

Microarray and transcriptomic data analyses

RNA profiling in mice liver was performed using a Mouse GE 4x44K v2 Microarray
Kit (Agilent Technologies, Massy, France). Briefly, 100 ng of total RNA isolated from frozen
liver samples were labeled using the Low Input Quick Amp Labeling kit (CY3) (Agilent
Technologies). Samples from 3 STveh, 5 STpol and 5 HFHSveh female mice were used in the
study. Microarrays were then hybridized and scanned following the manufacturer’s
instructions. Data extraction was performed using Agilent Feature Extraction Software
11.5.1.1. Quality analysis and treatment of the data were performed with bioconductor using
Agi4x44PreProcess and Limma packages (17). Background subtraction was performed using

the Normexp correction with offset =50. Quantile normalization was then applied. Features



flagged in Feature Extraction as control, as Non-uniform outliers, saturating or too weak were
excluded. Statistical analysis was performed on 26,082 probes with the Limma package.
Datasets are available from the GEO database (GSE86582). Then for further analyses probes
from the STpo/ and the HFHSveh groups with p-value less than 0.05 and with a fold change
greater than 1.2 compared to STveh were retrieved. The Database for Annotation,
Visualization and Integrated Discovery (DA VID v6.7) (https://david.ncifcrf.gov/) was used to

identify enrichments in biological functions and pathways in the list of regulated genes.

Real-time PCR analyses

Total RNA was extracted from frozen liver samples, reverse transcribed and analyzed
by real-time quantitative PCR in the presence of specific primer pairs (Suppl. Data 1) as
previously described (18). Data were normalized using Gusb (encoding B-glucuronidase) as a

reference gene.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using One-way ANOVA followed, when appropriate,
by post hoc testing with Fisher’s protected least significant difference test, to assess
differences between groups. Mann-Whitney tests were applied when values were not
normally distributed. Results are expressed as means £ SEM and differences were considered

significant at p-value <0.05.

RESULTS
Metabolic alterations in lifelong pollutant-exposed female mice

Upon feeding the standard diet, the mixture of pollutants did not induce any gain
weight in the female progeny (Fig.1A) nor changes in food intake (data not shown), similar to
previous data described in a context of obesity (9). Pollutants did not affect fasting blood
glucose or fasting plasma insulin, free fatty acids (FFA) and triglyceride (TG) levels (Fig. B-



E). In contrast, plasma cholesterol levels showed a tendency towards a decrease (p=0.06)
while cholesteryl esters (CEs) were significantly decreased (p=0.03) (Fig 1F). In the liver,
there was a significant doubling of the TG level (Fig. 1G) but total cholesterol concentration
was not affected (Fig. 1H). Metabolic profiles were completed with GTTs and ISTs (Fig. 11,
1J) showing no modifications in glucose tolerance but a tendency towards a decrease of
insulin sensitivity in STpol females. Interestingly, none of these metabolic parameters was
affected in the STpol/ male siblings (except blood glucose level, Suppl. Data 2), indicating a
sex-dependency of these effects. Of note and as reported (9), females fed the HFHS diet
exhibited strong changes of their metabolic parameters with enhanced body weight, higher
blood glucose, increased plasma insulin, cholesterol and CE concentrations as well as marked
increase in hepatic TG levels coupled to significant degradation of glucose tolerance but no
apparent deterioration of insulin sensitivity (Suppl. Data 3). Collectively, these data indicated
that, when provided separately, the mixture of pollutants and the HFHS diet did not induce the
same metabolic disturbances. This experimental situation should therefore allow us to
characterize and compare the metabolic pathways impacted specifically upon exposure to

pollutants or by a HFHS diet.

Transcriptomic signatures of liver in the STpol and HFHSveh groups

Analysis of the microarray data performed in the liver of fasted mice exposed to the
different challenges revealed that 2006 probes corresponding to 1473 unique annotated genes
show significant changes (p-value< 0.05, fold change (FC) > 1.2) in response to pollutants
(STpol genes), and there were 1825 dysregulated probes corresponding to 1360 annotated
genes in response to the HFHS diet (HFHSveh genes). Importantly, 599 genes were found to
be commonly regulated (Fig. 2). When applying the Benjamini—-Hochberg procedure to more
stringently control for false discovery rate, 251 genes remained significantly regulated in the

liver of the STpol group (adjusted p-value < 0.05), 174 in HFHSveh with 52 common genes
(Fig. 2).

Using the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway analysis, the
STpol genes were significantly enriched in genes related to “drug and xenobiotic metabolism”
(KEGG pathways mmu00982, mmu00980, mmu00480), “steroid biosynthesis” (KEGG
pathways mmu00100, mmu00900), fatty acid metabolism (KEGG pathways mmu01040,
mmu00071, mmu03320) and to the “circadian rhythm” (KEGG pathway mmu04710) (Fig. 2).

8



Rather unexpectedly, the same 4 general pathways were also enriched in the HFHSveh gene
list (Fig. 2). Importantly, when analyzing the list of 599 genes commonly regulated, the
pathways retrieved were again identical suggesting that the two treatments globally affected
the same metabolic pathways in the liver. Of note, when taking into account only the genes
with a significant Benjamini—-Hochberg adjusted p-value, « steroid biosynthesis » still
appeared as a major regulated pathways in the 2 groups, while « circadian rhythm » was

found only in the STpo/ gene list (Fig. 2).

Half of the genes which expression was modified in STpo/ and HFHSveh mice were
up-regulated, and the KEGG pathway analysis revealed that the up-regulated list was enriched
in genes belonging to “fatty acid metabolism” and “PPAR signaling” pathways while the
down-regulated list contained genes more related to “steroid biosynthesis” and “drug
metabolism” (Suppl. Data 4). Of note, more than 100 common genes were regulated in
opposite manner, but there was no significant enriched pathway in this gene list. However, 2
interesting genes related to triglyceride deposition, encoding LIPIN 1 (Lpin/) and the adipose
tissue triglyceride lipase ATGL (Pnpla2) were regulated in an opposite way (up-regulated in
STpol and down-regulated in HFHSve#, respectively).

Despite the fact that the same KEGG pathways were enriched in the STpol and the
HFHSveh list of genes, this did not demonstrate that the same genes or sets of genes were
affected by the two challenges. Therefore, and also to complete the characterization of the
impacted pathways, we manually implemented the functional gene lists by PubMed and

databases searches.

Drug and xenobiotic metabolism

Table 1 presents the list of genes related to “drug and xenobiotic metabolism”
retrieved from the STpol and HFHSveh genes. It contains Phase-I cytochromes P450
xenobiotic-metabolizing enzymes (Cyp450 XMEs), Por, encoding the Cytochrome P450
oxidoreductase (which is essential for CYP activities) and other phase I genes such as alcohol
and aldehyde metabolizing enzymes (ALDHs), carboxyesterases, dehydrogenases, reductases,
flavin-containing monooxygenase (FMOs). Genes were split into 3 grossly equal groups, with
genes regulated in both conditions and genes regulated by one but not the other condition

(Table 1). Phase II metabolizing enzymes include conjugating enzymes, such as



methyltransferases, glutathione S-transferases, sulfotransferases, or UDP-
glucuronosyltransferases. All genes regulated under pollutant exposure were down-regulated
and most of them were also down-regulated in HFHSve/ females (Table 1). Phase 111
transport genes include solute carrier proteins (SLC) and ATP-binding cassette (ABC)
transporters among which several ABC transporters were significantly modified by pollutant

exposure (Table 1).

Drug metabolism in response to xenobiotics is mainly controlled by 3 nuclear
receptors (called xenosensors), the aryl hydrocarbon receptor AHR, the pregnane X receptor
PXR (Nrli2) and the constitutive androstane receptor CAR (Nr/i3). The PPARs may also be
activated by some xenobiotics such as phthalates including Nricl (encoding PPARa).
Interestingly, Nr/i3 (encoding CAR) was the only xenosensor significantly induced in STpol
mice. Nrli3 had also its expression level increased in HFHS-fed mice in addition to Nricl
(Table 1). Of note, 33 of the 48 “drug and xenobiotic metabolism”- related genes belonging to
the STpol list of dysregulated genes have been reported as CAR target genes (19).

3.4. Steroid biosynthesis

In contrast to the “drug and xenobiotic metabolism” pathways that were characterized
by only 30% of genes commonly regulated by pollutants and HFHS, 65% of the genes
belonging to “steroid biosynthesis” were similarly regulated, mainly down-regulated, in the
two experimental conditions. Indeed, the KEGG pathways with the strongest association to
both pollutants and HFHS exposure were steroid biosynthesis (mmu00100) and terpenoid
backbone biosynthesis (mmu00900) (Fig. 2). Terpenoids, also called isoprenoids, are the most
abundant lipids and both steroids and sterols are produced from terpenoid precursors in
mammals via the mevalonate pathway. Nineteen genes, all down-regulated by either one of
the two challenges encoded proteins and enzymes directly involved in cholesterol and steroid
backbone synthesis, from the initial steps (Hmgcs1, Mvk, Pmvk, Mvd) to the final steps of the
biosynthesis pathway (Dhcr7). In addition, several genes encoding key regulators of this
pathway were also down-regulated in the 2 conditions, such as Scap, Insig I and Insig 2 that
control the activity of the transcription factors SREBPs (sterol regulatory element binding
proteins) (20) and Soat2 encoding the sterol O-acyltransferase 2 which regulates the excess of
intracellular free cholesterol (Table 2). Few genes from Table 2 were up-regulated and they

mainly encoded cholesterol and steroid transporters, such as Osbpl5, Npcl and sterol
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transporters from of the ABC family, depending on treatments. Altogether, this strongly

argued for a major impact of the 2 challenges on the hepatic cholesterol synthesis.

However, there were also strong differences in the sets of targeted genes. Specifically,
Acat2? encoding the Acyl-CoA:cholesterol O-acyl-transferase 2, Ebp encoding the sterol
isomerase Emopamil binding protein which is a key enzyme involved in the terminal
reactions of the sterol biosynthesis pathway and Lipa encoding a cholesterol ester hydrolase,
involved in cholesterol esterification and storage, showed decreased expression only upon
pollutant exposure (Table 2). Conversely, there was a down-regulation of the genes encoding
the rate-limiting enzyme hydroxymethylglutaryl-CoA-reductase (Hmgcr) and the sterol
regulatory element binding factor 2 (Srebf2) and a slight but significant enhanced expression
of Nrih3 (encoding LXR a), only in HFHSveh females (Table 2). The intake of cholesterol
from the HFHS diet is known to induce a negative feedback regulatory mechanism on de novo
cholesterol synthesis which is consistent with the reduced expression of Srebf2 and Hmgcr

observed in HFHSveh mice.

Another important regulatory pathway of the hepatic cholesterol balance relies on its
conversion to bile acids. Although the DAVID analyses did not identify significant KEGG
pathways related to bile acid synthesis, it is important to note that Cyp7al, which encodes the
rate limiting enzyme of the classic pathway of bile acid synthesis, had its expression markedly
up-regulated both in STpo/ and HFHSveh (Table 2; Fig. 3), indicative of an increased efflux
of cholesterol directed toward the bile salt excretion. There was also an enhancement of the
expression of Nrlh4 (encoding Farnesoid X receptor) and a down-regulation of Fgfi4

(encoding Fibroblast growth factor receptor 4) with both challenges (Table 2).

Fatty acid metabolism

The list of genes related to the fatty acid metabolism pathway (Fig. 2) was
implemented according to both systematic PubMed search and previously identified hepatic
PPARa-regulated genes (21). The main feature is a down-regulation, by both conditions, of
the key genes related to the de novo fatty acid synthesis including Ac/y (encoding fatty acid
synthesis ATP citrate lyase) and Fasn (encoding Fatty acid synthase) (Table 3). In contrast,
several genes related to lipid droplet deposition such as Plin4 (encoding Perilipin 4), Cidec

(encoding cell death-inducing DFFA-like effector c, involved in lipid sequestration, which
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overexpression promotes lipid accumulation in liver (22)), Fitm2 (encoding fat storage-
inducing transmembrane protein 2) were up-regulated in the liver only upon exposure to
pollutants (Table 3), in line with the observed increased in hepatic triglycerides for STpo!/
females (Fig. 1G). Notwithstanding, other genes encoding enzymes implicated in triglyceride
synthesis were up-regulated only in response to HFHS diet, such as Dgat2 (encoding the
diacylglycerol O-acyltransferase 2), while Lpinl encoding a regulator of lipid metabolism was

down-regulated in HFHSve/h and induced in STpo!/ (Table 3).

Genes related to fatty acid oxidation and lipid catabolism displayed both similarities
and noticeable differences between the 2 groups. The expression of Nricl encoding PPARa
(one of the key transcriptional regulator of lipid oxidation genes (23)) and Esrra (encoding
estrogen related receptor alpha, also known to regulate key beta-oxidation genes (24)), were
both up-regulated in HFHSveh. Esrra expression was also enhanced in STpo/ when Nricl
expression was not changed (Tables 1 and 3). In line with these results, several genes
encoding enzymes involved in B—oxidation, either in peroxisome, such as the acetyl-
Coenzyme A acyltransferases (Acaala and Acaalb) or in mitochondria, such as some acyl-
Coenzyme A dehydrogenases (Acadm and Acadll), were up-regulated in both conditions.
However, pollutant exposure was specifically associated with an induction of the expression
of genes encoding the carnitine palmitoyltransferase isoforms CPT1a and CPT1p, the
mitochondrial carnitine/acylcarnitine translocase (Slc25a20), the acyl-Coenzyme A oxidase 1
(Acox1), which is the first enzyme of the fatty acid beta-oxidation pathway, or two enoyl-
Coenzyme A delta isomerases (Eci2 and Eci3). It was also associated with an inhibition of the
expression of Crot encoding the carnitine O-octanoyltransferase. Neither of these
modifications was observed in the liver of HFHSve/ mice (Table 3). Finally, also pointing out
different regulatory mechanisms involved in the lipid metabolic adaptations to the 2 different
dietary challenges, the gene expression of several key regulators of lipid metabolism was
affected only in HFHSveh mice. These included Nrlc3 (Peroxisome proliferator activated
receptor gamma), Pdk4 (pyruvate dehydrogenase kinase 4) and genes encoding fatty acid
binding proteins (Fabp2, Fabp7) or trans-membrane transporter (Cd36) (Table 3).

Among other genes related to lipid metabolism, it should be noted that several genes
involved in the lipoprotein metabolism, including Lipc (hepatic lipase) and Gpihbp1 (that
code for key regulators of circulating triglyceride hydrolysis) were down-regulated only in
STpol. In contrast, VidIlr (very low density lipoprotein receptor) and Lrp3 (low density
lipoprotein receptor-related protein 3) were up-regulated only in HFHS-fed mice (Table 3).
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Some genes induced by fasting such as Angptl4 (angiopoietin-like 4) and Mfsd2a (major
facilitator superfamily domain containing 2A) were also considered. Indeed, mice deleted for
Mfsd2a exhibit decreased hepatic triglycerides and enhanced expression of hepatic Fasn (25),
a situation that is opposite to STpol females which exhibited increased hepatic expression
levels of Mfsd2a, reduced levels of Fasn and a doubling of hepatic triglyceride level. Finally,
we spotted the prostaglandin D2 synthase (Ptgds), which has previously been identified as a
dioxin target gene in gonads (26) (Table 3).

The Circadian clock metabolic pathway

A list of genes encompassing the main core clock genes and several of their well-
known regulators was generated, combining genes belonging to the KEGG pathway
mmu04710 with genes described as member of the circadian clock system (27) (Table 4).
Interestingly, the pollutant-induced alterations in the gene expression levels of the major
canonical clock genes including Perl, Per2, Per3, Rorc, Arntll (encoding BMALTI) and
Clock, were highly significant, even after Benjamini—Hochberg adjustment. Specifically, both
CLOCK and BMALI1 encoding genes had their mRNA expression significantly down-
regulated in the liver of STpol females whereas PER (Perli, Per2, Per3) and CRY2 (Cry2)
encoding genes had their expression significantly up-regulated (Table 4). This is consistent
with CRY and PER being negative elements of the CLOCK-BMALI heterodimer. CHRONO
(encoded by Ciarf) which is a recently described member of the circadian clock component
(28) also participates to the negative circadian feedback loop like CRY?2. Interestingly and
similar to Cry2, the expression level of Ciart was strongly induced in STpol females. Nridl
(encoding Rev-ERBa) is also a member of the core clock system (29) and its expression is
down-regulated by pollutants (Table 4). In addition to the core clock genes, the mRNA
expression level of a number of their important regulators was also altered upon exposure to
pollutants (Table 4). For instance, in the liver of STpo/ mice, there was a marked induction of
the expression of Usp2 (encoding the Ubiquitin specific peptidase 2, which deubiquitinates
core clock components) (30) and a strong down-regulation of the expression of /d2 (encoding
the ID2 HLH transcriptional repressor and known to interact with the regulation of CLOCK
and BMALT) (31).

Consistently with the literature (32), the expression of the core clock genes was also

changed in HFHSveh. Specifically, it is important to note that the exposure to either pollutants
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or HFHS diet promoted similar modifications in the liver, except for Perl and Cry2 genes that
were up-regulated in STpol and not affected in HFHSveh mice (Table 4). Other differences in
response to the 2 diet challenges were observed with known regulators of the core clock genes
such as Sikl, Adoral and Nridl, only induced by pollutant exposure and A#/4 down-regulated
in HFHS-fed mice but not in STpol mice (Table 4).

Other important genes involved in metabolic pathways

In addition to the genes related to the main pathways identified (Fig. 2), a manual
analysis of the lists of regulated genes pointed out a set of genes related to insulin signaling
and gluconeogenesis, important pathways classically altered in situation of metabolic
disorders (33, 34). Regarding insulin signaling, the genes encoding the insulin receptor, its
two main intracellular substrates (IRS1 and IRS2) and the p85 alpha subunit of
phosphatidylinositol 3-kinase were all affected in the liver of mice exposed to pollutants
(Table 5). The expression of genes encoding important negative regulators of insulin signaling
(Pten and Sikl) were up-regulated in the STpo/ group. Down-regulation of /rs2 and up-

regulation of Pik3rl were also observed in the liver of the HFHSve/ mice.

An increased expression of Vnnl (encoding Vaninl) (35) and a reduced expression of
Grb14 (encoding the growth factor receptor bound protein 14, which expression levels
correlate with insulin resistance and liver TG homeostasis) (36) has been reported in the liver
of obese and insulin resistant mice. Interestingly, a significant doubling of the expression of
Vnnl and a 30% decrease of the expression of Grb14 were observed with both diet
challenges. In addition, the gene expression of other known regulators of insulin signaling,
such as mitofusin 2 and tribbles homolog 3, were specifically modified upon HFHS diet
(Table 5). This suggests that insulin action was likely perturbed in the liver of the 2 groups of

animals, but that different overlapping mechanisms were involved.

