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I-LE FOIE ET SES FONCTIONS MAJEURES

Le foie est I'un des organes les plus imposant chez I’ Homme avec en moyenne un poids de
1,5kg, il présente une structure et une vascularisation particuliérement complexes (Lautt and
Greenway, 1987). En effet, il est organisé en lobules de forme hexagonale dans lesquels le sang
entre par la veine porte et I’artére hépatique au niveau des sommets. A ’inverse, la bile rejoint
I’intestin via le canal biliaire, il y a donc une circulation bilatérale du sang et de la bile. Les
lobules sont composés de plusieurs types cellulaires ; les hépatocytes et les cholangiocytes
constituent respectivement les premiéres et les deuxiemes cellules hépatiques les plus
abondantes, les cellules étoilées, les cellules de Kupffer et les cellules sinusoidales (Stanger,
2015). Chaque type cellulaire posséde des fonctions uniques. En effet, les hépatocytes jouent a
la fois un réle en tant que cellules endothéliales mais également dans le maintien des fonctions
du foie. Les cholangiocytes ou cellules épithéliales biliaires forment les canaux biliaires, les
cellules étoilées peuvent étre actives ou quiescentes et sont impliquées dans le stockage de
vitamine A. Les cellules de Kipffer en tant que macrophages résidents du foie ont un role
prédominant dans I’inflammation en cas de présence de pathogene dans le sang provenant de
la veine porte. Enfin, les cellules sinusoidales forment une barriére perméable entre le systeme
sanguin et les hépatocytes ce qui favorise les échanges entre le sang et le parenchyme hépatique
(Malarkey et al., 2005).

Cette organisation spécifique et les différents types cellulaires qui le composent, permettent au
foie d’assurer ses nombreuses fonctions indispensables au maintien de 1’homéostasie. Il est
notamment impliqué dans la régulation du volume sanguin, I’homéostasie glucidique et
lipidique, la production et la sécrétion de la bile, la synthése d’acides aminés et de protéines ou

encore la détoxification des xénobiotiques.
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A- Métabolisme des acides gras

L’un des roles majeurs du foie est le métabolisme des acides gras qui proviennent non
seulement de I’alimentation mais également de sources endogénes. Les acides gras issus de
I’alimentation sont transportés dans le plasma a I’intérieur de chylomicrons sous forme de
triglyceride formés et sécrétés par les entérocytes (Havel, 1994; Igbal and Hussain, 2009). La
plupart de ces complexes sont absorbés au niveau des tissus musculaires et adipeux, cependant,
le reste des chylomicrons est endocyté par les hépatocytes ce qui conduit a la libération des
triglycérides (Cohen and Fisher, 2013).

L’une des sources endogenes d’acides gras provient des tissus adipeux, en période de jeun.
Associée a une faible concentration d’insuline plasmatique, les tissus adipeux sont capables de
relarguer des acides gras dans la circulation sanguine. En effet, lors de la lipolyse adipocytaire,
les triglycérides provenant notamment de 1’alimentation et qui ont été stockés sont convertis en

acides gras et peuvent ainsi étre absorbés au niveau hépatique (Barrows and Parks, 2006).

Absorption des acides gras libres

Dans la circulation sanguine, les acides gras libres sont liés a 1’albumine, ce qui les rend solubles
et favorise leur transport (Kendall, 1941). La captation des acides gras par les hépatocytes
nécessite une dissociation du complexe qui permet aux acides gras de se lier aux protéines
intracellulaires impliquées dans 1’absorption de ces derniers. Plusieurs protéines ont été
décrites ; plasma membrane fatty acid-binding protein (FABPpm), fatty acid translocase
(FAT/CD36), fatty acid transport protein (FATP) et caveolin-1 (Doege et al., 2006; Pohl et al.,
2002; Van Nieuwenhoven et al., 1995; Zhou et al., 1998a). 1l existe également une diffusion

passive des acides gras par la membrane plasmique des cellules. Enfin, 1’absorption est
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dépendante de la concentration plasmatique en acide gras, elle peut également étre régulée par
la modulation de I’expression de CD36 via les facteurs de transcription aryl hydrocarbon

receptor (AhR) ou Pregnane X receptor (PXR) (Lee et al., 2010; Zhou et al., 2006).