Another interesting observation was the induction, specifically in the pollutant-
exposed group, of Pckl and Slc37a4 (Table 5) that encode key enzymes of the
gluconeogenesis (phosphoenolpyruvate carboxykinase and glucose-6-phosphate transporter,
respectively), and also of Cebpb, encoding the transcription factor CCAAT/enhancer binding
protein beta, a well-known regulator of the gluconeogenesis pathway (37). Although, we did

not herein found any modification of the glycaemia or any measurable defect of glucose
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tolerance in the exposed females (Figure 1B and 1I), these data on gene expression suggest

that this pathway might be directly targeted by pollutants.

Validation of gene expression by RT-qPCR

To support and extend the microarray data, real-time PCR was performed on some
representative genes belonging to the different groups discussed above (Fig. 3). For some of
them, a real-time PCR was also performed using samples from the liver of male sibling mice
(Suppl. Data 2). Indeed, in mice fed a standard diet, pollutant-exposed females but not
pollutant-exposed males had a significant decreased expression of Cypla2, Sqle and Cyp51.
This sex-dependency was not observed in mice fed a HFHS diet where the expression of these

genes was significantly decreased in both male and female livers (Fig.3 and Suppl. Data 2).

DISCUSSION

In this study, we characterized global changes in hepatic gene expression induced by
lifelong exposure to a mixture of pollutants in female mice fed a standard diet, along with sex-
specific metabolic disturbances and compared this signature to the transcriptomic changes
provoked by a high-fat high-sucrose diet in the absence of pollutant. Our data highlight 4
main pathways that were clearly targeted by both treatments: xenobiotic/drug metabolism,
steroid/cholesterol metabolism, fatty acid/lipid metabolism and the circadian clock.
Importantly, these pathways appeared to be affected by different, but overlapping mechanisms
along with the treatment considered. Changes in gene expression levels may explain the
subtle modifications in lipid homeostasis observed in females upon exposure to the pollutants.
This result has important repercussions for our understanding of the combined deleterious
effects of pollutants observed in situations of hypercaloric diet and obesity (7, 8, 14, 15).
Furthermore, the discovery that a low-dose mixture of pollutants can markedly alter the
circadian clock in the liver of the exposed animals provides a novel mechanism to explain the

in vivo metabolic impacts of the chemicals.

Intending to approach a realistic scenario, the mixture of pollutants was made
of low-dose chemicals in the range of the tolerable daily intake (TDI) doses defined by
international agencies for humans (38). In addition, the chemicals included in the mixture are
prototypes of widespread and persistent (TCDD, PCB153) or short-lived (BPA, DEHP)
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pollutants. Specifically, dioxins and PCBs are lipophilic and even though their production is
limited (dioxins) or banned (PCBs), they still biomagnified up the food chain; bisphenols and
phthalates are found in daily consumables and can leach from food and beverage containers
and packaging to cause contamination. Moreover, these chemicals have previously been
reported as having estrogeno-mimetic activities and being of high concern for human health
because of their links with metabolic diseases in epidemiological and experimental studies (1,
4,10, 39). Thus, and although we did not monitor the impact of each chemical individually
(impeding the demonstration of additive or synergistic effects between the chemicals of the
mixture), our data provide strong evidence that low-dose pollutants when consumed in

mixture all lifelong could markedly affect liver metabolism.

The protocol used herein was adapted from the previously described mouse model of
lifelong exposure (9) with mice fed a standard diet containing the mixture of pollutants
instead of a HFHS diet. Of note, in neither situation was body weight modified by pollutant
exposure. Furthermore, the consumption of the pollutants added to a standard diet did not
provoke the same metabolic defects than those observed when the mice were fed a HFHS diet
(9). However, there was also a marked sex-dependency as it was previously the case in the
presence of HFHS diet (9). This indicated that the low-dose mixture of pollutants used herein
may potentially exert some selective effects on the estrogen pathway as it was suspected in
our previous study (12). However, in the context of a standard diet, we did not find any
modification of the hepatic estrogen signaling coupled to deterioration of glucose intolerance
(not shown) as previously observed under HFHS diet (9). In contrast to the strong metabolic
modifications induced by pollutants in an obesity context, we found herein more subtle
alterations of lipid homeostasis. Specifically, there was a trend for enhanced TG levels in
plasma and its significant doubling in liver; no change in cholesterol levels in the liver but a
significant decrease of CEs in plasma. These changes were not detected in males born from
the same dams fuelling the concept of a sex-dependency of the pollutant-induced effects.
These modifications occurred in the absence of any change in glucose tolerance and fasting
glycaemia or of any substantial significant alterations of insulin sensitivity. Despite this,
several genes related to insulin signaling and glucose homeostasis exhibited a significant
altered expression upon pollutant exposure. They included genes encoding the Insulin
Receptor, its two main intracellular substrates (IRS1 and IRS2), the p85 alpha subunit of
phosphatidylinositol 3-kinase, important negative regulators of insulin signaling (PTEN, SIK,
GRB14) (36, 40, 41), but also Pepck encoding the rate-limiting enzyme of gluconeogenesis
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and Cebpb encoding C/EBP its transcriptional regulator (37). These findings suggest that
insulin signaling and glucose homeostasis might be directly targeted by pollutants. However,
the mechanisms involved certainly differ from those induced with a HFHS diet because the

set of genes targeted by both challenges did not fully overlap.

Nuclear receptors are the gatekeepers of the normal function of the liver and our data
support the implication of at least CAR and PPARa in the response to pollutant exposure.
Interestingly, xenosensors well illustrate how xenobiotic metabolism and energy homeostasis
are interrelated in that, on the one hand they bind with low-affinity to endobiotics (i.e., free
fatty acids, eicosanoids, steroids) to regulate nutrient homeostasis between the fed and fasting
states and, on the other hand, they can recognize some xenobiotics and drugs to metabolize
them and promote their clearance through the regulation of phase I, II and III xenobiotic
metabolizing genes (1, 42). The fact that there were few differences between both treatments
(i.e. pollutant exposure and HFHS diet) regarding the list of genes related to the drug
metabolizing pathway is consistent with the hypothesis that the chronic exposure to the
mixture of low dosed pollutants resulted more in a metabolic disruption than in a

toxicological response.

A number of genes involved in fatty acid oxidation were up-regulated in the liver of
pollutant-exposed female mice which would globally indicate an activation of PPARa even
though its mRNA level did not change. Indeed, activation of PPARa is normally related to an
enhanced lipid clearance in the liver. Furthermore, Esrra, encoding a potent regulator of beta-
oxidation genes (24), could as well be implicated. Its expression level was enhanced upon
pollutant exposure and it was shown that BPA could modulate its expression and activity (43).
However, mechanisms initiated upon pollutant exposure differ from those induced by the
HFHS diet because Nricl (Ppara) mRNA expression level was significantly increased in
HFHSveh female livers and also because there were differences in the list of genes related to
fatty acid oxidation between the treatments. Apart from fatty acid oxidation, genes related to
fatty acid and triglyceride synthesis and to lipid droplet accumulation were markedly affected
by pollutant exposure and, as expected, by HFHS feeding. Again, differences were observed
in the specific gene lists, pointing distinct but partly overlapping mechanisms. For example,
several genes related to lipid droplet deposition (Lpini, Cidec, Fitm2) were up-regulated only
upon exposure to pollutants, which is consistent with the observed doubling in hepatic TG
measured in the liver of STpol female. More studies will aim at better defining the role of

these genes in the cascade of events from pollutant exposure to the metabolic phenotype
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observed. The transcription factors that may orchestrate the regulation of these genes remain

also to be identified.

Another interesting result is related to cholesterol metabolism. Comparing the genes
the most robustly induced by both treatments (ie, pollutant exposure and HFHS feeding),
several genes commonly regulated were related to cholesterol biosynthesis, indicating that
this pathway constitutes a strong common target, although the sets of altered genes were not
fully identical. Regarding the de novo cholesterol biosynthetic pathway, it was remarkable
that most key genes from this pathway were significantly down-regulated with both
treatments, with one notable exception concerning Hmgcr, encoding the rate-controlling
enzyme, which was down-regulated only in HFHS. In addition, the expression level of
Cyp7al was significantly increased with both treatments suggesting higher conversion into
bile acids than in STveh female mice. These data are consistent with the reduction in
circulating cholesteryl ester and total cholesterol observed in female mice exposed to
pollutants. For HFHSve#, the intake of cholesterol from the diet probably stimulated the
classical negative feedback regulation involving reduction in the expression of Srebf2, Insigl
and 2, Scap and several cholesterol transporters. However, the mechanisms leading to the
inhibition of the cholesterol biosynthesis pathway upon pollutant exposure might be different.
A comprehensive search of response elements present in the promoter of the down-regulated
genes but not in Hmgcr may help at defining which transcriptional factor(s) could convey the
inhibition of expression. Alternatively effects observed on this pathway might be the
consequence of a strong deregulation of the circadian clock induced by pollutant exposure.
Indeed, several studies pointed out the impact of the circadian clock on cholesterol and bile
acid homeostasis (44, 45).

As a matter of fact, another new finding of the present study is the observation that
lifelong exposure to a low-dose cocktail of pollutants impacts the clock genes in the liver of
female mice. Circadian rhythms are generated by feedback loops in core clock gene
expression. In mammals, the two helix-loop-helix transcription factors CLOCK and BMAL1
heterodimerize and drive the expression of downstream target genes among which are the Per
(period) and Cry (cryptochrome) genes. Once PER and CRY proteins have reached a critical
concentration, they attenuate the CLOCK/BMAL1-mediated activation of their own genes in
a negative feedback loop (29). A number of studies have identified large lists of genes directly
depending on the Clock genes and exhibiting rhythmic expression in the liver and other

tissues (32, 46). Among these genes, many of them are related to the xenobiotic metabolism
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as well as to lipid and steroid metabolisms that were found altered in response to pollutant
exposure in the present study. These original findings confirm and extend prior studies
describing the effects of pollutants and chemicals on several members of the circadian clock,
such as dioxin (47) or DEHP (48) in rodent models. BPA was also shown to alter the
circadian rhythmic pathway-associated genes, including Clock, in a fish model (49). It
remains to be elucidated in future studies if the pollutant-induced changes observed herein in
the mRNA expression of genes related to the xenobiotic metabolism as well as to lipid and
steroid metabolisms may be downstream consequences of the regulation of the circadian
clock. Notwithstanding, this study is the first report of a coordinated regulation of the main
core clock genes in the liver of female mice exposed to a mixture of low-dose pollutants.

To conclude, we herein confirmed and extended our previous findings (9, 12), that
demonstrated a metabolic impact of a lifelong exposure to a mixture of low-dosed food
pollutants in a mouse model, in the absence of toxicological and obesogenic effects.
Characterization of the sex-dependency and definition of the potential role of the adipose
tissue in the hepatic TG accumulation in pollutant-exposed females will await further studies.
Worthy of note, the present study originally gave a special emphasis on circadian clock as a
critical target of pollutant exposure in the liver of female mice. Its alterations could be
responsible for the modifications observed in the expression of genes related to xenobiotic,
steroid and fatty acid metabolisms. It also clearly shows that pollutants and HFHS diet affect
common metabolic pathways, but by different, albeit overlapping, mechanisms. This is highly
relevant for understanding the synergistic effects between pollutants and the obesogenic diet

reported in literature.
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Legends

Figure 1: (A) Body weight recorded from weaning in female mice fed standard diet plus vehicle or the
mixture of pollutants (STveh or STpol, respectively). Solid lines correspond to STveh and dotted lines
to STpol mice. Results are expressed as means + SEM; n>10 for each point. (B) Blood glucose and
plasma insulin (C), FFA (D), triglycerides (E) and cholesterol levels (F) measured in the liver of 12
wk-old female mice. Results are means = SEM; n>5 *P<0.05 vs STveh. (G) Triglycerides (TG) and
(H) total cholesterol level measured in liver of 12 wk-old female mice. Results are means = SEM;
n=5. *P<0.05 vs STveh. (I) Glucose Tolerance Test and (J) Insulin Sensitivity Test performed on 11
wk-old female mice. AUCs were calculated from each corresponding curve. Results are expressed as

means = SEM; n>6 at each point.

Figure 2: Venn diagram from differentially expressed annotated genes in response to pollutants
(STpol) and to high-fat (HFHSveh). KEGG pathway analyses were performed using STpol/
annotated genes (red), HFHSve/ annotated genes (green) or common annotated genes (blue) according
to the p-value (first numbers and arrows with solid lines) or to the adjusted p-value (numbers in

brackets and dotted arrows).

Figure 3: Real-time PCR for genes belonging to the Drug related pathway (A), the Sterol related
pathway (B), the Fatty acid and PPAR signaling pathways (C) and the Circadian rthythm (D). Results

are expressed as means = SEM; n>3.
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Type of gene regulation

STpol vs STveh

HFHSveh vs STveh

Phase-| cytochromes P450 xenobiotic-metabolizin,

enzymes

up-regulation by both treatments

Cyp2a4 (1.39); Cyp4a14 (2.06), Cyp4a31 (1.81),
Cyp4a10 (1.82), Fmo2 (1.82); Aldh3a2 (1.58),
Fmo5 (1.39), Ephx2 (1.39), Akr1c14 (1.22);
Por (1.82)

Cyp2a4 (1.33); Cyp4a14 (1.76), Cyp4a31 (1.70),
Cyp4a10 (1.69); Fmo2 (1.55), Aldh3a2 (1.64),
Fmo5 (1.51), Ephx2 (1.40), Akr1c14 (1.34);
Por (1.45)

down-regulation by both treatments

Cyp1a2 (0.79); Cyp2c29 (0.80), Cyp2r1 (0.73),

Cyp2c54 (0.82); Aox3 (0.77)

Cyp1a2 (0.55); Cyp2c29 (0.80), Cyp2r1 (0.69),

Cyp2c54 (0.59); Aox3 (0.81)

linverse regulation depending on treatments

Cyp2u1 (1.26)

Cyp2u1 (0.77)

Iregulation only by either one of the treatment

Cyp2j5 (0.759), Cyp2c68 (0.687), Cyp2c67 (0.654),
Cyp2c70 (0.538); Cyp4a32 (1.74), Cyp4af14 (0.54);
Fmo3 (2.19), Ephx1 (1.22), Nqo2 (0.77),
Sdr9c7 (0.77), Aldhb1 (0.74), Ces2e (0.70)

Cyp2a22 (2.17), Cyp2d40 (1.51), Cyp2¢c38 (1.30),
Cyp2c39 (0.78), Cyp2c44 (0.77), Cyp2c50 (0.77),
Cyp2c37 (0.73), Cyp2g1 (0.59), Cyp2j9 (0.58);
Cyp3a13 (1.23); Cyp4al2a (0.54); Cela1 (15.87),
Aldh1a1 (1.34), Esd (1.22), Prdx6 (1.25),
Suox (1.23), Ces2a (0.63), Ces2c (0;68)

Phase-Il metabolizing enzymes

up-regulation by both treatments none
Gstm1 (0.77), Gstm2 (0.70), Gstm3 (0.69), Gstm1 (0.69), Gstm2 (0.67), Gstm3 (0.59),
down-regulation by both treatments Gstm7 (0.61), Gstm6 (0.58), Gstm4 (0.53); Gstm7 (0.76), Gstm6 (0.41), Gstm4 (0.0.64);
Sult5a1 (0.64), Sult2a7 (0.53) Sult5a1 (0.53), Sult2a7 (0.46)
linverse regulation depending on treatments none

regulation only by either one of the treatment

Tpmt (0.80); Gstm5 (0.76); Sult1b1 (0.79);
Pgd (0.75), Ggct (0.69)

Gstk1 (1.26), Gstp1 (0.67), Gstp2 (0.68);
Sult1c2 (1.38), Sult2a3 (2.15), Sult3a1 (0.34);
Ugt3a1 (1.38)

Phase-IIl xenobiotic transporters

up-regulation by both treatments

Abcb1a (1.70)

Abcb1a (1.53)

down-regulation by both treatments

none

linverse regulation depending on treatments

none

regulation only by either one of the treatment

Abcb1b (1.48), Abced (1.41), Abce3 (1.36),

Abcc6 (0.75), Abcb11 (0.72)

Abcb9 (1.66); Slc47a1 (1.28), Slco1b2 (1.20)

enosensors
up-regulation by both treatments Nr1i3 (1.43) Nr1i3 (1.21)
down-regulation by both treatments none
linverse regulation depending on treatments none
regulation only by either one of the treatment none Ppara or Nric1 (1.21)
no regulation Ahr, Nr1i2

Table 1: Differentially expressed genes linked to the Drug-related pathway. Numbers in brackets refer

to the corresponding fold changes.
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Type of gene regulation

STpol vs STveh

| HFHSveh vs STveh

Cholesterol synthesis

up-regulation by both treatments

none

down-regulation by both treatments

Cyb5r3 (0.68), Hsd17b7 (0.67), Fdft1 (0.65),
Sc5d (0.56), Pmvk (0.46), Cyp51 (0.44),
Lss (0.44), Mvk (0.43), Mvd (0.40),
Hmgcs1 (0.39), Dher7 (0.39), Nsdhl (0.38),

Cyb5r3 (0.69), Hsd17b7 (0.47), Fdft1 (0.48),
Sc5d (0.63), Pmvk (0.35), Cyp51 (0.24),
Lss (0.36), Mvk (0.42), Mvd (0.26),
Hmgcs1 (0.27), Dher7 (0.27), Nsdhl (0.36),
Sgle (0.15), Fdps (0.24, Idi1 (0.21)

linverse regulation depending on treatments

Sqle (0.38), Fdps (0.37), Idi1 (0.37)
Ebp (0.79), Acat2 (0.52)

Hmgcr (0.56), Sc4mol (0.35)

Iregulation only by either one of the treatment

none

Cholesterol regulation and transport

up-regulation by both treatments

Osbpl5 (2.11)

Osbpl5 (1.94)

down-regulation by both treatments

Scap (0.74), Soat2 (0.68), Sigmar1 (0.66),
Insig2 (0.63), Abca2 (0.61), Abca8b (0.60),
Insig1 (0.60)

Scap (0.76), Soat2 (0.83), Sigmar1 (0.62),
Insig2 (0.61), Abca2 (0.77, Abca8b (0.60),
Insig1 (0.50)

inverse regulation depending on treatments

Abcal7 (1.25)