Lipogenese de novo

La deuxiéme source majeure d’acides gras endogénes provient de la lipogenése de novo (LDN)
(Figure 1). Ce processus a lieu lorsque les glucides sont en exces dans le foie, il permet de
former des acides gras a partir du glucose (Hudgins et al., 1996). Le pyruvate synthétisé a partir
du glucose par la chaine de réactions enzymatiques appelée glycolyse est importé dans la
mitochondrie. C’est dans cet organite que le pyruvate est oxydé via le cycle de Krebs et dont la
premiére étape produit du citrate a partir de 1’acétyl-CoA. Le citrate ainsi formé rejoint le
cytosol ou il est converti en acétyl-CoA par I’ATP citrate lyase (ACLY), cette réaction est la
premiere étape de la lipogenése de novo. La suivante est catalysée par I’acétyl-CoA carboxylase
(ACC) qui carboxyle I’acétyl-CoA ce qui produit le malonyle-CoA. Enfin la fatty acid synthase
(FAS), I’enzyme cl¢ dans la synthése d’acides gras permet la transformation du malonyle-CoA
en palmitate. Ce dernier peut ensuite étre modifié en divers acides gras par I’action d’élongases
et de désaturases (Ameer et al., 2014).

La régulation de la lipogenese de novo est principalement due & deux facteurs de transcriptions ;
la carbohydrate response element binding protein (ChREBP) et la sterol regulatory element
binding protein 1C (SREBP1c). La translocation vers le noyau de ChREBP et SREBP1c est
régulée, respectivement, par 1’excés de glucose dans le plasma capté par le foie et la
concentration d’insuline plasmatique. Ces deux facteurs de transcriptions induisent 1’expression
des enzymes impliqués dans la lipogenese de novo (Filhoulaud et al., 2013; Horton et al., 2002;

lizuka et al., 2004).
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Figure 1 : Schéma simplifie de la lipogénese de novo

INTRODUCTION

Une concentration intracellulaire importante en glucose conduit a une synthése de pyruvate

par glycolyse. Lorsqu’il est importé dans la mitochondrie, il est converti en citrate a l’issue du

cycle de Krebs. Le citrate nouvellement formé rejoint le cytosol ou il est transformé en acétyl-

CoA par I’ATP citrate lyase (ACYL) lors de la premiere étape de la lipogénese de novo. L étape

suivante est catalysée par [’acetyl-CoA carboxylase (ACC) ce qui forme du malonyle-CoA a

partir de ’acétyl-CoA. La troisieme réaction implique la fatty acid synthase (FAS) et permet la

formation du palmitate. Enfin, le palmitate peut étre modifié sous [’action d’un certain nombre

d’élongases et de désaturases conduisant a la production de divers acides gras (AG). Ces

derniers peuvent ensuite entrer dans la synthese des triglycérides ou étre dégradés par f-

oxydation.
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Métabolisme des triglycérides

Les triglycérides (TG) représentent la principale forme sous laquelle les acides gras sont stockés
et exportés dans le foie. Le statut hormonal et nutritionnel régule 1’équilibre entre le stockage

et ’export ce qui permet de maintenir ’homéostasie des besoins énergétiques.

Synthése des triglyceérides

Dans le cytoplasme, les acides gras libres issus des sources endogénes et exogenes sont
thioestérifiés en acyl-CoA (Figure 2). Cette réaction indispensable a leur activation est catalysee
par [’acyl-CoA synthétase (ACS). Sous I’action des glycerol-3-phosphate acyltransférase
(GPAT) microsomales et mitochondriales, 1’acyl-CoA et le glycérol-3-phosphate (G3P)
forment I’acide lysophosphatidique (LPA). A son tour, le LPA est acétylé a la membrane du
réticulum endoplasmique (RE) par 1’acylglycerole-3-phosphate acyltransferase (AGPAT).
L’acide phosphatidique (PA) ainsi formé est converti en diacylglycérol (DG) par une
déphosphorylation catalysée par la Liptin aussi appelée phosphatidate phosphohydrolase
(PAP). La derniere étape de la synthése des TG correspond a I’acétylation du diacylglycérol
par la diacylglycerol acyltransferase (DGAT) (Coleman and Mashek, 2011).