Abca17 (0.69)

regulation only by either one of the treatment

Abcab (1.23), Abca3 (0.77); Npc1 (1.27)
Lipa (0.81)

Scp2 (1.27), Nr1h3 (1.16), Npc2 (0.81),
Stard4 (0.72), Srebf2 (0.64)

Bile salt synthesis, regulation and transport

up-regulation by both treatments

Cyp7a1 (2.14), Nrih4 (1.15),

Cyp7a1 (3.84), Nr1h4 (1.19),

down-regulation by both treatments

Fgfr4 (0.87)

Fgfr4 (0.84)

linverse regulation depending on treatments

Cyp39a1 (1.37)

Cyp39a1 (0.62)

regulation only by either one of the treatment

Abcb11 (0.72), Hsd3b7 (0.62)

Hsd17b4 (1.26), Cyp27a1 (0.70)

Table 2: Differentially expressed genes linked to the Sterol-related pathway. Numbers in brackets
refer to the corresponding fold changes.
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Type of gene regulation |

STpol vs STveh

| HFHSveh vs STveh

Fatty acid and triglyceride synthesis and transport

up-regulation by both treatments

Plin4 (2.44), Acot3 (1.96), Acot5 (2.44),
Acot4 (1.87), Acsm3 (1.40), Agpat1 (1.48),
Agpat9 (1.66), Lpgat1 (1.50), Acot8 (1.22)

Plin4 (2.15), Acot3 (2.14), Acot5 (1.86),
Acot4 (1.55), Acsm3 (1.47), Agpat1 (1.45),
Agpat9 (1.37), Lpgat1 (1.27), Acot8 (1.26)

down-regulation by both treatments

Tecr (0.78), Acly (0.77), Acsl5 (0.66),
Fasn (0.56), Acss2 (0.38)

Tecr (0.78), Acly (0.74), Acsl5 (0.72),
Fasn (0.51), Acss2 (0.31)

linverse regulation depending on treatments

Lpin1 (1.21)

Lpin1 (0.58)

Iregulation only by either one of the treatment

Acot1 (2.43), Cidec (2.07), Acot2 (1.64),
Fitm2 (1.62), Slc27a1 (1.34), Lpin2 (1.29),
Slc27a2 (1.28), Lpin3 (0.82), Acot9 (0.82),

Acsm1 (0.76), Gpat2 (0.74)

Mogat1 (2.85), Cd36 (1.85), Acot11 (1.71),

Achd4 (1.34), Dgat2 (1.30), Agpaté (1.28),

Acot13 (1.26), Acaca (0.76), Acsl4 (0.65),
Aacs (0.60)

Fatty acid oxidation and lipid catabolism

up-regulation by both treatments

Acadm (1.43), Acaalb (1.41), Acaala (1.33),
Mgll (1.32), Acad11 (1.25)

Acadm (1.37), Acaalb (1.71), Acaala (1.30),
Mgll (1.34), Acad11 (1.22)

down-regulation by both treatments

none

linverse regulation depending on treatments

Pnpla2 2)

Pnpla2 (0.80)

Iregulation only by either one of the treatment

(1.2
Cptib (1.46), Cptla (1.32), Eci3 (1.29),
Slc25a20 (1.27), Eci2 (1.27), Acox1 (1.21),
Crot (0.74)

Hao2 (2.11), Eci1 (1.34), Hadh (1.25),
Decr1 (1.25)

Other fatty acid metabolism-related genes

up-regulation by both treatments

Lrp4 (1.61), Apoa4 (1.57), Esrra (1.41),
Apol7a (1.32)

Lrp4 (1.39), Apoad (1.93, Esrra (1.45),
Apol7a (1.66

down-regulation by both treatments

Apom (0.77), Pltp (0.74), Fabp12 (0.71),
Ptgds (0.66)

Apom (0.75), Pltp (0.74), Fabp12 (0.73),
Ptgds (0.44)

linverse regulation depending on treatments

Ldlrad3 (1.41)

Ldlrad3 (0.73)

regulation only by either one of the treatment

Mfsd2a (3.51), Angptl4 (1.41), Mia2 (1.26),
Ppargc1b (1.25), Gpihbp1 (0.81), Lipc (0.80)

Fabp2 (1.98), VidIr (1.77), Apol7c (1.63),
Fabp7 (1.38), Lrp3 (1.27), Pparg or Nr1c3 (1.24),
Apold1 (0.72), Pdk4 (0.54)

Table 3: Differentially expressed genes linked to the fatty acid-related pathway. Numbers in brackets
refer to the corresponding fold changes.
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Type of gene regulation | STpol vs STveh | HFHSveh vs STveh

Core clock

up-regulation by both treatments Per2 (2.12), Rorc (1.86), Per3 (1.64) Per2 (1.89), Rorc (1.53), Per3 (1.51)
down-regulation by both treatments Clock (0.72), Nr1d1 (0.54), Arntl (0.42) | Clock (0.83), Nr1d1 (0.64), Arntl (0.49)
inverse regulation depending on treatments none

regulation only by either one of the treatment Per1 (2.74), Nr1d2 (1.37), Cry2 (1.36) | none

Clock regulators

up-regulation by both treatments Usp2 (5.84), Ccrndl (3.47), Ciart (2.75) | Usp2 (3.25), Ccrndl (2.81), Ciart (1.73)
down-regulation by both treatments Pml (0.79), Id2 (0.44) Pml (0.77), 1d2 (0.48)

inverse regulation depending on treatments none

regulation only by either one of the treatment Sik1 (2.02), Adora1 (1.84), Crem (0.75) | Prox1 (1.21), Csnk1e (0.83), Atf4 (0.75)

Table 4: Differentially expressed genes linked to the Circadian rhythm pathway. Numbers in brackets
refer to the corresponding fold changes.
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Type of gene regulation

STpol vs STveh

HFHSveh vs STveh

Insulin signaling and regulators

up-regulation by both treatments

Pik3r1 (1.36), Vnn1 (1.99)

Pik3r1 (1.31, Vnn1 (2.02)

down-regulation by both treatments

Irs2 (0.76), Grb14 (0.78)

Irs2 (0.79), Grb14 (0.73)

inverse regulation depending on treatments none

reguiation only by either one of the treatment Sik1 (2.02), fren ((3 512))' Insr (1.21), Mfn2 (1.23), Trib3 (0.51)
Gluconeogenesis

up-regulation by both treatments none

down-regulation by both treatments none

linverse regulation depending on treatments none

Iregulation only by either one of the treatment

Slc37a4 (1.64), Pck1 (1.70), Cebpb (1.54)

none

Table 5: Other genes involved in metabolic pathways and differentially expressed genes. Numbers in
brackets refer to the corresponding fold changes.

30




I

0.30 -
0.20 -
0.10 -
0.00 -

(jw/Bu) ulnsul ewse|d
c L

A.:_OEEV omoos_m pooig

——STveh
--u--STpol

T T
o o o
N -

(6) ybram Apog

<

8 10 12

6
weeks after birth

cholesteryl ester

| g 3
5 > Q
8 = -

g 8 » 0

s S [

[T} <

o o

T

e

0,. © © < ~ o

- o o o o o

Jwi/Bw

LL

@t N9 ®es oo N B S 0

- = v O O ©O o o N - - o

(Ww) apr1aoA|BLIL (40| Bu/Br)
(11 |oJa}sajoyo |ejo)
L
I *
O (yown) v (D (4oA1 Bwyjjowu) 9

0.08

p=i

o © o o
S © © ©
S © © o
© 1 ¥ ®

ujwQg/0 dwn % 9s09Nn|6 NV

120 -

-

o o o
S o
e o
N -

\\

1

]

1

|

]

1

\
- T T T T
© © O O o o
© 0 © < N
-

(0 awn jo %) asoon|b

(7/1oww) asoon|b

45 60

30
Time (min)

15

o

——STveh
--8--STpol

Time (min)

Figure 1

31



Fold-

KEGG Pathway Adj p-value
immu00100:Steroid biosynthesis 7.35 1.48E-04
immu00982:Drug metabolism 3.50 1.67E-04
mmu01040:Biosynthesis of unsaturated fatty acids 5.09 1.38E-03
immu00980: of bioti 3.22 1.52E-03
mmu00900:Terpenoid backbone biosynthesis 7.14 1.85E-03
mmu03320:PPAR signaling pathway 2.85 3.67E-03
mmu00480:Glutathione metabolism 337 4.04E-03
immu04710:Circadian rhythm 6.73 5.90E-03
mmu00071:Fatty acid metabolism 3.33 1.23€-02

Fold-

KEGG Pathway Adj p-value
Immu04710:Circadian rhythm 26.59 2.53E-03
Immu00100:Steroid biosynthesis 16.27 8.03E-02

Fold- .
KEGG Pathway Enrichment Adj p-value
mmu00100:Steroid biosynthesis 9.71 3.72E-07
mmu00982:Drug metabolism 3.85 1.73E-05
mmu03320:PPAR signaling pathway 3.48 1.30E-04
mmu00830:Retinol metabolism 3.64 1.90E-04
mmu00980:Metabolism of xenobiotics 3.54 4.47€-04
mmu00071:Fatty acid metabolism 3.67 6.76E-03
:Terpenoid backbone biosynthesis 6.88 7.40E-03
6.35 3.32E-02
HFHSveh
Fold- i
KEGG Pathway Erichment Adj p-value

mmu00100:Steroid biosynthesis 36.35 1.24E-06

>immu00980: bolism of bi 9.36 2.98E-03

mmu00982:Drug metabolism 8.24 4.07€-03

mmu00830:Retinol metabolism 7.79 1.62E-02

mmu00591:Linoleic acid 9.60 2.33E-02

Fold-

KEGG Pathway i Adj p-value
mmu00100:Steroid biosynthesis 13.11 1.45E-04
mmu00900:Terpenoid backbone biosynthesis 11.94 4.28E-03
Immu00982:Drug metabolism 4.46 4.58E-03
mmu01040:Biosynthesis of unsaturated fatty acids 7.22 1.14E-02
mmu03320:PPAR signaling pathway 3.88 1.36E-02
mmu04710:Circadian rhythm 10.71 2.19E-02
mmu00980: ism of ioti 3.80 4.72E-02

Figure 2
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Supplemental data 1

Composition of the diets:

Standard + vehicle High fat High sucrose diet + vehicle
% mass %kcal % mass Y%kcal
diet fat 3.2 34.3
added corn oil 7.0 5.1
Total fat 10.2 31.2 39.4 63.0
33.2
35.6 .
Carbohydrates (maltodextrin + 48.2 (malto;:iextrln 23.6
starch) 50% +
sucrose 50%)
diet protein 14.6 18.8
protein from gelatin 0.7
|Protein 15.2 20.6 18.8 13.4
|kca|lg 3.0 5.6
Primers used in RT-qPCR:
sequences: 5'->3'
gene symbol RefSeq Accession Number Forward Reverse

Arntl NM_007489 CTG CCT GGA AGG AAG TTACA AAG GTC CAC AGG ATTTGACT
Cidec NM_178373;NM_001301295 TGG CAC AAT CGT GGA GAC AG AGA GGG TTG CCTTCACGTTC
Cyp1a2 NM_009993 TCATCC TGG AGATCT ACC GA TGACCTGCCACTGGTTTATG
Cyp4a10 NM_010011 AAG AAG CTC CACTGATTC TG ATG GAG AAA CTC GTG TGAGG
Cyp4ai14 NM_007822.2 TGG GGG CAC CAT CTG AAGGAC A TCC GCC GAT GCTGGA A
Cyp7a1l NM_007824.2 TAC AGA GTG CTG GCC AAG AG AGT GAA GTC CTC CTT AGC TG
Cyp51 NM_020010 AGT GCC TGG ATGGGC TTC TT GGA GGC CTC AGT CTT AGT GT
Fabp2 NM_007980 ACC TCT CGG ACA GCA ATC AG CTT TCC CTA CAG TCT AGC AG
Fasn NM_017332 GTG CAC CCC ATT GAAGGT TCC GGT TTG GAA TGC TGT CCA GGG
Gusb NM_010368 CTT CAT GAC GAA CCAGTC AC GCA ATC CTC CAG TATCTC TC
Hmgcr NM_008255 CCG GCC TGT GTG TCG CTG GT CCA GCG ACT ATG AGC GTG AA
Per1 NM_0011065;NM_001159367TGA GCC AGA GGC CAG ATT G TGT ATG GCT GCT CTG ACT G
Soat2 NM_ 146064 GCT CTATGC CTG CTT CAT CC GTC TCC AAA CCG CAG CATCT
Sqle NM_009270 CTC AGT GAA CAA ACG AGG CG TTT TCG GAG CTG ATG CAA GG
Stat5b NM_001113563,NM_011489 |GGC TAT GTG GAT ACAGGC TC GCT GGG TGG CCT TAATGT TC
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Suppl. Data 2: (A) Body weight recorded from weaning for male mice fed standard diet plus vehicle or the mixture of
pollutants. Blood glucose (B) and plasma insulin (C), FFA (D), triglycerides (TG) (E), total cholesterol and cholesteryl
ester (F) measured in male mice. (G) Hepatic total cholesterol and (H) TG measured in male mice. (I) Glucose
Tolerance test and (J) Insulin sensitivity test performed on 11 wk-old male mice. Results are expressed as means +
SE, *P<0.05 vs STveh (n26). (K) Real-time PCR performed on the liver of male mice. For an easier comparison with
the hepatic expression in female mice, the same units than in Fig.3 have been used. Results are expressed as means
+ SEM, n=5.
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Suppl. Data 3: (A) Body weight recorded from weaning for female mice fed High Fat High Sucrose (HFHS) diet plus
vehicle. Blood glucose (B) and plasma insulin (C), FFA (D), triglycerides (TG) (E), total cholesterol and cholesteryl
ester (F) measured in HFHS-fed female mice. (G) Hepatic total cholesterol and (H) TG measured in HFHS-fed female
mice. (I) Glucose Tolerance test and (J) Insulin sensitivity test performed on 11 wk-old HFHS-fed female mice. AUCs
were calculated from each corresponding curve. Results are expressed as means * SE, *P<0.05 vs STveh (n25).



A

Fold- . Fold- .

KEGG Pathway Enrichment Adj p-value KEGG Pathway Enrichment Adj p-value
mmu03320:PPAR signaling pathway 5.53 4.70E-05, mmu03320:PPAR signaling pathway 5.14 3.41E-04
mmu00071:Fatty acid metabolism 5.83 8.37E-03 mmu00561:Glycerolipid metabolism 4.93 3.72E-02
mmu01040:Biosynthesis of unsaturated fatty acids 7.55 1.14E-02

HFHSveh
Fold-
E . s
KEGG Pathway Erichment Adj p-value
mmu03320:PPAR signaling pathway 8.38 1.02E-03
mmu01040:Biosynthesis of unsaturated fatty acids 13.62 1.60E-02
mmu00071:Fatty acid metabolism 9.81 1.76E-02
Fold- . Fold- -

KEGG Pathway Enrichment Adj p-value KEGG Pathway Enrichment Adip-value
mmu00100:Steroid biosynthesis 12.88 2.13E-06 mmu00100:Steroid biosynthesis 16.95 1.20E-08
mmu00980:Metabolism of xenobiotics 4.31 1.38E-03 mmu00980:Metabolism of xenobiotics 5.95 8.77E-06
mmu00982:Drug metabolism 4.09 1.47E-03 mmu00982:Drug metabolism 5.24 3.12E-05
mmu00900:Terpenoid backbone biosynthesis 10.95 1.53E-03 mmu00900:Terpenoid backbone biosynthesis 11.23 4.33E-03
mmu00480:Glutathione metabolism 4.21 1.31E-02 mmu00830:Retinol metabolism 3.85 2.93E-02
mmu00260:Glycine, serine and threonine metabolism 5.48 1.55E-02 mmu00591:Linoleic acid metabolism 4.56 3.90E-02

STpol HFHSveh

Fold- n
KEGG Pathway Erichment Adj p-value
mmu00100:Steroid biosynthesis 27.00 6.46E-07
mmu00900:Terpenoid backbone biosynthesis 20.49 3.79E-03
mmu00980:Metabolism of xenobiotics 6.96 4.31E-03
mmu00982:Drug metabolism 6.12 7.25E-03
mmu00480:Glutathione metabolism 6.62 3.86E-02

Suppl. Data 4: Venn diagram from up-(A) or down-(B) regulated genes in response to pollutants (STpo/) and
to the high-fat high sucrose diet (HFHSveh). KEGG pathways analyses were performed using STpo/ annotated
genes (red), HFHSveh annotated genes (green) or common annotated genes (blue).






Discussion Génerale




Le probléme des PE est un vrai défi pour les scientifiques mais aussi pour les autorités
sanitaires et politiques en charge de I’évaluation du risque et de la prise de décisions, qui
réglementent la fabrication et I’utilisation des produits. La problématique se complexifie
encore lorsque les mélanges sont pris en considération. Or, dans notre environnement, que ce
soit par les aliments, I’air, I’eau, ou méme les cosmétiques, nous sommes exposé€s a une
multitude de polluants, dont un certain nombre ont été décrits comme PE. Et méme si cette
exposition se fait rarement a forte dose, elle est chronique et passive, et couvre toutes les

étapes de la vie depuis les premieres phases du développement embryonnaire.

Le travail présenté dans cette thése porte sur I’impact d’'un mélange de polluants sur le
métabolisme lipidique et glucidique dans un mod¢le souris. L’originalité de cette étude réside
dans le développement d’un modele d’exposition environnementale a un mélange de
polluants permettant de s’approcher d’une exposition réaliste. En effet, nous avons utilisé un
mélange hétérogéne de polluants, qui ont chacun une activit¢ PE identifiée et activent des
voies de signalisation différentes, ce qui ne permet pas de prédire D’effet résultant. Les
polluants du mélange incluent a la fois des polluants lipophiles et persistants et des polluants a
courte demi-vie mais largement présents dans I’environnement. Ils ont été utilisés a des doses
faibles, de 1’ordre de la dose sans effet chez I’homme (DJT). L’exposition est chronique
puisque les polluants sont ajoutés a la nourriture (obésogene ou standard) et les souris
nourries trois fois par semaine. Enfin, I’exposition recouvre toute les périodes de la vie,
incluant les phases de gestation et lactation qui sont connues pour étre des périodes de

vulnérabilité.