La synthese des TG est modulée a la fois par le statut hormonal et nutritionnel notamment via
les facteurs de transcription SREBP-1C et ChREBP (Ericsson et al., 1997; Meegalla et al.,

2002).
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Figure 2 : Schéma simplifié de la synthése et de I’export des triglycérides

Les acides gras (AG) issus de la circulation sanguine ou des phénomenes de lipogenése de novo
ou lipolyse sont thioestérifiés par [’acyl-CoA synthase (ACS). La premiére étape de la synthése
des triglycérides consiste a former l’acide lysophosphatidique (LPA) a partir de [’acyl-COA et
de glycérol-3-phosphate (G3P) par [’action de la glycerol-3-phosphate acyltransférase
(GPAT). Les trois étapes suivantes sont catalysées dans [’ordre par ['acylglycerol-3-phosphate
acyltransferase (AGPAT), la liptin et la diacylglycérol acyltransférase (DGAT) qui sont
presentes a la membrane du réticulum endoplasmique. Le LPA est successivement converti en
acide phosphatidique (PA), en diacylglycérol (DG) et enfin en triglycérides (TG). Les TG ainsi
formés peuvent étre stockés sous forme de gouttelettes lipidiques (GL) qui pourront par lipolyse

reformer des AG. La sécrétion des TG est initiée a la membrane du RE, la microsomal
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triglyceride transfer protein (MTTP) incorpore un TG a [’apolipoprotéine B (apoB)
nouvellement synthétisée. Ce complexe correspond a une very low density lipoprotein (VLDL)
naissante, durant son transit du RE vers [’appareil de Golgi elle s ’enrichiten TG. La VLDL est
ensuite exportée dans une vésicule formée a partir de la membrane de !’appareil de Golgi.
Cette vésicule fusionne avec la membrane sinusoidale de [’hépatocyte, libérant le VLDL dans

la circulation sanguine.

Stockage des triglycérides

L’accumulation des TG nouvellement synthétisés conduit & un bourgeonnement de la
membrane du RE qui, a terme, forme une gouttelette lipidique (GL) (Figure 2). Elles sont
constituées de lipides neutres, majoritairement des TG, entourés d’une monocouche de
phospholipides provenant du RE (Tauchi-Sato et al., 2002). Il existe un certain nombre de
protéines associées a la membrane des GL dont les plus abondantes sont les perilipines (PLIN)
mais aussi les DGAT et GPAT. La protéine PLIN1 est plutdt exprimée dans les adipocytes ou
elle serait impliquée dans la stabilisation des GL alors que PLINZ2 et PLIN3 sont présents a la
surface des GL dans les hépatocytes (Fujimoto et al., 2004; Straub et al., 2008).

La formation des GL permet non seulement de limiter la lipotoxicité inhérente des acides gras
par stockage, mais est également un moyen efficace de répondre aux besoins énergétiques de
la cellule. Cette deuxiéme fonction a récemment été illustrée par une association des GL a

différents organites dépendant du statut nutritionnel (Valm et al., 2017).
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Sécrétion des triglycérides

Le foie est capable de sécréter les TG via la synthése de particules de lipoprotéines de trés basse
densité (VLDL) (Figure 2). C’est au niveau du RE que les lipides neutres, en particulier les TG
sont entourés par une membrane de phospholipide et des apolipoprotéines formant ainsi les
VLDL (Pan et al., 2002).

Deux étapes ont été décrites dans la formation des VLDL. La premiére, favorisée par 1’action
de la microsomal triglyceride transfer protein (MTTP), correspond a I’incorporation d’un TG
aI’apolipoprotéine B ou apoB100 (apoB) nouvellement synthétisée au RE (Khatun et al., 2012).
Cet ajout de lipides a I’apoB favorise sa demi-vie, en effet, cette protéine est rapidement
adressée au protéasome en absence de lipides, la formation des VLDL est donc étroitement liée
a la quantité de TG disponible (Zhou et al., 1998b). Lors de la deuxieme étape, la VLDL
naissante transite du RE vers 1’appareil de Golgi ou elle fusionne avec les TG, ce qui I’enrichit
en lipides et forme la VLDL (Gusarova et al., 2007)La VLDL est ensuite exportée, dans une
vésicule formée a partir de la membrane de 1’appareil de Golgi, vers la membrane sinusoidale
des hépatocytes avec laquelle elle fusionne ce qui libere la VLDL dans la circulation sanguine
(Hossain et al., 2014). Le foie peut ainsi répondre aux besoins en acides gras des tissus adipeux

ou encore des muscles en fonction de 1’état nutritionnel de I’organisme.

Catabolisme des acides gras

Il existe plusieurs voies d’oxydation des acides gras impliquées dans leur catabolisme.