En utilisant ce modele expérimental, les travaux présentés dans cette thése ont permis

d’apporter des €¢léments nouveaux sur la compréhension des effets d’un mélange de PE :

— Les polluants, lorsqu’ils sont administrés aux doses qui ont été¢ déterminées sans
effet chez I’animal (NOAEL) sont reprotoxiques en mélange, puisque nous avons
observé une diminution du nombre de petits par portée et de leur survie dans les

premiers jours de vie.
— Le mélange de polluants administrés aux doses DJT, qui sont 500 a 1000 fois

inférieures a la dose NOAEL pour chacun des polluants du mélange, entrainent des

effets métaboliques adverses en absence d’effet obésogene.
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— L’impact métabolique résultant du mélange de PE a la dose DJT dépend de 1’age,

du sexe et du contexte nutritionnel.

— L’analyse transcriptomique comparée des foies de femelles non-obéses exposées
aux polluants et de femelles obéses non-exposées révele que la réponse aux

polluants est davantage une réponse métabolique qu’une réponse toxicologique.

De I’ensemble de ces résultats présentés et discutés dans les 3 articles de ma these, cing

points essentiels transversaux seront repris dans cette discussion générale :

1. La pertinence des doses des PE utilisées dans le mélange

2. L’intérét d’étudier les deux sexes

3. Les effets du mélange : effets combinés ou propre a chaque PE ?

4. La comparaison des impacts métaboliques d’un régime obésogeéne avec ceux

induits par une exposition au mélange de PE

5. Les limites de notre mod¢le expérimental

1. Pertinence des doses des PE utilisées dans le mélange

Les doses environnementales auxquelles nous sommes exposés et la charge pondérale en
polluants dépendent grandement de Ila localisation géographique (pays en voie
d’industrialisation, milieu urbain ou rural) et des habitudes alimentaires (alimentation issue de
préparations industrielles). Dans notre modele expérimental, le choix a été fait d’utiliser des
doses non-toxiques chez 1’animal. A la suite de la mise en évidence d’effets toxiques a la dose
NOAEL nous avons utilisé¢ les doses DJT de chaque polluant qui sont 500 a 1000 fois
inférieures. Nos données sont donc une preuve de concept que les polluants peuvent agir de
manicre cumulative ou synergique pour induire des effets métaboliques a des doses ou ils

n’ont individuellement pas d’effet. Nos résultats indiquent alors qu’il devient essentiel de
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repenser 1’évaluation des risques en considérant les effets cocktails pour mieux protéger les

populations des effets métaboliques des polluants environnementaux.

Afin d’estimer la charge pondérale en polluants, un dosage par spectrométrie de masse a
¢été réalisée au centre de recherche Men-Technology-Environment de 'université de Orebro
(Suede). En raison des faibles doses administrées et de la sensibilité de la méthode, seul le
PCBI153 a pu étre dosé dans le foie et le tissu adipeux. Le dosage montre que les souris non-
obeses exposées ont en moyenne 30.9 ng/g de lipides dans le foie et 34.2 ng/g de lipides dans
le tissu adipeux a 12 semaines de vie (résultats non publiés). Ce résultat peut étre comparé

aux valeurs retrouvées chez I’homme dans les différentes études épidémiologiques.

Ainsi, dans la cohorte NHANES, les valeurs rapportées sur 2016 participants issus de la
population générale pour le PCB153 mesuré dans le tissu adipeux par spectrométrie de masse
sont d’environ 48.5 ng/g de lipides (Lee et al., 2006). Dans une seconde cohorte comparant
886 participants adultes espagnols, 7 PCB (dont le PCB153 qui est le plus abondant) ont été
mesurés et le taux cumulé de ces 7 PCB est de 1.76 ng/g de lipides (Gasull et al., 2012). Les
taux mesurés dans une cohorte de 117 japonais sont de 0.15 ng/g de lipides (Tanaka et al.,
2011). Enfin, I’analyse de 692 participants Inuits du Groenland, qui sont des grands
consommateurs de poissons, a montré¢ 808 ng de PCB153 par g de lipides (Jorgensen et al.,

2008).

Ces données montrent donc la pertinence des doses utilisées dans le modele développé, au

moins pour le PCB153.

2. Pertinence a étudier les deux sexes

Si en toxicologie classique ce sont avant tout les males qui ont été étudiés, notamment pour
s’affranchir des effets dus au cycle cestral, la compréhension des effets des PE nécessite de
travailler également chez les femelles. En effet, il n’est plus a démontrer que ’homéostasie
énergétique est régulée par les hormones sexuelles (Mauvais-Jarvis et al., 2013) et un trés
grand nombre de geénes impliqués dans le métabolisme énergétique présentent des €léments de
réponses aux cestrogénes dans leur promoteur (Gao et al., 2008). Par ailleurs, plus de 1000
genes hépatiques ont des niveaux d’expression différents entre les males et les femelles chez

les rongeurs et ceci est lié a la pulsatilité de I’hormone de croissance chez les males (Waxman
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and O’Connor, 2006). II était donc attendu qu’en réponse au mélange de polluants, les effets

soient fortement dépendants du sexe dans nos conditions expérimentales.

Enfin, chacun des 4 polluants constitutif du mélange a été décrit dans la littérature (selon le

contexte hormonale) comme oestrogéno-mimétique (BPA, PCB, dioxine), anti-oestrogénique

(dioxine) ou anti-androgénique (phtalates). Dans les conditions expérimentales développées,

plusieurs des effets décrits du mélange de PE pourraient étre imputables a une action de type

cestrogénique :

L’intolérance au glucose observée chez les femelles obeses de 12 semaines

pourrait étre liée a 1’altération de la signalisation cestrogénique dans le foie.

L’amélioration de I’intolérance au glucose observée chez les femelles de 7
semaines nourries au régime gras pourrait étre liée a une augmentation de I’activité

cestrogénique.

L’altération du métabolisme du cholestérol et la diminution des expressions des
genes impliqué dans sa synthése observée chez les femelles de 12 semaines
nourries avec un régime standard pourrait étre liée a une augmentation de 1’activité
cestrogénique. En effet, il a été montré que I’administration d’cestrogénes sur des
rattes intactes induit une diminution du taux de cholestérol plasmatique (Parini et
al., 2000) et de I’activité¢ des enzymes hépatiques impliquées dans la syntheése du
cholestérol (De Marinis et al., 2008). Les résultats de 1’article 1 soulignent
¢galement que le métabolisme du cholestérol peut étre impacté par 1’exposition
aux polluants chez les males obeses. Mais méme si les deux modeles (males
obeses et femelles non-obeses) présentent une diminution du taux de cholestérol,
les mécanismes impliqués semblent différents. En effet, chez les males obeses, la
diminution du taux de cholestérol semble liée a une augmentation de sa
transformation en acide biliaire et non a une diminution de sa synthése. La bile, en
plus de son role majeur dans la digestion, permet 1’¢limination des xénobiotiques,
au moins chez le rongeur. En effet, il a été montré que la dioxine TCDD (Jackson
et al., 1998) et le BPA (Pottenger et al., 2000) pouvaient étre éliminés via la bile

chez le rat adulte, et de manicre plus importante chez le male que chez la femelle.
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— La perturbation du rythme circadien observée chez les femelles de 12 semaines
peut étre due a une activité cestrogéno-mimétique des polluants. En effet, des
récepteurs aux ocestrogénes ont ¢ét¢ mis en ¢€vidence au niveau du noyau
suprachiasmatique (responsable de la synchronisation des horloges cellulaires des
organes périphériques) a des localisations et des niveaux d’expression différents
selon le sexe (Bailey and Silver, 2014). Au niveau moléculaire, I’horloge est
contrdlée essentiellement par ’action de PER, cible du complexe CLOCK-BMAL,
qui inhibe la transcription de ce complexe. Il a ét¢ montré¢ qu’un élément de
réponse aux cestrogenes est présent dans le promoteur du gene Per2 et qu’ERa

pouvait induire I’expression de Per2 in vitro (Gery et al., 2007).

3. Les effets du mélange : effets combinés ou propres a chaque PE ?

Les effets observés dans notre modele résultent de I’exposition au mélange de PE, ce qui
ne permet pas de déterminer si les effets sont dus a un polluant en particulier ou bien s’ils sont

le résultat d’un effet additif, synergique ou antagoniste entre les polluants du mélange.

Méme si certains résultats sont controversés (voir introduction), chacun des quatre
polluants du mélange a été décrit comme obésogene in vivo ou adipogénique in vitro (Casals-
Casas and Desvergne, 2011; Taxvig et al., 2012). Or, aucun effet obésogene n’est observé en

réponse aux polluants que ce soit en condition obésogéne ou en condition standard.

Dans le foie, un certain nombre de récepteurs nucléaires et de facteurs de transcription
régulent 1’homéostasie lipidique et glucidique et certains d’entre eux sont des cibles
privilégiées des polluants. Il existe ainsi une liste de geénes cibles hépatiques, notamment pour
la dioxine et les phtalates. Ainsi, la majorité des effets induits par les dioxines passent par
I’activation d’AhR, puisque les effets d’une exposition aux dioxines ne sont généralement pas
retrouvés chez la souris KO pour AhR. De méme, les phtalates activent les voies PPAR. Dans
le foie, I’isoforme majoritaire est PPARa et son activation entraine la stimulation de la (-
oxydation. En revanche, le tissu adipeux exprime majoritairement PPARy, qui stimule la
lipogenese (Feige et al., 2010). Les geénes cibles du BPA sont plus difficiles a définir. 11 a été
montré que le BPA peut activer les récepteurs ER, ERR, PPARa et PPARy (Chevalier and
Fénichel, 2015) menant a une diversit¢ d’effets et de genes cibles distincts. Enfin, le
mécanisme d’action du PCB153 reste encore inconnu mais pourrait impliquer CAR et PXR

(Wu et al., 2009).

208



Suivre I’expression de ces genes cibles permet d’appréhender 1’effet individuel du polluant
du mélange. C’est d’ailleurs par ce biais que nous avons démontré que les souris €taient bien
exposées aux polluants puisque nous avons observé une stimulation de 1’expression de
Cyplal (gene cible de AhR) et de Cyp4al4 (géne cible de PPAR«) en présence du mélange
de polluants ajoutés a la dose NOAEL ou 10 fois la dose NOAEL (article 1).

Cependant, si I’induction de certains cytochromes P450 atteste que les souris sont bien
exposées, I’analyse par qPCR dans le foie des animaux exposés révele que les modifications
de I’expression des xénosenseurs et des genes cibles des 4 polluants du mélange identifiés
dans la littérature fluctuent selon le sexe, 1’age et le contexte alimentaire, ne permettant pas de

définir si un ou plusieurs polluant(s) impacte(nt) spécifiquement le paramétre étudié.

4. Comparaison entre les impacts métaboliques d'un régime obésogéne et

ceux induits par une exposition au mélange de PE

En condition physiologique, I’homéostasie lipidique et glucidique dans le foie est régulée
par les phases d’alimentation et de jeline. Dans cette situation, les endobiotiques activent des
récepteurs nucléaires PPARa, AhR, CAR et PXR, qui ont la capacité de reconnaitre des
endobiotiques et des xénobiotiques, et régulent le métabolisme énergétique et celui des
xénobiotiques en réponse a ’apport alimentaire. L’expression de ces RN est ¢galement sous
le contrdle de 1’horloge hépatique, ce qui permet une anticipation de ’arrivée massive des
nutriments et des polluants lors d’un repas (Oosterman et al., 2015). Réciproquement, les RN
cités précédemment influencent 1’expression des génes du rythme circadien puisqu’il a été
montré que lorsque des souris sont nourries la journée (alors que naturellement elles mangent
la nuit), le rythme circadien des organes périphériques (foie, pancréas, reins et cceur) est

inversé (Damiola et al., 2000).

Lors d’une obésité, 1’hyperglycémie, I’hyperlipidémie et I’hyperinsulinémie peuvent
entrainer une activation de ces RN qui n’est alors plus synchronisée avec les phases
d’alimentation et de jeine. De méme, une activation inappropri¢e de ces RN peut avoir lieu a
cause de la présence des polluants dans la circulation et peut perturber ces cycles
physiologiques. Cette hypothése pourrait expliquer la similarité des effets engendrés par les
deux traitements (article 3). En effet, nous montrons que les quatre mémes voies
métaboliques sont impactées : le métabolisme du cholestérol, le métabolisme des acides gras,

le métabolisme des xénobiotiques et le rythme circadien. Ainsi, les deux traitements, par
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I’activation inappropriée de ces RN, pourraient entrainer une perturbation du rythme circadien
et cet évenement pourrait étre a 1’origine de la perturbation des voies métabolismes affectées.
Spécifiquement, nos résultats montrent que les deux traitements augmentent I’expression de
CAR et active la voie de signalisation de PPARa. De maniere intéressante, il a été montré
qu'une activation de CAR perturbe D’expression de Rev-Erba, géne clef de I’horloge
(Eveillard et al., 2009a) et que I’activation de PPARa modifie les rythmes d’alimentation chez
la souris et donc du rythme circadien (Gutman et al., 2012). Il serait donc intéressant de
développer I"’hypothése que ces deux récepteurs seraient a 1’origine de la perturbation du

rythme circadien dans notre mode¢le.

5. Limites du modele expérimental

En toxicologie classique, différents modeles expérimentaux sont utilisés selon les
paramétres étudiés, et chez les rongeurs, le rat est souvent préféré a la souris pour un certain
nombre de caractéristiques liées au métabolisme des xénobiotiques. Cependant, la souris
présente des avantages sur le plan métabolique et elle constitue un outil important pour la
manipulation génétique. En effet, pour chaque RN ou presque, il existe des modeles de souris
génétiquement modifiées dont le géne d’intérét est soit totalement ou partiellement inactif soit

surexprimé.

Cependant, I’extrapolation des données obtenues chez la souris a 1’homme doit
prendre en considération les nombreuses différences inter-espéces, notamment dans le

domaine du métabolisme.

Ainsi, 1l a été montré que PPARa et PXR fonctionnent différemment entre les deux
especes et certaines ¢tudes mettent en avant des effets spécifiques des perturbateurs
endocriniens chez la souris qui ne sont pas retrouvés chez ’homme ou inversement. Par
exemple, des souris exposées a des fortes doses de DEHP sont protégées de 1’obésité induite
par un régime gras. Ces effets ne sont pas observés chez les souris KO pour PPARa, ce qui
démontre que ces effets sont imputables a 1’activation de PPARa et de la B-oxydation.
Cependant, les souris qui expriment le géne humain de PPARa et qui sont exposées aux
mémes doses de DEHP présentent un phénotype inverse, ¢’est-a-dire une prise de poids plus
importante sous régime gras. Ces résultats montrent que la souris humanisée n’est pas

protégée de I’obésité induite par un régime gras (Feige et al., 2010).
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De méme, le domaine de liaison au ligand de PXR présente de fortes divergences selon les
especes mammiferes. Cette divergence est probablement a 1’origine des différences d’affinité
des agents pharmacologiques entre les especes (Zhou et al., 2009). En utilisant une lignée de
cellule hépatique humaine HepG2 transfectés avec le géne humain ou murin de PXR et en
mesurant son activation a 1’aide d’un gene rapporteur, il a ét¢é montré que le BPA pouvait
activer le PXR humain mais pas son orthologue murin (Sui et al., 2012). La suite des travaux
a montré que I’exposition au BPA a un effet pro-athérogene chez les souris huPXR-ApoE-/-
(Sui et al., 2014). 1l s’agit de souris invalidées pour le gene ApoE (ApoE-/-) - ce dernier
permettant le développement spontané de plaques d’athérome et utilisées pour étudier le
développement des maladies cardio-vasculaires - qui expriment le géne humain de PXR
(huPXR). Cette étude confirme in vivo que le PXR humain est une cible du BPA et suggere
¢galement une spécificité des effets du BPA en fonction de 1’espece, au moins lorsqu’ils sont

la conséquence de 1’activation de PXR.

Au niveau du cholestérol, il existe également des différences majeures entre la souris et
I’homme. Chez la souris, 80 % du cholestérol circulant se trouve dans les HDL. Il est donc
recapté¢ par le foie principalement via le récepteur SR-Bl et entraine I’induction de
I’expression de Cyp7al, codant I’enzyme limitante dans la voie de synthése des acides
biliaires. En revanche, chez I’homme, seulement 20 % du cholestérol circulant se retrouve
dans les HDL, la majorité étant présente dans les LDL. Le foie capte donc I’exces de
cholestérol via les récepteurs aux LDL. De plus, chez I’homme, le promoteur de Cyp7al ne
possede pas d’élément de réponse au LXR et I’expression de ce géne n’est donc pas induite
par I’apport en cholestérol (Lee-Rueckert et al., 2016). Par ailleurs, la bile est une voie
importante pour 1’élimination des xénobiotiques chez les rongeurs, mais pas chez ’homme

(Fenichel et al., 2013; Pottenger et al., 2000; Thayer et al., 2015).

6. Perspectives

Les perspectives de ce projet de thése s’inscrivent dans un travail a court et a long terme.

1. Nous supposons que les effets observés, qui sont dépendants de 1’age et du sexe de
I’animal, sont la conséquence d’une activité cestrogéno-mimétique du mélange.
L’analyse de souris ovariectomisées traitées ou non par de 1’cestradiol et exposées
ou non aux polluants permettra d’appréhender le role des cestrogenes endogénes

dans les effets observés des polluants.
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2. Nos résultats de I’article 2 et 3 suggerent que le tissu adipeux peut étre une cible
des PE. En effet, nous montrons dans I’article 2 une modification de 1’expression
des marqueurs de I’inflammation dans le TAsc de maniére dépendante de I’age de
la souris. Dans 1’article 3, nous montrons un doublement des TAG hépatiques et
une tendance a ’augmentation des TAG plasmatiques. Ces résultats sont associés
avec une augmentation des genes impliqués dans la B-oxydation dans le foie, ce qui
suggere que 1’exces des acides gras peut provenir d’une lipolyse du TA ou de son
incapacité a incorporer les acides gras provenant de 1’alimentation. Le niveau
d’expression des marqueurs inflammatoires peut étre mesuré dans le TAv et le
TAsc des souris femelles non-obese. Le dosage par Western Blot de la
phosphorylation d’AKT apres stimulation a I’insuline dans les deux conditions
pourrait étre réalisé dans le but d’observer si I’exposition aux polluants augmente
I’insulino-résistance du TA indépendamment du contexte alimentaire pouvait
expliquer ’origine de son dysfonctionnement. Pour cela, un nouveau protocole doit
étre répété, dans lequel les souris sont injectées a l’insuline 15 min avant
I’euthanasie comme cela a été fait dans I’article 2. De plus, il a été montré que les
POP peuvent entrainer une inflammation chronique dans le TA et que cette
inflammation peut étre a ’origine des effets métaboliques des POP (Ibrahim et al.,
2011; Myre and Imbeault, 2014; Ruzzin et al., 2010). Nous savons déja que les
polluants aggravent ce parametre dans le TAsc des souris obeses de 12 semaines.
Le dosage de I’expression des marqueurs pro-inflammatoire dans le TAv et le TAsc
pourrait expliquer alors 1’origine de 1’éventuelle insulino-résistance du TA et
mettrait en évidence un mode d’action commun des polluants chez les souris

femelles indépendamment du contexte nutritionnel.

3. Nos résultats ont mis en avant une perturbation du rythme circadien induit par
I’ingestion d’un mélange de polluants. Cela met en évidence une nouvelle voie par
laquelle les polluants pourraient induire des effets in vivo a faibles doses.
Cependant, ceci est le résultat d’une étude transcriptomique et ces données
préliminaires doivent étre confirmées. De plus, notre protocole ne permet 1’analyse
du transcriptome qu’a un instant ¢ donné, sans pouvoir avoir une appréciation
globale du cycle circadien. A 1’aide d’une collaboration, nous pourrions euthanasier
a différents temps aprés une synchronisation des rythmes biologiques (temps

Zeitgeber) pour avoir une appréciation globale du rythme circadien. A partir de ces
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échantillons, une analyse fonctionnelle pourra étre réalisée par immuno-
précipitation de la chromatine (ChIP) pour mettre en évidence, d’une part, une
différence au niveau temporel de la fixation du complexe CLOCK-BMAL sur la
chromatine et d’autre part, une fixation des récepteurs aux cestrogénes sur le

promoteur de Per2 chez les souris exposées aux polluants.

En comparant les effets des polluants et du régime alimentaires, nous avons montré
que les deux traitements peuvent impacter les mémes voies métaboliques, par des
mécanismes distincts, mais se recoupant, probablement en activant les mémes
récepteurs nucléaires. Ceci pourrait étre a D’origine des effets combinés des
polluants et du régime gras. L’analyse fonctionnelle par ChIP nous permettrait dans
un premier temps de mettre en évidence un ou plusieurs récepteurs nucléaires
activé(s) par les deux traitements. Dans nos conditions expérimentales, nos
animaux ont été euthanasiés a jeun. Ceci pourrait étre un obstacle a I’identification
des RN activés, du moins pour ceux activés par le régime gras. L’euthanasie
d’animaux mis a jeun et re-nourris pourrait donc étre nécessaire. Dans un second
temps, a partir d’hépatocytes primaires de souris femelles exposées aux polluants
ou soumis a un régime gras, nous pourrions soit en invalidant les geénes cibles soit
en utilisant des génes rapporteurs confirmer quel(s) RN est (sont) la(es) cible(s) du

mélange de polluants et des acides gras, et mettre en évidences les RN communs.

Ce modele nous permet d’observer les effets du mélange de polluants, sans savoir
s’ils sont le résultat d'un effet additif, synergique ou antagoniste entre les polluants
du mélange. Tester plusieurs combinaisons de polluants de notre mélange pour
déterminer les acteurs des différents effets observés nous obligerait a sacrifier trop
d’animaux, et ne peut étre réalis€¢ in vivo pour des raisons ¢Ethiques. Le
développement d’un modele cellulaire est donc nécessaire afin d’éclaircir ce point.
Plusieurs modéles cellulaires pourraient étre utilisés afin de reproduire des effets
obtenus in vivo. Premiérement, nous avons récemment obtenus une lignée de
cellules HepG2 transfectée de maniére stable pour ERa (cette lignée n’exprime pas
ce géne normalement). Ce dernier élément est important puisque nous supposons
que notre mélange de polluants a un effet cestrogéno-mimétique. Cependant il est
possible que nous ne puissions pas reproduire les effets observés chez la souris

puisque 1’exposition englobe les phases de développement. Dans ce cas, nous
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pourrions utiliser la lignée cellulaire HepaRG a I’aide d’une collaboration avec
I’universit¢ de Rennes. Cette lignée cellulaire est issue d’un hépatocarcinome
humain, provenant d’une femme. Cette lignée a I’avantage de présenter trés peu
d’altérations génétiques et de répondre aux cestrogenes et a [’hormone de
croissance. De plus, lorsqu’elles sont cultivées en faible quantité, ces cellules
présentent les caractéristiques des cellules souches hépatiques, capable de se
différencier (apres prolifération) soit en hépatocytes soit en cholangiocytes (cellules
biliaires). En exposant nos polluants lors de ces étapes, nous pourrions mimer

I’exposition lors des phases maternelles in vivo.
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Annexe 1: Liste des résumés des
présentations

L’impact d’un cocktail de polluants alimentaires faiblement dosés dépend du
sexe et du régime alimentaire. Etude dans un modeéle murin.

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

INSERM U1060 CarMeN, Université de Lyon 1, INRA UMR 1235, F-69921 Qullins

Introduction : Des travaux de la littérature suggerent l'implication des
contaminants environnementaux dans I'épidémie d’obésité et lI'incidence du diabéte.
Notre laboratoire a montré récemment que chez des souris rendues obéses par
I'alimentation, une exposition chronique a un cocktail de polluants alimentaires
faiblement dosés induisait des altérations métaboliques dépendantes du sexe
(Naville et al., Faseb Journal 2013). Dans I'étude présentée ici, nous analysons les
conséquences meétaboliques du méme cocktail de polluants sur des souris non-
obeéses.

Méthodes : Des souris C57BI6/J sont nourries toute leur vie (depuis la
préconception chez les meéres) avec une alimentation standard additionnée (STP) ou
non (STO) du mélange des 4 polluants (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxine,
PCB153, diethylhexyl-phthalate, BisphenolA). Le statut métabolique et I'expression
de génes cibles précédemment identifiés dans le foie de souris obéeses (i.e.,
meétabolisme du cholestérol chez les méles et signalisation estrogénique chez les
femelles) sont étudiés sur les souris non-obéses de 12 semaines.

Résultats : Le phénotype (poids, statut métabolique) des souris STP est

comparable a celui des souris STO, hors une élévation significative de la glycémie a
jeun chez les males (événement non observé en contexte d’obésité). Au niveau
hépatique, les génes du métabolisme du cholestérol ne sont pas altérés chez les
males STP. Chez les femelles STP, nous observons une diminution significative de
'expression du récepteur-alpha des estrogenes (ERo; mRNA et protéines) en
comparaison des femelles STO. Cependant, ERa est le seul géne trouvé altéré chez
les femelles STP parmi les génes de la signalisation estrogénique identifiés comme
cibles des polluants chez des souris obéses.
Conclusion : L’exposition chronigue a un cocktail de polluants alimentaires
faiblement dosés entraine des effets dépendants du sexe et de la qualité du régime
alimentaire. |l est intéressant de noter que la diminution d’ERao chez les femelles est
observée dans les 2 conditions de régime alimentaire (standard et gras).
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Introduction : Des travaux de la littérature suggerent I’implication des contaminants
environnementaux dans 1’épidémie d’obésité et I’incidence du diabete. Notre laboratoire a montré
récemment que chez des souris rendues obéses par I’alimentation, une exposition chronique a un
cocktail de polluants alimentaires faiblement dosés induisait des altérations métaboliques dépendantes
du sexe (Naville et al., Faseb Journal 2013). Dans I’é¢tude présentée ici, nous analysons les

conséquences métaboliques du méme cocktail de polluants sur des souris non-obéses.

Méthodes : Des souris C57B16/] sont nourries toute leur vie (depuis la préconception chez les
meres) avec une alimentation standard additionnée (STP) ou non (STO) du mélange des 4 polluants
(2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxine, PCBI153, diethylhexyl-phthalate, Bisphenol A). Le statut
métabolique et I’expression de geénes cibles précédemment identifiés dans le foie de souris obeses (i.e.,
métabolisme du cholestérol chez les males et signalisation estrogénique chez les femelles) sont étudiés

sur les souris non-obéeses de 12 semaines.

Résultats : Le phénotype (poids, statut métabolique) des souris STP est comparable a celui des
souris STO, hors une ¢€lévation significative de la glycémie a jeun chez les males (événement non
observé en contexte d’obésité). Au niveau hépatique, les genes du métabolisme du cholestérol ne sont
pas altérés chez les males STP. Chez les femelles STP, nous observons une diminution significative de
I’expression du récepteur-alpha des estrogenes (ERo; mRNA et protéines) en comparaison des
femelles STO. Cependant, ERa est le seul géne trouvé altéré chez les femelles STP parmi les geénes de

la signalisation estrogénique identifiés comme cibles des polluants chez des souris obeses.
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Metabolic Outcome of Female Mice Exposed to a Mixture of Low-Dose
Pollutants in a Diet-Induced Obesity Model

Emmanuel Labaronne®, Danielle Naville®, Nathalie Vega*, Claudie Pinteur!, Emmanuelle
Canet-Soulas, Hubert Vidal, Brigitte Le Magueresse-Battistoni”

CarMeN Laboratory, INSERM U1060, Lyon-1 University, INRA UMR1397, INSA-Lyon,
Oullins, France

@ These authors contributed equally to this work; I These authors also contributed equally to
this work.

Pollutants are suspected to contribute to the etiology of obesity and related metabolic
disorders. Apart from occupational exposure which concerns a subset of chemicals, humans
are mostly exposed to a large variety of chemicals, all life-long and at low doses. Food
ingestion is a major route of exposure and it is suggested that pollutants have a worsened
impact when combined with a high-fat diet. In the experimental studies described herein, we
aimed to add further evidence on the metabolic impact of food pollutants using a recently set
up model in which mice are life-long fed a high-fat/high-sucrose diet (HFSD) with/without
common food pollutants shown to exhibit metabolic disrupting activities. Specifically, this
mixture comprised bisphenol A, dioxin, polychlorobiphenyl PCB153, and phthalate and was
added in HFSD at doses resulting in mice exposure at the Tolerable Daily Intake dose range
for each pollutant. We herein focused on the 7-week-old females which exhibited early signs
of obesity upon HFSD feeding. We observed no signs of toxicity and no additional weight
gain following exposure to the mixture but alleviated HFSD-induced glucose intolerance in
the absence of alteration of gluconeogenesis and steatosis. It suggested that the observed
metabolic improvement was more likely due to effects on muscle and/or adipose tissues rather
than on the liver. Consistently, female mice exhibited enhanced lean/fat mass ratio and
skeletal muscle insulin sensitivity. Moreover, expression levels of inflammatory markers were
reduced in adipose tissue at 7 but enhanced at 12 weeks of age in agreement with the inverse
alterations of glucose tolerance observed at these ages upon pollutant exposure in the HFSD-
fed females. Collectively, these data suggest apparent biphasic effects of pollutants upon
HFSD feeding along with obesity development. These effects were not observed in males and

may depend on interactions between diet and pollutants.
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ABSTRACT

TITRE
Impacts métaboliques d'un mélange de polluants faiblement dosés chez la souris femelle
dans un contexte d’obésité

AUTEURS

Labaronne E*, Naville D*, Vega N, Pinteur C, Canet-Soulas E, Vidal H, Le Magueresse-Battistoni B
* : contribution équivalente

LABORATOIRE
CarMeN Laboratory, INSERM U1060, Université de Lyon-1, INRA UMR1397, INSA Lyon,
France

RESUME

Plusieurs données épidémiologiques et expérimentales étayent I'hypothése d'un rble des
polluants dans I'épidémie d’obésité et ses complications métaboliques. Au laboratoire, nous
avons montré qu’une exposition chronique a une mixture de polluants classiquement
retrouvés dans l'alimentation et faiblement dosés provoquait chez la souris femelle obése
adulte (12 semaines), une aggravation de l'intolérance au glucose possiblement liée a une
altération hépatique de la signalisation cestrogénique. Pour comprendre l'origine des
défauts, nous avons étudié des souris de 7 semaines en surpoids mais non obeéses et
présentant des taux sériques d’cestrogénes immatures. Brievement, les méres puis leur
descendance aprés sevrage sont nourries avec le régime enrichi en gras et en saccharose
(REGS) contenant le mélange de polluants (le bisphénol A, le phthalate DEHP, le
polychlorobiphényle PCB153, la dioxine 2,3,7,8-TCDD) a des doses résultant en une
exposition correspondant environ aux doses journaliéres tolérables définies chez 'lhomme.
Parallélement, un groupe de souris est nourri avec du REGS sans polluant. Nous observons
en absence de modifications du poids chez les souris exposées, une amélioration de la
tolérance au glucose sans modification de la néoglucogenése, un meilleur rapport masse
maigre/masse grasse, une meilleure sensibilité a I'insuline dans le muscle squelettique par
rapport aux souris non-exposées de méme age. De plus, I'expression génique de
marqueurs de l'inflammation est diminuée dans le tissu adipeux sous-cutané des femelles
de 7 semaines alors qu’elle est augmentée a 12 semaines en méme temps qu’une
aggravation de [lintolérance au glucose est observée. En conclusion, ces résultats
suggeérent que les polluants exercent un effet biphasique qui pourrait étre lié au contexte
hormonal et a lactivité cestrogéno-mimétique des polluants du mélange. Une autre
hypothése non exclusive serait liée a I'accumulation des polluants, et notamment des
persistants (PCB153 et 2,3,7,8-TCDD), avec I'dge dans le tissu adipeux et a leur activité
proinflammatoire comme observé a 12 semaines.
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Exposure to a mixture of low-dose endocrine disruptors triggers insulin
resistance in young adult male mice fed a diet-inducing obesity

LABARONNE, Emmanuel; PINTEUR, Claudie; VEGA, Nathalie ; VIDAL, Hubert ;
NAVILLE, Danielle ; LE MMAGUERESSE-BATTISTONIL, Brigitte ;

CarMeN Laboratory, INSERM U1060, Lyon-1 Untversity, INRA UMR1397, FRANCE
Contact: Bnzitte lemagueresse@imserm fr
Tel: 0426235919

ABSTRACT

Aim of the work: Pollutants are suspected to contribute to the etiologzy of obesity and
related metabohic disorders. However, while humans are hfe-long exposed to a large
vanety of chemicals at emvironmentally low dosage the cuwrent nsk assessment does not
take mto account the cocktail effect. Recently, we demonstrated that a muxture of
pollutants with endocrine disrupting actmities, m the range of doses considered meffective
for bumans could tngger sex-specific hepatic metabolic changes in the progeny of obese
mice Specifically in males, the expression levels of genes encoding proteins related to
cholesterol metabolism were enhanced by week 12 [1]. Heremn, we report the early signs
of metabolic alterations in 7 week-old males.

Material: and Methods: The protocol [1. 2] consisted in feeding female C57B16/T muce
for 5 weeks with a hugh-fat lugh-sucrose diet (HFSD) with'without a muxture of food
pollutants made of 23.7.8-TCDD (dioxmn). polvchlorobphenyl (PCB)153, DEHP
(phthalate) and bisphenol A Doses were adjusted resulting i mice exposure at the
Tolerable Daily Intake dose range for each pollutant. Processing was continued at mating
and throughout gestation and lactation. Offspring were fed the same diet than thewr dams
after weanmg until sacrifice. A control group was fed a standard diet (ST) throughout the
experiment. Metabolic tests were camed out on 7-week old males and subsets of age- and
treatment-matched males were euthamzed Other male mice were used for metabolic tests
by week 11 and euthamzed by week 12. Blood was recovered for biological assays. Liver
and adipose tissues (AT) were rapudly dissected and frozen for RT-qPCR analyses. Data
collected with 12-week old male mice have been published m [1].

Key Results: By week 7. HFSD-fed muce were heavier (24g) than ST-fed nuce (20g) but
they did not yet display all characteristics of obesity. For example, they had higher plazma
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leptin than ST-fed mice, intolerance to glucose and resistance to msulin but normal 6h-
fasting glycaemia and plasma msulin. Exposure to pollutants did not affect body weight,
lean/fat mass ratio, food intake, glycaemia, plasma levels of msulin and leptin in HFSD-
fed males by 7 weeks. However, metabolic tests indicated reduced msulin sensitivity
(p<0.05 as compared to HFSD-fed mice) with no difference in glucose tolerance
suggesting extra-hepatic nsulin resistance. Consistently, we found enhanced expression
levels of genes encoding mflammatory markers (IL1B: +68%; TNFo: +67%) m the
subcutaneous AT (not the visceral AT) as compared to non-exposed HFSD males. None
of these significant effects were observed by week 12. Besides, the expression levels of
the hepatic genes encoding proteins involved i cholesterol metabolism were not altered
in the 7-week old pollutant-exposed HFSD males.

Conclusions: In summary, this work provides new observations on the metabolic effects
of a lifelong exposure to a mixture of pollutants with endocrine disrupting activities i a
context of obesity. Because 12 week-old mice fed-HFSD are clearly obese (33g), it is
possible that the effects of pollutants seen by week 7 are eclipsed by the deleterious
metabolic impact of HFSD by week 12. In addition with animal aging, more pollutants
accumulate in liver which may lead to alteration of cholesterol metabolism as seen by
week 12 [1].

References:
[1] Naville D et al., (2013) FASEB J 9:3860-70
[2] Naville D et al., (2015) PLoS One 10(4):e0124015
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L’exposition chronique de souris males a un mélange de polluants faiblement dosés
dans un régime enrichi en lipides entraine des effets métaboliques dépendants de
I’age.

Introduction : Notre laboratoire a montré qu’une exposition chronique a un mélange de
polluants a des doses considérées sans effet, induit des altérations métaboliques (dépendantes du
sexe) dans des souris rendues obeses par I'alimentation. C’'est I'effet cocktail. Précisément, chez les
males adultes (12 semaines) nous avons observé une augmentation de I'expression hépatique des
génes du métabolisme du cholestérol (Naville et al., Faseb Journal 2013)(1). Nous illustrons ici I'effet
« age » avec le phénotypage des males de 7 semaines.

Méthode : Nous avons développé un modele d’exposition chronique (1) a 4 polluants
(dioxine, PCB153, BPA et phtalate) trés faiblement dosés, présents dans l'alimentation et a large
spectre d'action (scénario « réaliste »). Le mélange de polluants est introduit dans une alimentation
riche en gras et saccharose. Le traitement est initié chez les méres 5 semaines avant accouplement. Il
se poursuit jusqu’au sacrifice de la descendance.

Résultats : L'exposition aux polluants des males nourris avec le régime obésogéne est sans
incidence sur le poids, la prise alimentaire, la glycémie et I'insulinémie a 7 semaines. En revanche,
I’examen des tests métaboliques indique une insulino-résistance (IR) aggravée sans modification des
tests de tolérance au glucose suggérant une IR d’origine extra-hépatique. En accord avec ce résultat,
nous observons une augmentation significative de I'expression de plusieurs génes de I'inflammation
dans le tissu adipeux sous-cutané. Ces effets ne sont pas observés a 12 semaines tandis qu’a 7
semaines, I'expression des génes du métabolisme du cholestérol n’est pas modifiée.