L’w-oxydation, catalysée par le cytochrome P450 (CYP) et la NADPH-cytochrome c réductase,
a lieu dans le réticulum endoplasmique (Wada et al., 1968). La B-oxydation peroxysomale,
prend en charge 1’oxydation des acides gras a trés longue chaine qui, une fois réduits de

quelques carbones, sont dégradés par la f-oxydation mitochondriale (Wanders et al., 2020).
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-oxydation

La B-oxydation mitochondriale est la voie majoritaire de dégradation des acides gras, elle est
particuliérement sollicitée lorsque les taux de glucose et de glucagon sont faibles (Figure 3). En
effet, elle est une source importante de production d’ATP via le cycle de Krebs et la
phosphorylation oxydative qui sont alimentés respectivement par une production d’acétyl-CoA,
une réduction de la flavine adénine dinucléotide (FAD") et de la nicotinamide adénine
dinucléotide (NAD"). L’acétyl-CoA est également synthétisé en acétoacétate, acétone et 3-
hydroxybutyrate lors de la cétogénese, les corps cétoniques ainsi formés rejoignent la
circulation sanguine et représentent une source d’énergie notamment pour le cerveau ou les
muscles (Fukao et al., 2004).

Tout comme pour la lipogénese de novo, la B-oxydation nécessite la thioestérification des acides
gras libres en acyl-CoA par I’action de I’ACS. La mitochondrie étant imperméable aux acyl-
CoA a longue et moyenne chaine, leur import dans la mitochondrie nécessite le transfert du
groupe acyl a la L-carnitine. Cette réaction est catalyséee par la carnitine palmitoyltransférase-
1 (CPT1) présente a la membrane externe des mitochondries. Ainsi, 1’acylcarnitine est
transportée a I’intérieur de la mitochondrie par la carnitine acylcarnitine translocase (CACT)
en échange d’une L-carnitine libre. Enfin, la carnitine palmitoyltransférase-2 (CPT2),
enchassée dans la membrane interne, catalyse le transfert du groupe acyl au coenzyme A ce qui
reconvertit I’acylcarnitine en acyl-CoA. Les CPT1 et CPT2 sont actives pour les acyl-CoA entre
8 et 20 carbones (C8 a C20) (Schaefer et al., 1997; Violante et al., 2010).

La B-oxydation a partir de ces acyl-CoA correspond a un cycle de quatre réactions enzymatiques
qui conduisent a la perte de deux carbones de la chaine de 1’acyl-CoA. La premiere étape du
cycle consiste a ajouter une double liaison a la chaine de 1’acyl-CoA, ce qui le transforme en
trans-2-enoyl CoA par ’action de /’acyl-CoA dehydrogénase (CAD). Il existe différentes CAD
en fonction de la longueur de 1’acide gras a dégrader; la very long-chain CAD (VLCAD), la

28



INTRODUCTION
I-LE FOIE ET SES FONCTIONS MAJEURES

medium-chain CAD (MCAD) et la short-chain CAD (SCAD). La production de FADH> dans
cette étape conduit a un transfert d’électron a la chaine respiratoire. Pour les acyl-CoA a longue
chaine, les trois activités enzymatiques nécessaires aux trois derniéres étapes sont portées par
une seule protéine, la mitochondrial trifunctional protein (MTP) (Carpenter et al., 1992). A
I’inverse, les acyl-CoA & chaines moyenne et courte nécessitent trois enzymes distinctes
présentent dans la matrice mitochondriale (Houten and Wanders, 2010). Ainsi, lors de la
seconde étape, I’hydratation du 2-trans-enoyl CoA formant le 3-hydroxyacyl-CoA est catalysée
par I’enoyl-CoA hydratase (EH). A son tour, le 3-hydroxyacyl-CoA est oxydé en 3-ketoacyl-
CoA par la 3-hydroxyacyl-CoA déhydrogénase (HAD). Cette troisieme étape du cycle est une
source d’électron pour la chaine respiratoire puisqu’elle réduit le NAD*. Enfin, la ketoacyl-CoA
thiolase (KAT) clive le 3-ketoacyl-CoA ce qui libére un acétyl-CoA et I’acyl-CoA de départ
réduit de deux carbones, qui peut de nouveau entrer dans un cycle de p-oxydation (Adeva-
Andany et al., 2019).