Conclusion: Ces résultats renforcent I'hypothése d’un réle des polluants comme
perturbateurs métaboliques. Nous pensons que les effets différentiels observés selon I'age sont liés
au degré d’obésité de la souris (marquée a 12 mais peu a 7 semaines). Ainsi, I'effet « polluant » sur
I'IR a 7 semaines serait masqué a 12 semaines par I'impact fortement délétére du régime obésogene.
Enfin, I'effet « polluant » sur le métabolisme du cholestérol pourrait dépendre de la quantité de
polluants accumulés, supérieure chez I'animal plus agé.

LABARONNE, Emmanuel; VEGA, Nathalie PINTEUR, Claudie; VIDAL, Hubert ;
NAVILLE, Danielle ; LE MAGUERESSE-BATTISTONI, Brigitte ;
CarMeN Laboratory, INSERM U1060, Lyon-1 University, INRA UMR1397, FRANCE
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Annexe 2 : Formation réalisée pendant

la these

BIOLOGIE INTEGRATIVE OU BIOLOGIE DES SYSTEMES

OUTILS DE FOUILLE DE DONNEES ET DE TEXTES POUR LA
RECONSTRUCTIONDES RESEAUX BIOLOGIQUES

Public Chercheurs, ingénieurs biologistes

Pré-requis

Objectifs

Programme

Méthodes pédagogiques
Nombre de stagiaires
Date, horaires, lieu

Intervenant

Inscription

Avoir une bonne expérience des outils bioinformatiques «
généraux » (Entrez, Blast) — Niveau 1

Maitriser des outils bioinformatiques disponibles sur le
Web pour extraire des données de la littérature (text
mining), les structurer et permettre la reconstruction de
réseaux biologiques d’interaction et/ ou de régulation.

Gene Ontology : définitions, GO annotations, bases de
données d’ontologies (GO, Amigo, OBO....), bases de
données d’interactions (MINT, BIND, DIP, STRING ....)
Principe des méthodes utilisées pour l’extraction des
données bibliographiques.

Différents réseaux biologiques : Réseaux de régulation
(facteurs de transcription, miRNA), réseaux d’interaction
(protéines-protéines, protéines-molécules), réseaux
métaboliques, réseaux de signalisation

Applications :

Présentation des outils disponibles (PubGene, Cytoscape,
STRING, GePS, LitInspector, PathwayStudio....) Problémes
rencontrés,

Stratégies d’analyses (recherche par mots clefs, par groupe
de génes.....)

Autres outils.

Alternance théorie et pratique.

6-8 personnes maximum

Du 26 au 30 Septembre 2016 - 34h sur 4.5j - DR Rhoéne-
Alpes Auvergne LYON

Joélle HENRY-BERGER (IR CNRS, Clermont-Ferrand)

https://www.sirene.inserm.fr - Onglet : Agent Formation/
Demander une formation / Région : Rhéne Alpes Auvergne
/ TS1 Biologie moléculaire | ...] Bioinformatique
Questionnaire préalable a remplir impérativement pour
toute étude du dossier

AVANT LE VENDREDI 4 MARS 2016
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Charte

de la jeunesse
scientifique

DES REGIONS AUVERGNE
& RHONE-ALPES

\v/

_“AUVERGNE Rhéne\lb““és@

la région juste et grande



N ous, jeunesse scientifique des régions Auvergne et Rhdne-Alpes, déclarons solennellement notre
implication dans la création et le développement d’un systéme agricole et alimentaire adapté
aux futurs enjeux nutritionnels mondiaux. Conscients que nous sommes dans une course perpétuelle a
la productivité, génératrice d’un risque pour les écosystemes et la santé des hommes, nous souhaitons
'avenement d’un modele alimentaire pérenne et garant d’un acces universel a une nourriture saine et
respectueuse de [’environnement. Ce modele doit étre le moteur d’une équité sociale sans compromis, d’une
sécurité alimentaire sans exception, et le faire-valoir de notre Terre que nous jugeons riche mais fragile. S’il
s’agit de notre utopie aujourd’hui, cela doit étre notre réalité de demain.

Nous reconnaissons 'impasse devant laquelle notre modele actuel de production, de distribution et de
consommation se trouve. Le gaspillage colossal, les disparités croissantes et les problemes de santé publique
aujourd’hui a U'ceuvre doivent cesser.

DEVANT CE CONSTAT, NOUS DENONQONS 000

@OO® le fait qu’un tiers des produits alimentaires ne soit pas
consommeé et se transforme en déchet,

©O0® lesinégalitésdanslarépartitiondesressourcesalimentaires
et des capacités de production,

@O0 le paradoxe existant entre les aires de surconsommation
d’une part, et les aires de sous-nutrition et de malnutrition d’autre
part,

@O® linsuffisance qualitative et nutritionnelle des produits
de grande consommation,

@O0® lintensité des systemes de production, néfaste a notre
patrimoine naturel commun,

@O®® laconcentration des zones de production dans un systeme
d’échanges mondialisé au détriment des productions locales,

©O0® le manque de compréhension et d’écoute entre les
différents acteurs des filieres alimentaires,

@O0 la difficulté de transmettre les connaissances issues
de la recherche aux citoyens.

LA DENONCIATION NE POUVANT ETRE

A ELLE SEULE FERTILE,

NOUS FAISONS LE VCEU D’ACTER ENSEMBLE
L’EDIFICATION DE CE SYSTEME DE DEMAIN,
QUE NOUS SOUHAITONS PLUS JUSTE,

PLUS DURABLE ET PLUS NOURRICIER.



Nutrition
Santé

Agriculture
de précision

CETTE VOLONTE PREND VIE DES A PRESENT

DANS NOTRE ENGAGEMENT A RESPECTER,
SOUTENIR ET PROMOUVOIR

LES ARTICLES SUIVANTS DEFINIS SUR 3 PILIERS :

Améliorer la diffusion, de facon pédagogique et didactique et a
tous les publics, des connaissances scientifigues dans le domaine
de la nutrition-santé.

2 Développer des solutions innovantes et durables pour optimiser
la qualité nutritionnelle et la sécurité sanitaire des produits
alimentaires.

Approfondir nos connaissances scientifiques des relations entre
alimentation et santé a des fins de prévention nutritionnelle des
pathologies et d’amélioration de l'offre alimentaire pour tous.

Encourager une production de proximité en apportant notre
expertise scientifique pour identifier des ressources naturelles
exploitables et mieux les valoriser pour la santé des populations.

5 Mobiliser tous les acteurs concernés par lalimentation

(politiques, médecins, industriels, producteurs, consommateurs)
afin d’orienter les décisions et de promouvoir des actions collectives
et interdisciplinaires pour améliorer 'accés a une alimentation saine
pour tous.

Maitriser les niveaux de production adaptés aux besoins de la
population en enrichissant les connaissances des mécanismes
du vivant.

7 Utiliser les concepts de l'agriculture de précision pour limiter
'impact négatif de ’lhomme sur son écosystéme.

Prendre en compte ’humain dans les innovations technologiques
pour les rendre accessibles intellectuellement et matériellement
au plus grand nombre.

Rechercher des outils garantissant la santé des hommes et
réduisant la pénibilité pour les acteurs de la filiere.

l O Conserver Uesprit ouvert pour explorer toutes les possibilités
d’amélioration dans les approches pluridisciplinaires.



Systemes
durables

l Optimiser lutilisation de chaque ressource agricole produite

en couvrant sans exces nos besoins nutritionnels et en
valorisant au maximum les déchets afin de réduire le gaspillage
alimentaire.

l 2 Promouvoir des pratiques agricoles alternatives permettant

de valoriser et enrichir la biodiversité, réduire les intrants
chimiques et gérer de facon intégrée I’équilibre des écosystemes afin
d’améliorer leur capacité de résilience.

l Agir pour que s’instaure un nouvel ordre alimentaire mondial
moins inégalitaire, a partir d’'une co-construction par tous les
acteurs, pour une juste répartition des ressources.

l Encourager et développer les initiatives locales en proposant

unréseau structurant adapté au contexte local, qui simplifiera
les procédures administratives et législatives, qui facilitera la
concertation et la communication entre lU'ensemble des acteurs,
et qui priorisera la pédagogie et la médiation aupres du citoyen.
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ABSTRACT:

Atherosclerosis is a complex pathology leading to cardiovascular outcomes. Nowadays, individual risk
stratification is still difficult. The aim of this study is to test the validity of multi-modal imaging
focused on macrophage metabolism and phenotype combined with a biological analysis (lipid profile,

inflammatory cytokines and genomic) in a Non-Human Primate model under atherogenic diet.

Sixteen Cynomolgus monkeys (13.1 + 4 years) were fed with high cholesterol (23% fat, 0.5%
cholesterol; n=13) (HC) or standard diet (n=3) during 24 months. Longitudinal blood sampling was
performed for cholesterol and inflammatory cytokines assessments. Ultrasound follow-up of plaque
progression (T+12 and T+18 months) and ["*F]-FDG, [''C]-PK11195 PET/CT and gadolinium-
enhanced MRI imaging were performed. Vessels and tissues of interest were used for histology and

genomic analysis.

High-risk lipidic profiles were noted as early as T+1 month, and T+18 months ultrasound session
showed that most HC animals displayed lesions at similar location than humans. Three of these
animals presented downstream events (myocardial fibrosis, small lacunar stroke) and PET/CT and
MRI images confirmed vessel wall inflammation and plaques. Gene analysis further validated
correlations between metabolic activity, inflammation and lymphocytes in carotid. Interestingly, anti-

inflammatory M2 markers correlated with metabolic and M1 markers in carotids.

Animals graded at high-risk from gene analysis were the ones with downstream events, confirming
vulnerable lesions in this model and the validity of combining inflammatory, metabolic and anti-
inflammatory markers for stratification. These results open new biomarker combination possibilities
for a better understanding of complex metabolic/inflammation interplay in the carotid plaque and

adapted treatment in the clinical setting.



INTRODUCTION:

Atherosclerosis is a complex inflammatory and lipidic pathology leading to plaque development. The
paradigm for atherosclerosis diagnosis has evolved from the detection of lesion-induced artery stenosis
to the subtler notions of vulnerable plaque and vulnerable patient (Naghavi, Am J Cardiol 2006).
However, as this concept was primarily defined from anatomopathology analysis, it is still challenging
in humans to stratify the cardio and cerebrovascular (CV) risk of atherosclerotic plaques. Indeed,
morphologic imaging, i.e. magnetic resonance imaging of carotids or ultrasound imaging of coronaries
have demonstrated that the status of plaques may evolve in both directions, stability or vulnerability
depending on various local and systemic factors. In this dynamic situation, new biomarkers are
therefore requested in order to propose the more appropriate treatment for each individual. More than
a decade ago, ['®F]-fluorodesoxyglucose (['*F]-FDG) PET/CT has been proposed to prospectively
evaluate atherosclerosis inflammation and subsequently CV risk in patients (Rudd, Circulation, 2002).
Recently developed medical imaging methods lead somehow to controversial results in various patient
populations (Subramanian JAMA 2012; Figueroa JACC 2013, Knudsen, J NuclCardiol 2016). Most
novel imaging biomarkers are targeting inflammation and macrophage imaging by evaluating
alternatively macrophage phagocytic activity, glycolytic metabolism, macrophage mitochondrial
proteins or M1/M2 receptors (Tarkin, Nat Rev Cardiol, 2014; Evans CurrAthero Rep 2016). But there
is still an open debate on the most relevant association of circulating and imaging biomarkers to
predict vulnerable plaque and future cardiovascular events, and to propose the best treatment to each
specific situation (Duiveenvorden, JACC, 2013; Tarkin, Circ Res 2016). For example, it is not known
whether [''C]-PK 11195, a ligand targeting the mitochondrial translocator (18kDa) protein (TSPO) that
is overexpressed in activated innate immune cells and was used for carotid imaging in patients

(Gaemperli, Eur Heart J 2011), provides superior diagnosis of at-risk plaques over ['*F]-FDG.

There is no accepted small animal model of vulnerable plaque and they are not fully relevant to
establish imaging biomarkers in a translational way (Millon, Vascular 2012). The Cynomolgus
macaque under atherogenic diet has been found invaluable to establish the protective effect of estrogen
for coronary plaque development (Adams, ATVB, 1990). In this model, atherosclerosis develops with
lipidic blood profile and multi-site progression as in humans and the carotid lesions reproduce the
plaque morphology observed in clinical studies,as vessel geometry is very close (Shively, ATVB,
1990). Moreover, the innate immune system being a key player toward vulnerable plaque, this non-
human primate (NHP) atherosclerosis model is the only one to display the same chemokine and
cytokines armamentarium as in human atherosclerosis. The vascular lesions in the NHP
atherosclerosis model and the peripheral inflammation status have been previously characterized by
immunohistochemistry and blood biomarkers (Register, Am J Primat, 2009). Yet, it has never been

explored using translational multimodal imaging techniques and inflammation imaging biomarkers.



Our aim is to show the added value of inflammation imaging markers and blood biomarkers to stratify
cardiovascular risk in a NHP atherosclerosis model. To work out a stratification tool of vulnerable
profiles in the non-human primates, we therefore used blood sampling (lipid profile, and inflammatory
circulating biomarkers), PET/CT and MRI inflammation imaging using dual PET tracers imaging in
NHP under atherogenic diet. We then, evaluated the gene expression risk profile from three vascular
territories and compared with the in vivo biomarkers’ risk assessment. The hypothesis of this study is
that discriminant biomarkers for CV risk are a combination of metabolic, inflammatory and anti-

inflammatory markers.

MATERIAL AND METHODS:

Animals:

All animal studies and experiments were approved by the French Ministry of Agriculture and carried
out in accordance with the official regulation of the French Ministry of Agriculture after approval by
the local Ethical Committee (N° 1367 & 1239). Every effort was done to minimize animal suffering
and reduce the number of animals used in the experiments. Animals were acclimated for at least 10
days prior to the first day of study, and were housed collectively with the following ambient
parameters: Ventilation with > 10 air changes/hour, and no air recirculation, 12-hour light/12-hour
dark photoperiod, room temperature of 22 +/- 3°C, and a humidity of 55+/- 20%. Animal room and
cage cleaning will be performed on a daily basis. Sixteen Cynomolgus monkeys (Macaca fascicularis,
Mauricius Island), 13.1 +4 years-old (3 males and 13 ovariectomized females) were fed with high
cholesterol (HC: 23% fat (w/w), 0.5% cholesterol (w/w), 11.3% (w/w) saturated fatty acids) (E39126-
34, Sniff, Germany) diet (n=13) or standard diet (SD: 11% fat (w/w), saturated fatty acids < 1%, Ssniff
Pri V3944-000) (n=3, two females and one male) during 24 months. Food ration was adapted for each
individual according to their body weight (100g per animal per day under 5 kg; 200g per animal per
day over 5 kg). One fruit was provided daily to each animal. Delicacies were also occasionally given
to the animals at the end of the day as part of the Testing Facility environmental enrichment program.

Study duration was twenty-four months.



Blood sampling:

For animals under standard diet, one blood sample was performed at the end of the study. For follow-
up of lipid and cytokine plasma markers in HC animals, six blood samples were collected by
venipuncture from the femoral vessel under anesthesia with ketamine (Imalgene® 1000, Merial,
France) at 0, 1, 7, 12, 18 and 24 months, respectively (see supplemental Figure S1 for study design).
The animals were fasted prior to blood collections. Blood was collected in EDTA tubes for plasma
harvesting and inflammatory cytokine assay, citrate tubes for cholesterol/lipoprotein assay. EDTA and
citrate tubes were centrifuged at 1500g during 10 minutes then supernatant were removed and stored at

-80°C until further assays.

At the last time point, serum was used for high sensitive C-reactive protein (hs-CRP) measurement.

Cholesterol/lipoprotein and triglyceride assay:

Total plasmatic cholesterol was measured using Accutrend Plus kit (Roche, France). Lipoprotein
fractions in plasma were assessed using Lipoprint® LDL subfractions kit (Quantimetrix, California,

USA) according to manufacturer instructions.

Peripheral inflammation:

Hs-CRP was assessed in serum using commercial kit (CSB-E10035Mo, CUSABIO, Baltimore, MD,
USA).

Multimodal imaging
Ultrasonography:

Ultrasonography of vascular territories was performed jointly by a veterinarian and by a cardiologist,
both experts in echography, using a Philipps CX 50 apparatus with a C8-5 microconvex probe
according to a standardized imaging protocol: aorta, iliac bifurcation and carotid arteries. Results were
expressed as presence or absence of lesion, and vessel wall and intima-media thickness (=IMT, when
possible) in the related vascular territories. (in patients, IMT>0.7 mm can be considered). For
longitudinal assessment of disease progression, a score was given at each ultrasound session: 1 for
small lesion in a single location, 2 for multi-site small lesions, 3 for multi-site lesions with at least one

large plaque.



PET/CT Scan:

Images were acquired with the 64-multidetector PET/CT scanner BiographmCT (Siemens, Erlangen)
with an axial field of view of 22 cm. The scanner is checked every day using established calibration

procedures.

FDG imaging was performed in all animals 60 minutes after the intravenous ['*F]-FDG injection of a
target dose of 5 MBq/kg (86.24 + 22.72 MBq). Animals were placed in a supine position. 60 minutes
after injection of the radiotracer, a whole body low dose CT (80kV, 20mAs, 1 mm slice thickness and
a pitch of 0.5 sec) was acquired for attenuation correction. The CT scan dose is adjusted using the
Care Dose 4D software (Siemens), with the animal body centered in the scanner to enable the whole-

body coverage.

Three bed positions were used, the first one centered on the carotids encompassing the aortic arch and
its branches, and the 2 others distally to cover the upper and lower part of the abdomen. Prior to FDG
PET, the fasting blood glucose concentration was recorded to check for a level less than 200 mg/dL.

For each bed position, acquisition duration was five minutes.

After the PET exam, a CT angiography was acquired with the same field of view. A bolus of 20ml of
Iomeron 400 (Guerbet, Aulnay-sous-bois) was injected at a rate of 3.5ml/sec in the antecubital vein,
followed by a flush of saline at the same rate. Acquisition parameters were: 80kV, 20mAs, FOV of

500mm, a30 sec B filter, slice thickness of 1 mm, and a pitch of 0.5 sec.

A subgroup of eight animals was also explored using the [''C]-PK 11195 PET tracer (123.70 + 30.96
MBq) targeting TSPO of activated macrophages. The [''C]-PK11195 exam was performed before the
FDG exam. PET emission data of [11C]-PK11195centered on the carotids were acquired over 60 min
in list-mode format and rebinned into 18 temporal frames (background 56.42 = 11.16 s, 6x10s, 4x60s,
6x300s and 2x600s).

MRI:

MR was performed on a 3-Testla Siemens Prisma MR system (maximum gradient amplitude-80mT/m;

slew rate-200mT/m/s).

For carotid imaging, a four-channel phased array receiver coil was used to optimize the signal-to-noise
ration. Subjects were positioned supine at the center of the magnet, with cardiac triggering and
breathing monitoring. Localization of the carotid was obtained with time of flight (TOF) sequences.
MRI images were centered on the bifurcation and acquired using turbo spin echo (TSE). Proton

density weighted (PDW), T1 weighted (T1W) and T2-weighted (T2W) images were used. Relevant



imaging parameters were as follows : slice thickness 2mm; Repetition time 262 ms/260 ms/ 262ms
(PDW/T1W/T2W images); Echo time 23.0 ms/ 5.8 ms/ 3.04 ms (PDW/T1W/T2W images); Field of
view (FOV) 205 mm/ 205 mm/ 180 mm; echo train length 29/29 (PDW/T1W images); Receiver
bandwidth 868 Hz/pixel/ 868 Hz/pixel/ 270 Hz/pixel and slices acquired 9/9/20.

Dynamic images were acquired with the TWIST (Time resolved angiography With Interleaved
Stochastic Trajectories) pulse sequences. TWIST sequence was applied in the coronal orientation and
acquired with a separation of 5 seconds between frames. A 10 ml bolus was administered
intravenously at 0.1 mL/s. Imaging parameters were: TR/TE/Flip angle = 2.95 ms/ 1.10 ms/ 25° and

vowel size 0;8 x 0.8 1.2 mm°.

Brain imaging was performed with the 40-channels phased-array head-neck coil (posterior part of the

coil). The following sequences were acquired:

2D FLAIR (Fluid Attenuation Inversion Recovery) voxel 0.6x0.6x0.8 mm, slice thickness 0.80 mm,
TR/TE 5000/346 msec, FOV 180 mm, inversion time TI 1800 msec, echo train length 926 msec, inter-
echo time 3.81 msec, bandwidth 744 Hz/Px.

2D T2* GE: 0.7x0.7x20 mm, slice thickness 2 mm, 20 slices, TR/TE 1200/3.04 msec, FOV 180 mm,
flip angle 70° , bandwidth 270 Hz/Px.

3D T1 MPR (Multiplanar Reconstruction): voxel size 0.6x0.6x0.8 mm, temps de répétition TR/TE
2100 / 2.77 msec, FOV 180 mm, flip angle 8°, TI 1000 msec, inter-echo time 8 msec, bandwidth 210
Hz/Px

Tissue analysis
Inflammation and oxidative stress:

Vascular samples of the imaging location (carotids, aortic arch, and abdominal aorta) were kept frozen
at -80°C and ground into powder using a mortar. Proteins were extracted from the powder using a
PBS/EDTA (5mM) solution. Extract of proteins were then used to assess inflammatory cytokines and

oxidative stress markers in the same way than in plasma (respectively IL-1 B, IL-6, TNFa and MDA).

Gene expression study:

mRNA were extracted from carotid, aortic arch, abdominal aorta, adipose tissues (visceral, pericardial

and periarterial) and brain using the TRIZOL reagent procedure. Expression of 20 genes



corresponding to glycolytic metabolism (HkI), mitochondria metabolism (Ppif, Tspo), pan-
macrophages (Cd14, Cd68), M1 (II-1p, Tir4, Ccl2, 1I-6, Tnfo, Cxcl9, Il-17ra, IL-22ra) and M2 (II-1ra,
Cer2, 1I-10, Clec7a, Irf4, Cd163) markers and lymphocyte infiltration (Cd3¢) (list of primers on
demand: vanessa.dicataldo@universite-lyon.fr) were measured using the qPCR method. Actine § was

used as the reference gene.

Anatomo-pathology of vessel wall and heart

Left carotid and parts of aortic arch and heart (apical area) were removed and stored in a 4%
paraformaldehyde solution during 24 hours and then in 15% sucrose during 48h. After this, there were
placed in histology cassette and frozen in liquid nitrogen, excepted for heart samples that were

embedded in paraffin.

These samples were sliced in slices of 10um using a cryostat (LEICA CM3050S) and then stained
with Hematoxilin/Eosin (MHS32-1L & HT110232-1L, Sigma-Aldrich), Oil Red O (841K04010169,
MERK) and Masson’s trichoma (ab150686, AbCam) in order to visualize respectively the morphology
of the sections, lipid presence and fibrosis. Photographs were acquired using the microscope ZEISS

Scope Al (ZEISS).

Data analysis:
Blood kinetics:

To estimate the overall risk in the plasma profile over time for each animal, lipid and hsCRP levels

were summarized by the maximal, the median and the final (at the imaging time point) values.

Image analysis:

MRI: vessel wall area was measured on the right and left carotids (3 slices / artery) by manual
delineation of the inner and outer contours and given in mm*. MR angiography and CT angiography

acquisition were then used to register the ROI on the PET/CT data (supplemental Figure S2).

BF-FDG image post-processing: All emission images were normalized using an inhomogeneity
detector and corrected for dead time, random coincidences, diffusion and attenuation. Image
reconstruction was performed with iterative Ordered-Subset Expectation Maximization (iterative

OSEM method, TrueX + TOF UltraHD-PET) with 12 iterations and 21 subsets (effective number of



iterations, ENI of 252) and non-filtered according to recent recommendations for FDG analysis in

atherosclerosis (Huet, J Nucl Med, 2015).

Spatial resolution at reconstruction was: voxel 0.82 x 0.91 x 0.4mm. Standardized Uptake Value (SUV
mean and max, Bg/mL) and Target-to-background ratio (TBR: SUV max normalized by SUV mean of
the superior vena cavae) were measured on three vascular locations (right and left carotids, aortic arch
and abdominal aorta at the level of renal bifurcations) and in visceral adipose tissue in three regions-
of-interest (ROIs) for each location. MR angiography and PDW images (for the carotids) were used to
generate regions-of-interest at the different locations. For brain images, SUV max was evaluated for

the ROIs defined using the NHP atlas (Ballanger, Neurolmage 2013) (see below).

[''C]-PK11195 analysis: Levels of translocator protein (18 KDa) expressed in active macrophages
were assessed using [''C]-PK 11195 kinetic analysis with an image arterial input function (descending

aorta) and a 2-compartment reversible model (2TC-rev) or an equivalent graphical analysis (Logan).

The 2TC-rev allows the identification of the following kinetics rate constants: K1, k2 between
vascular volume and non-specific tissue, and rate constants of association (k3) and dissociation (k4)
for receptor-specific (Kropholler et al). Rate constants depend on local concentration in the region of
interest (ROI), in arterial plasma and in tissue. The relationship between micro parameters (K1, k2, k3

and k4) allows us to estimate a macro parameter: volume distribution (Vt).

Logan plot is a linear method, which allows for the estimation of the Vt regardless of the number of
compartments (Logan et al, 1990). This graphical method is based on observation of the portion of the
reversible model which approaches a steady state after certain time following a linear trend whose
slope can be related to the Vt. As performed in the clinical carotid study (Gaemperli), a simplified

TBR(PK) was calculated using a static image reconstructed from the 20-35 minutes frames.

Vt, and SUVmax(PK) and TBR(PK) (calculated using a static image reconstructed from the 20-35
minutes frames) were then compared to FDG uptake levels (SUVmax ["®F]-FDG) and TBR ["*F]-
FDQG) at the same locations (right and left carotids).

Brain PET/CT analysis

Based on anatomical-MRI and a maximum probability atlas (Ballanger et al., 2013), 88 ROIs were
defined and used to measure [''C]-PK11195 binding potential (BP, with the Simplified Reference
Tissue Model, SRTM, using the caudate nucleus as the reference region with minimal uptake) on
PET-Scans for these regions; here we focused on the frontal cortex (7 ROIs) and the limbic system (6

ROIs).



Statistical analysis

All values are expressed as mean +/- standard deviation or median with percentile ranges. Differences
were tested using t test. Regression analysis was used for comparison between MR and PET
parameters. A p<0.05 was considered significant. Heatmaps for genomic risk profile were generated
by hierarchical clustering of samples using the ward.2 algorithm. Statistical analysis for longitudinal
follow-up and for comparison between HC and SD measurements were performed with p<0.05

considered as significant. All statistical analyses were performed using R software.

RESULTS:

During the 24 months of the study, 5 HC animals died: 2 abruptly early after the onset of the diet, 2
were euthanized because of acute kidney failure and 1 died prematurely because of an acute
pancreatitis (important pancreas autolysis observed during the necropsy). In these animals, important

atherosclerosis lesions were also observed in different vascular beds (data not shown).

At-risk lipidic profiles

Plasmatic cholesterol level of all HC animals were at basal values at the beginning of the study and
showed a brutal increase since the first month of diet (1 month on HC diet compared to baseline value,
p=4.5.10") and stayed at high values all along the 24 months (Figure 1A). The HDL/LDL ratio
showed a parallel sudden decrease during the first month and remained low thereafter (1 month

compared to baseline ratio, p=1.2.107%; Figure 1B).

Lipoproteins profiles further exhibited the differences between HC and SD animals: a lower HDL
concentration and “at-risk” LDL subfractions in HC animals corroborating the lipids dysregulation

(Figure 1C-D).

Multi-site active lesions using multimodal imaging in HC animals

The presence of numerous atherosclerotic plaques in HC animals was visible with ultrasound imaging;
at T+18 months of diet, 9 of 10 HC monkeys showed atherosclerotic lesions at similar location than
human (common carotid and bulb, aortic arch, iliac arteries) confirmed by vessel histology. Plaque
burden in the carotid was also shown by MRI measurements (Figure 2A-C). PET/CT imaging showed
both ["®*F]-FDG (Figure 2D-E) and [''C]-PK11195 (Figure 2F-G) carotids uptake in HC animals’

suggesting the presence of a low-grade inflammation. Carotid MRI showed vessel wall thickening in



the carotids (median wall area of 0.11 (interquartile 0.09 — 0.12) cm? in HC versus 0.04 cm? in SD
animals, p<0.001, Figure 2A, and Supplemental Figure S3) and gadolinium enhancement
characteristics of advanced carotid plaques (Figure 2B-C and Figure S3) confirming the pathological

status.

Longitudinal follow-up of inflammatory biomarkers and ultrasound for diagnosis of at-risk

animals

Longitudinal ultrasound showed presence of lesions at different locations at 12 months (score of 2 in 4
animals, Figures 3 and S4) with progression of atherosclerosis in 3 animals over 8 at 18 months
(Figure S4). HsCRP levels confirmed the chronic low-grade inflammation persisting over time
(Figure 3B and S4). LDL-C levels were also high in the same interval of time, but with no significant
increase (Figure 3C). The animals with increasing US score have also hsCRP increase or maintained

high level during follow-up (Figure S4).

For animals that didn’t completed the study, there was a burst of circulating inflammation biomarkers
in the blood sample prior to death (data not shown). Finally, the findings of downstream consequences
in the heart (fibrosis on histology) and in brain (lacunar stroke by FLAIR MRI) in animals with
advanced lesions (Figure 4) confirmed the overall vulnerable status with high-risk HC animals. It is
worth noting that the 3 animals exhibiting myocardial fibrosis on histology were those with an
increased ultrasound score at T+18 months, and either elevated hsCRP at baseline or with the stronger

increase at T+18 months (Figures S4 and 4).

For HC animals, PET and MR inflammation marker levels were not correlated neither with the MR
plaque burden nor between each other (data not shown, p=0.3 plaque with Gd, p=0.9 plaque with
['*F]-FDG, p=0.18 plaque with [!!C]-PK11195. Gd and ["*F]-FDG were significantly related (p=0.03).
Of note, in HC animals with the dual tracer injection, [''C]-PK11195 imaging positively correlated
with ['®F]-FDG findings (Figure 5A, r=0.89; p=<0.001) in HC animals, and negatively in SD (Figure
5B, 1=-0.78, p=0.036), and there was a trend between Gd and [''C]-PK11195 in HD animals (p=0.07).
For MR and PET inflammation markers, the left/right uptake difference was similar in HC, and not in

SD animals (Figure S3).

Incidentally, SD animals presented relatively elevated hs-CRP level, (18 and 35 pg/ml respectively)
and their corresponding inflammation imaging was also above normal values for both Gadolinium SI
enhancement, ["*F]-FDG SUV and [''C]-PK11195 TBR (Figure 2B, D, F). At histology, myocarditis
with diffuse myocardial fibrosis was discovered in one animal (SD#2), confirming the in vivo

inflammation findings.



Carotid at-risk profiles combine overexpression of metabolic, inflammatory and anti-

inflammatory genes

Genomic analysis of carotid arteries exhibited strong correlations between genes related to imaging
biomarkers (Hk! for ['®F]-FDG and Tspo for [''C]-PK11195) in carotid arteries and vulnerable plaque
markers as Cc/2 (p=0.009 and 0.001 respectively), /I-15 (p=0.001 and 0.006 respectively) and //-6
(p=0.044 for HkI) (Table 1). These three markers were also intercorrelated and correlated with others
inflammatory markers such as 7/r4 (p=0.001 with Cc/2; p=0.002 with /I-1f), Clec7a (p<0.001 with
Ccl2; p<0.001 with //-15), with Cd3e (marker of lymphocytes infiltration: p=0.003 with Cc/2; p=0.044
with //-1 and p=0.007 with //-6). Interestingly, markers of vulnerable plaque are also associated with
anti-inflammatory markers expression such as //-/ra (p=0.003 with Cc/2, p=0.001 with /-1 and
p=0.009 with 1/-6), 1I-10 (p=0.027 with 1I-6), Irf4 (p=0.001 with Cc/2) and Cd163 (p=0.001 with Cc/2)
(Table 1). Heat map of gene expression in carotid highlighted three distinct groups of NHP, according
to level expression of these genes (Figure 5C). Of note, the 3 NHPs presenting downstream events
(HCH#1, 9 and 13) were regrouped by this analysis in the high-risk group, confirming the stratification
made using ultrasound and circulating biomarkers such as LDL-C and hsCRP (Figure 5C-D and
supplemental S4).

Other vascular trees, brain, and adipose and immune tissues

HC animals with carotid ["*F]-FDG uptake also showed increase signal in the aortic arch, as well as in
hematopoietic organs (spleen and bone marrow) (Figure S5). Tissue analysis of three arterial walls
(carotids, aortic arch and abdominal aorta) confirmed the at-risk status for the three NHP, as they were
the only cases presenting higher values for more than one inflammatory/oxidative marker (over the
four selected ones) (data not shown). Gene expression in the two aortic locations did not provide a
complete similar stratification. However, the association between inflammatory/metabolic and anti-

inflammatory was maintained (Figure S6).

Interestingly, brown fat activity was significantly decreased in HC animals compared to SD, whereas
the increase activity of visceral and subcutaneous fat did not reach significance (Figure S7). In both
perivascular and visceral adipose tissue, the association between inflammatory and anti-inflammatory

gene expressions was also highly present (Figure S7).

Finally, the brain in vivo imaging using the dedicated NHP atlas segmentation showed higher [''C]-
PK11195 uptake in regions of the limbic system and frontal cortex in HD animals compared to SD,

and a corresponding lower ['®F]-FDG uptake (Figure S8). Gene expression in the frontal cortex



showed correlation between imaging biomarkers and CCL2, IL-6 and CD3¢ and strikingly a negative

correlation between with IL-1B and IL-1ra (Figure S9).

DISCUSSION:

In this non-human primate model of wvulnerable plaques, both metabolic and mitochondrial
macrophage activity imaging markers were closely associated, as demonstrated by the correlation
between ["*F]-FDG and [!!C]-PK11195 carotid measurements. The carotid gene analysis confirmed
this finding, but found also a strong association with anti-inflammatory markers. This relationship was
further used to stratify the at-risk profiles and diagnosed the same subjects presenting the evolutive
lesions at follow-up and pathological downstream consequences of plaque rupture. The two aortic
locations (arch and abdominal) confirmed the association of inflammatory/anti-inflammatory gene
expressions. As in patients, ['*F]-FDG whole body inflammation imaging in this model of advanced
atherosclerosis confirmed abnormal uptake in hematopoietic organs and white adipose tissue, and a
decrease metabolic activity of brown fat. Finally, in HC animals compared to SD, there was a decrease
metabolic activity (["*F]-FDG uptake) in the limbic system, in parallel with increased TSPO

mitochondrial activity in the same regions, i.e. an increase binding of ['!C]-PK11195.

This last couple of years, the classical dichotomy of M1 (inflammatory) and M2 (anti-

inflammatory/repair) macrophages has been seriously reconsidered (Tabas, Circ Res 2016).

A more comprehensive vision is emerging from the immunology community. Priming of the immune
innate cells has now been demonstrated as an essential event for future response of
monocyte/macrophages in cardiovascular diseases. It has also been recently postulated in resident
macrophages, even in the brain (Holtmann, ActaNeuropatholComm, 2015). This priming promotes
very different phenotypes that combined a delicate mixture between conventional M1/M2 markers.
For clinical translation to atherosclerosis, this was very recently demonstrated by pathological analysis
of the abdominal aorta from a tissue bank (van Dijk, 2016). Until now, analysis of carotid
endarcterectomy specimens has lead to somehow controversial results (de Gaetano, Frontiers
Immunol, 2016 ; Jager, Mol Imaging Biol 2016). These results may be due to the fact that adventitia is
missing in endarterectomy samples while it is an important supplier of macrophages in atherosclerosis

(van Dijk, 2016).

Indeed, medical imaging of M2 markers for atherosclerosis imaging has also already been evaluated,
with the following examples. The mannose receptor CD206 was imaged by direct targeting (Blykers et
al, JINM, 2015, Cope,F, NuclMed Biol 2016),or by using its carboxylate ligand by FDM PET imaging



(Tahara, Nature Med), and indirect CD163 imaging was performed by targeting the somatostatin
receptor with its ligand [*Cu]-DOTATATE that correlated with CD163 macrophages and
symptomatic plaques (Pedersen, ATVB, 2015). Indeed, our gene analysis confirmed that M2 markers
(IL-10, CD163, IRF4, IL-1ra) were closely associated to both metabolic and inflammatory markers
(IL6, IL1B, CCL2) in the three studied vascular beds. In our study, IL-1ra is the anti-inflammatory
marker more frequently associated to inflammatory markers (with CCL2 and IL-1p in carotid and

aortic arch and with IL-6 in carotid).