Le catabolisme des acides gras étant majoritairement actif en période de jelne, la f-oxydation
est modulée en fonction des besoins énergétiques. Lorsque le taux d’ATP chute au profit du
taux d’AMP, ce dernier active I’AMP-activated protein kinase (AMPK), ce qui inactive par
phosphorylation I’ACC et par conséquent diminue les taux de malonyl-CoA. De méme,
I’activation des Peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR) par certains acides gras
induit la transcription de la malonyl-CoA decarboxylase (Houten et al., 2016). Ces deux
régulations inhibent la synthese du malonyl-CoA, qui est un inhibiteur de CPT1, I’enzyme clé
de la B-oxydation des acides gras (McGarry et al., 1977). Cette inhibition révele un lien direct
entre LDN et B-oxydation ce qui illustre parfaitement 1’équilibre de la dynamique du

métabolisme des glucides et des acides gras au sein du foie.
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Figure 3 : Schéma simplifié¢ du catabolisme des acides gras par -oxydation

Les acides gras (AG) a longue et moyenne chaine sont thioestérifiés par I’acyl-CoA synthase

(ACS). Les acyl-CoA ainsi synthétisés sont incapables de passer la membrane mitochondriale.

Le transfert du groupe acyl a la L-carnitine catalysé par la carnitine palmitoyltransférase-1

(CPT1) forme l’acyl-carnitine. Sous [’action de la carnitine acylcarnitine translocase (CACT),

l’acyl carnitine entre dans la matrice mitochondriale et la L-carnitine en sort. La carnitine

palmitoyltransférase-2 (CPT2) reconverti [’acyl carnitine en acyl-CoA. L’acyl-COA ainsi

transporté subit un cycle de quatre réactions qui permet de diminuer sa chaine de deux

carbones qui peut alors de nouveau entrer dans un cycle de [-oxydation. Si [’acyl-CoA est a

chaine longue, sa dégradation nécessite la very long-chain acyl-CoA dehydrogenase (VLCAD)

et la mitochondrial trinfunctional protein (MTP) qui possédent les activités enzymatiques ;
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enoyl-CoA hydratase (EH), 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (HAD) et ketoacyl-CoA
thiolase (KAT). Pour les acyl-CoA a chaines moyenne et courte, la premiere réaction est
catalysée respectivement par la medium-chain CAD (MCAD) et la short-chain CAD (SCAD).
Les réactions suivantes sont catalysées par la crotonase, la medium/short chain HAD
(M/SCHAD) et la medium chain KAT (MCKAT). La premiere réaction génére la flavine adénine
dinucléotide (FADH2). De méme, la troisieme étape réduit la Nicotinamide adénine

dinucléotide (NADH).

B-Détoxification des xénobiotiques

Un autre role majeur du foie est la détoxification des xénobiotiques. En effet, un important
volume sanguin en provenance de I’intestin via le systéme porte, passe par le foie, ce qui en fait
un organe de choix pour 1’élimination des xénobiotiques et ¢’est d’ailleurs par cette voie qu'une
grande partie des xénobiotiques sont éliminés. Les xénobiotiques ont été définis, par le Dr
Howard Mason, comme les composés chimiques exogenes auxquels un organisme est exposé
(Croom, 2012). Que ces composés exogenes soient issus de 1’alimentation, 1’environnement,
I’industrie ou les médicaments, ils sont en régle générale apolaires ce qui favorise leur diffusion
a travers les membranes biologiques. Du fait de leur nature lipophile, ils ne sont pas éliminés
en tant que tels et ont tendance a s’accumuler ce qui peut provoquer une toxicité (Grant, 1991).
Cependant, les réactions catalysées par les enzymes de biotransformation, lors du métabolisme
des xénobiotiques, permettent d’éliminer leurs dérivés par excrétion rénale ou biliaire (Rowland
et al., 2013). Les réactions du métabolisme des xenobiotiques peuvent étre divisées en phases

0, I, I et 111 (Barnes, 1960; Doring and Petzinger, 2014) (Figure 4).
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Figure 4: Schéma de la détoxification par les enzymes de biotransformation des
xénobiotiques

Adapté de Grant, 1991

Phase O
La phase O correspond a I’entrée des xénobiotiques dans la cellule. Au niveau hépatique les

xénobiotiques majoritairement apolaires, contenus dans le sang passe par la membrane
sinusoidale de maniere passive. L’entrée des xénobiotiques polaires nécessite 1es transporteurs

de la famille des solute carrier (D6ring and Petzinger, 2014).