In-vivo imaging in the carotids showed that [''C]-PK11195 and [**F]-FDG were correlated in HD
animals. Therefore, these two tracers appeared equivalent in carotid and aortic arch atheroma, but were
negatively correlated in the vessel wall and perivascular tissues of SD animals. The genomic analysis
of metabolic and mitochondrial gene expression confirmed this association in the carotids and in the
two aortic sites, but were only associated in pericardial adipose tissues and not in the other depots.
Yet, in all adipose tissues, inflammatory and anti-inflammatory were still closely associated
confirming the strength of this association in different microenvironment in this context of chronic

low-grade chronic inflammation.

Conversely, ['®F]-FDG and [''C]-PK11195 gave opposite results in the brain in the limbic and frontal
cortex. The lower ['*F]-FDG uptake in the limbic system may be related to a lower neuronal activity,
as observed in Alzheimer’s disease (Kato et al, Ageing Res Rev, 2016) and the increased [''C]-
PK11195 uptake may represent a high cholesterol diet-induced neuroinflammation as previously

demonstrated in mice (Mao et al, 2015; Lam et al, 2015).

In hypercholesterolemia, the central role of TSPO in mitochondria cholesterol trafficking may be
disturbed and can be a therapeutic target (Lecanu, Steroids, 2013). It has indeed a major role for
cholesterol trafficking and astrocyte homeostasis (Da Pozzo J Mol Science 2016). In the brain, TSPO
increased expression is also linked to astrocyte and microglial activation and/or macrophage
recruitment in acute and chronic inflammation (stroke, epilepsia) (Chauveau et al, Eur J Nucl Med

Mol Imaging, 2011; Yankam Njiwa et al, JCBFM, 2016).

Further studies in this advanced atherosclerosis model would be necessary to confirm these
TSPO/FDG imaging findings in the brain, combining inflammation and neuron damage particularly in
the limbic system. These mechanisms have already been explored in the ApoE”" mouse model
(Fullerton et al, 2001; Schwartz et al, 2013). In primate, TSPO imaging has also been recently
performed in the context of acute neuro-inflammation evolving to neuro-degeneration (S Lavisse, Eur
J Nucl Med Mol Imaging, 2015). It further confirms the relevance of the NHP model for translational

neuro-inflammation imaging studies.



Compared to mouse models, this NHP model is unique as vulnerable plaque phenotypes were
observed in both the carotids and coronary arteries, with pathological findings of down-stream events.
The longitudinal follow-up using imaging of plaque progression in multiple sites and inflammation
biomarkers provided a first read-out of at-risk profiles, very similar to the clinical set-up. In term of
translation, the at-risk signature in the vessel wall combines metabolic, inflammatory and anti-
inflammatory. Moreover, this gene association in the carotids was able to stratify the higher-risk
animals. This finding appears very relevant for patient care after endarterectomy, but need to be

further confirmed.

Another limitation of the present study is the single inflammation imaging session. Indeed, ['*F]-FDG
imaging has been successfully performed in phase II and III clinical trial where changes of carotid and
aorta ['®F]-FDG uptake were essential to show inflammation modulation with treatment and the
overall more stable phenotype in the treated group (Tawakol, JACC 2013; Tarkin, Nature Rev Cardiol
2014).

In conclusion, we demonstrated here in the NHP vulnerable plaque model that the two imaging marker
of inflammation that have been used for carotid exams in patients, i.e. ['*F]-FDG and [''C]-PK 11195,
are closely linked in the context of atherosclerosis. Yet, they may provide additional results in the
brain about respectively, locally impaired brain activity with ['®F]-FDG and abnormal glial and /or

macrophage mitochondrial with [''C]-PK11195.

More importantly, we showed for the first time in a translational model that the vulnerable plaque has
increased expression of metabolic, inflammatory and anti-inflammatory genes, and in carotid plaques,
this association enables to stratify high-risk subjects. Further studies in NHP and patients are needed to

evaluate how this can impact care and future treatment.

ACKNOWLEDGEMENTS:

Acknowledgements:



Sources of funding: This study was supported by the Institut Universitaire de France and the
French Ministry of Research for PhD students.

Disclosures: None



REFERENCES:

10.

11.

12.

Naghavi M, Falk E, Hecht HS, et al, SHAPE Task Force. From vulnerable plaque to vulnerable
patient—Part III: Executive summary of the Screening for Heart Attack Prevention and Education
(SHAPE) Task Force report. Am J Cardiol 2006;98: 2H—15H.

Rudd JH, Warburton EA, Fryer TD, Jones HA, Clark JC, Antoun N, Johnstrém P, Davenport AP,
Kirkpatrick PJ, Arch BN, Pickard JD, Weissberg PL. Imaging atherosclerotic plaque inflammation
with [18F]-fluorodeoxyglucose positron emission tomography. Circulation. 2002 Jun
11;105(23):2708-11.

Figueroa AL, Abdelbaky A, Truong QA, et al. Measurement of arterial activity on routine FDG
PET/CT images improves prediction of risk of future CV events. JACC Cardiovasc Imaging. 2013
Dec;6(12):1250-9.

Subramanian S, Tawakol A, Burdo TH, Abbara S, Wei J, Vijayakumar J, et al. Arterial
inflammation in patients with HIV. JAMA. 2012;308:379-86.

Knudsen A, Hag AM, Loft A, von Benzon E, Keller SH, Mgller HJ, Lebech AM, Ripa RS, Kjer
A. HIV infection and arterial inflammation assessed by (18)F-fluorodeoxyglucose (FDG) positron
emission tomography (PET): a prospective cross-sectional study. J NuclCardiol. 2015
Apr;22(2):372-80.

Tarkin JM, Joshi FR, Rudd JH. PET imaging of inflammation in atherosclerosis. Nat Rev Cardiol
2014;11:443-57.

Evans NR, Tarkin JM, Chowdhury MM, Warburton EA, Rudd JH. PET Imaging of
Atherosclerotic Disease: Advancing Plaque Assessment from Anatomy to Pathophysiology.
CurrAtheroscler Rep. 2016 Jun;18(6):30.

Duivenvoorden R, Mani V, Woodward M, Kallend D, Suchankova G, Fuster V, Rudd JH,
Tawakol A, Farkouh ME, Fayad ZA. Relationship of serum inflammatory biomarkers with plaque
inflammation assessed by FDG PET/CT: the dal-PLAQUE study. JACC Cardiovasc Imaging.
2013 Oct;6(10):1087-94.

Tarkin JM, Dweck MR, Evans NR, Takx RA, Brown AJ, Tawakol A, Fayad ZA, Rudd JH.
Imaging Atherosclerosis. Circ Res. 2016 Feb 19;118(4):750-69.

Gaemperli O and al. Imaging intraplaque inflammation in carotid atherosclerosis with 11C-
PK 11195 positron emission tomography/computed tomography. Eur Heart J 2012;33:1902-10.
Millon A, Canet-Soulas E, Boussel L, Fayad Z, Douek P. Animal models of atherosclerosis and
magnetic resonance imaging for monitoring plaque progression. Vascular. 2014 Jun;22(3):221-37.
Adams MR, Kaplan JR, Manuck SB, Koritnik DR, Parks JS, Wolfe MS, Clarkson TB. Inhibition
of coronary artery atherosclerosis by 17-beta estradiol in ovariectomizedmonkeys. Lack of an

effect of added progesterone. Arteriosclerosis. 1990 Nov-Dec;10(6):1051-7



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Shively CA, Kaplan JR, Clarkson TB. Carotid artery atherosclerosis in cholesterol-fed female
cynomolgus monkeys. Effects of oral contraceptive treatment, social factors, and regional
adiposity. Arteriosclerosis. 1990 May-Jun;10(3):358-66.

Register TC. Primate models in women’s health: inflammation and atherogenesis in female
cynomolgus macaques (Macaca fascicularis). Am J Primatol 2009;71:766-775.

Cope FO, Abbruzzese B, Sanders J, et al. The inextricable axis of targeted diagnostic imaging and
therapy: An immunological natural history approach. Nucl Med Biol. 2016 Mar;43(3):215-25.
Tahara N, Mukherjee J, de Haas HJ, et al. 2-deoxy-2-[18F]fluoro-D-mannose positron emission
tomography imaging in atherosclerosis. Nat Med. 2014 ;20(2):215-9.

Pedersen SF, Sandholt BV, Keller SH, Hansen AE, Clemmensen AE, Sillesen H, Hejgaard L,
Ripa RS, Kjer A. 64Cu-DOTATATE PET/MRI for Detection of Activated Macrophages in
Carotid  Atherosclerotic ~ Plaques: Studies in Patients Undergoing Endarterectomy.
ArteriosclerThrombVasc Biol. 2015 Jul;35(7):1696-703.

Tabas I, Bornfeldt KE. Macrophage Phenotype and Function in Different Stages of
Atherosclerosis. Circ Res. 2016 Feb 19;118(4):653-67.

Inge R Holtman, Divya D Raj, Jeremy A Miller, Wandert Schaafsma, Zhuoran Yin,
Nieske Brouwer, Paul D Wes, Thomas Mdéller, Marie Orre, Willem Kamphuis, Elly M Hol,
Erik W G M Boddeke and Bart J L Eggen. Induction of a common microglia gene expression
signature by aging and neurodegenerative conditions: a co-expression meta-analysis. Acta
Neuropathologica Communications2015. DOI: 10.1186/s40478-015-0203-5

J Am Heart Assoc. 2016 Jun 16;5(6). pii: €002860. doi: 10.1161/JAHA.115.002860. Systematic
Evaluation of the Cellular Innate Immune Response During the Process of Human
Atherosclerosis. van Dijk RA', Rijs K' Wezel A', Hamming JF!, Kolodgie
FD?, Virmani R?, Schaapherder AF?, Lindeman JH*.

de Gaetano M, Crean D, Barry M, Belton O. M1- and M2-Type Macrophage Responses Are
Predictive of Adverse Outcomes in Human Atherosclerosis.

Front Immunol. 2016 Jul 19;7:275. doi: 10.3389/fimmu.2016.00275. eCollection 2016.

PMID: 27486460

Jager NA!, Wallis de Vries BM?, Hillebrands JL3, Harlaar NJ?, Tio RA*, Slart RH>, van Dam
GM?, Boersma HH>¢, Zeebregts CJ’, Westra J!. Distribution of Matrix Metalloproteinases in
Human Atherosclerotic Carotid Plaques and Their Production by Smooth Muscle Cells and
Macrophage Subsets. Mol Imaging Biol. 2016 Apr;18(2):283-91. doi: 10.1007/s11307-015-
0882-0.

Lecanu L', Yao ZX, McCourty A, Sidahmed el-K, Orellana ME, Burnier MN, Papadopoulos V.
Control of hypercholesterolemia and atherosclerosis using the cholesterol recognition/interaction
amino acid sequence of the translocator protein TSPO. Steroids. 2013 Feb;78(2):137-46. doi:
10.1016/j.steroids.2012.10.018. Epub 2012 Nov 23.



24.

25.

26.

27.

28.

Da Pozzo E', Giacomelli C?, Costa B?, Cavallini C*, Taliani S°, Barresi E®, Da Settimo F’, Martini
C8. TSPO PIGA Ligands Promote Neurosteroidogenesis and Human Astrocyte Well-Being. Int J
Mol Sci. 2016 Jun 29;17(7). pii: E1028. doi: 10.3390/ijms17071028.

Lavisse S', Inoue K, Jan C, Peyronneau MA, Petit F, Goutal S, Dauguet J, Guillermier M, Dollé
F, Rbah-Vidal L, Van Camp N, Aron-Badin R, Remy P,Hantraye P. [18F]DPA-714 PET imaging
of translocator protein TSPO (18 kDa) in the normal and excitotoxically-lesioned nonhuman
primate brain. Eur J Nucl Med Mol Imaging. 2015 Mar;42(3):478-94. doi: 10.1007/s00259-014-
2962-9. Epub 2014 Dec 9.

Raggi P! Baldassarre D? Day S° de Groot E% Fayad ZAS. Non-invasive imaging of
atherosclerosis  regression with magnetic resonance to guide drug development.
Atherosclerosis. 2016 Aug;251:476-82. doi: 10.1016/j.atherosclerosis.2016.06.028. Epub 2016
Jun 16.

Blykers A, Schoonooghe S, Xavier C, D'hoe K, Laoui D, D'Huyvetter M, Vaneycken I, Cleeren F,
Bormans G, Heemskerk J, Raes G, De Baetselier P, Lahoutte T, Devoogdt N, Van Ginderachter
JA, Caveliers V. PET Imaging of Macrophage Mannose Receptor-Expressing Macrophages in
Tumor Stroma Using 18F-Radiolabeled Camelid Single-Domain Antibody Fragments. J Nucl
Med. 2015 Aug;56(8):1265-71. doi: 10.2967/jnumed.115.156828. Epub 2015 Jun 11.



TABLES:

Table 1: Correlations between RNA vulnerable markers in carotid artery.* genes related to imaging

(HkI for ['*F]-FDG and Tspo for [''C]-PK11195), ** anti-inflammatory markers

Correlated with r p

Ccl2 1-1p 0.9 0.001
Tir4 0.9 0.001
ll-1ra ** 0.9 0.003
Tspo * 0.89 0.001
Cdl63 ** 0.88 0.001
Clec7a ** 0.87 <0.001
Cd3e 0.86 0.003
Cdo6s 0.86 0.002
Cdl4 0.85 0.001
Ppif (CyD) 0.81 0.006
Hkl * 0.79 0.009
11-6 0.71 0.027
Irf4 ** 0.7 0.001

1-1p Cdl4 0.95 <0.001
Clec7a ** 0.95 <0.001
Ccl2 0.9 0.001
1l-1ra ** 0.9 0.001
Hkl * 0.89 0.001
Tir4 0.86 0.002
Tspo * 0.82 0.006
Ppif (CyD) 0.8 0.009
1l-6 0.69 0.031
Cd3e 0.66 0.044

1-6 Cd3e 0,81 0,007
ll-1ra ** 0.75 0.009
Ccl2 0,71 0,027
Cdl4 0.71 0.01
1-18 0,69 0,031
1I-10 ** 0.69 0.027

Hkl * 0,66 0,044



FIGURES LEGENDS:

Figure 1: Lipidic profiles. Plasmatic cholesterol level (A) and HDL/LDL ratio (B) of HC diet animals
at 0, 1, 7, 12, 18 and 24 months after the start of the diet. Lipoprotein profile of one HC (C) and one
control (D) NHP at T+24 months.

*#% Significantly different from T0 p<0.001; HC and SD: high cholesterol and standard diet

Figure 2: Carotid imaging. MRI plaque area (A) and gadolinium SI enhancement (B) of HC and SD
animals. MRI carotid plaque measurement showed vessel wall thickening in HC animals compared to
SD (A, p<0.001), but no difference in gadolinium SI measurement. Differential right and left
enhancement was observed in HC NHP (C, arrow for the right enhanced carotid). ['*F]-FDG SUV of
right and left carotid of HC (D) showed no difference between HC and SD animals. For the same HC
NHP as in C, ["®F]-FDG uptake was also observed in the right carotid (E, arrow). There was also no
difference between HC and SD for [''C]-PK1195 TBR of carotid arteries (F), but the right and left

asymmetry was also observed for the same HD animal as in C and E (G, arrow).

*#% Significantly different from SD p<0.001; SI: signal intensity; HC and SD: high cholesterol and
standard diet; TBR: target-to-background ratio

Figure 3: Longitudinal ultrasound and systemic biomarkers. Ultrasound score in the carotid arteries

(A), hsCRP (B) and plasmatic LDL-C level (C) at T+12 and T+18 months.

Figure 4: At-risk Non-Human Primates with downstream events. Histological evidences of coronary
stenosis (A,C), myocardial fibrosis (B) and severe and diffuse plaque (D) in three of our NHPs. These
animals also present severe and diffuse plaque visible on the left carotid (E,H,J). MRI (F) showed the
presence of a lacunar stroke in one of these two animals, and the PET/CT imaging showed that this
area presents a high binding potential for [''C]--PK 11195 (G) and the left carotid of this NHP showed
a multifocal plaque in histology (I).

Figure 5: In HC animals, we observed a positive correlation between [''C]-PK11195 TBR and ['®F]-
FDG SUVmax (A) but a negative one in SD animals (B). RNA expression of gene of vulnerable

plaque markers in the carotid arteries enables division of NHP in three group of different



cardiovascular risk (C). To be noted: the three animals with downstream events are classified into the
high cardiovascular risk group on the sole RNA expression analysis. PCA analysis confirmed the three

groups of animals (D).
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Supplemental data
Figure S1: Experimental study design over the 24 months.

Figure S2: MR and CT angiographies used for MR and PET/CT images registration for an accurate placing of ROI
for carotid wall measurement.

Figure S3: Right and left carotid individual values for MRI plague surface (A, B), for gadolinium plaque SI
enhancement (C, D), for SUVmax [18G]-FDG (E, F), [11C]-PK11195 1G, H) in HC and SD animals, respectively.
Though PET inflammation biomarkers: and gadolinium MRI permeability marker levels are not directly correlated,
there is a corresponding left/right difference in HC animals with the three imaging markers. In old SD animals, there
was also elevated inflammation at the measurement time-point, illustrating the importance of longitudinal
inflammation evaluation to discriminate between chronic atherosclerosis inflammation and acute unrelated
inflammatory status.

Figure S4: Individual values for ultrasound carotid scores (A), hsCRP (B) and LDL-C levels (C% at T+12 and T+18
months in HC animals At-risk cholesterol profile (low HDL, Ii-?h LDL-C), chronic inflammation (hsCRP high or
increasing) and lesion progression by US were found in 3 NHP (#1, #9, #13).

Figure S5: Multi-site inflammation showin%corresponding higher uptake in aortic arch, and hematopoietic organs
(bone marrow and spleenin in an at-risk HD animal compared to a lower risk HD subject

Figure S6: RNA expression of genes of vulnerable plague markers and correlation between them in aortic arch (left)
and abdominal aorta (right).

Figure S7: Adipose tissue imaging of white subcutanuous and visceral fat, SAT and VAT respectively (A-B), and
brown fat, BAT (C-D) and correlations from gene analysis in pericardic (E), periarterial (F) and visceral (G) adipose
tissues. In HC animals, there was a higher FDG uptake in visceral adipose tissue and a lower in brown adipose
tissue compared to SD .

Figure $8: Brain PET/CT imaging. Higher uptake of ""C-PK11195 in the frontal cortex (A) and limbic system (B) in
HC animals. Lower metabolic activity (lower '®F-FDG uptake) in the limbic system in HC animals (C).

Figure S9: RNA expression of genes of vulnerable plague markers in the brain.
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