Phase I
La phase | se déroule en une seule réaction et peut étre une oxydation, une réduction ou une

hydrolyse. Lors de cette phase, un groupement fonctionnel (par exemple un hydroxyle) est
ajouté au composé lipophile ce qui permet de le rendre hydrophile auquel cas il peut étre excrété

ou bien, dans la majorité des cas, entrer dans les réactions de la phase II.
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Cytochrome P450

Parmi les enzymes de biotransformation de la phase I, les cytochromes P450 (CYP) sont
impliqués dans 90% des réactions de fonctionnalisation (Rendic and Guengerich, 2015). I
existe au moins 57 geénes codant pour les CYP450 chez ’'Homme. Il s’agit d’enzymes
ubiquitaires présentes chez tous les étres vivants ce qui traduit leur importance. Chez les
mammiferes, les génes codant pour les CYP sont trés exprimés dans le foie (Liu et al., 2021).
Les CYP sont des hémoprotéines qui ont une activité monooxygénase. Malgré le grand nombre
de famille et d’isoformes, la réaction de monooxygeénation catalysée par les CYP est tres

similaire et correspond a : RH + Oz + 2 + 2H* — ROH + H20 (Figure 5).

M

CYP-Fe®*

Figure 5: Schéma du cycle catalytique des cytochromes P450 et espéces réactives de
I’oxygéne
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Les xénobiotiques (X) sont liés aux cytochromes P450 (CYP) lors de la premiere étape du cycle
catalytique (1). L oxydation d’'un CYP ferriqgue (CYP-Fe**) en CYP ferreux (CYP-Fe?") est
réalisée lors de la deuxieme étape (2) par la captation d’un électron (e”) permettant la liaison
a un oxygéne (Oz). Un e de I’O; peut étre transféré a lion ferreux (Fe?*) durant la troisiéme
étape (3), l'oxygene est alors réduit en anion superoxyde (O27). (4) Si un second e est ajouté
au CYP-Fe3* son ion ferrique (Fe*) est de nouveau oxydé. Durant la cinquiéme étape (5), 'Oz~
peut & nouveau étre réduit conduisant & un peroxyde (02%). Enfin, I’hydroxylation (6) est
catalysée par le CYP-Fe®* qui transfert un atome d’oxygene (O) au X et l’autre O produit de
I’eau (H20). Les CYP peuvent générer des espéces réactives de I'oxygene (ERQ), I’Oy” et I'O22.
Dans le cas d’une libération de [’O>", il devient une ERO et le CYP peut de nouveau subir
I’étape 2 puisqu il reste lié au X. De méme, I'O»% s'il est libéré, devient une ERO et peut générer
avec deux protons (H*) un peroxyde d’hydrogéne (H20z). Adapté de (Davydov et al., 2001;
Koop, 2006)

1A1

2B6

3A5
2C19

2C9

2D6

2E1

Figure 6: Principaux cytochromes P450 impliqués dans la détoxification des
xénobiotiques

La participation des cytochromes est exprimée en pourcentage et correspond a l’analyse de

1829 composés chimiques. Adapté de Rendic and Guengerich 2015
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Les CYP sont classées en différentes familles et les isoformes des familles CYP1, CYP2 et
CYP3 sont connues pour transformer la plupart des xénobiotiques (Rendic and Guengerich,

2015) (Figure 6).

CYP1

Parmi la famille CYPI, I’isoforme CYP1Al se démarque des autres CYP car il est
majoritairement exprimé dans le poumon. Le CYP1A2, quant & lui, est exprimé uniquement

dans le foie.

CYP2

Cette famille comprend le plus de membres, ils ont par ailleurs des sites actifs tres différents ce
qui rend leurs substrats plus spécifiques que les membres des autres familles qui partagent un
grand nombre de substrats (Zhao et al., 2021). Parmi les isoformes de cette famille, le CYP2BS6,
CYP2D6, CYP2C19 ou encore le CYP2E1l sont bien connus pour leur role dans la

détoxification des xénobiotiques (Figure 6).

CYP3

Contrairement aux isoformes de la famille CYP2, les membres de la famille CYP3 partagent
un grand nombre de substrats. La sous famille CYP3A est la famille la plus abondante dans le
foie. De plus, le CYP3A4 est responsable de la métabolisation d’environ 20% des xénobiotiques

(Rendic and Guengerich, 2015) (Figure 6).
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Les enzymes de biotransformation de la phase | peuvent étre modulées par un certain nombre
de facteurs. En effet, I’age, le sexe, ’environnement peuvent inhiber ou activer ces enzymes. Il
faut noter que les xénobiotiques eux-mémes sont capables de moduler I’expression des CYP
via leur liaison directe aux récepteurs nucléaires et la modification de leur activité
transcriptionnelle (Manikandan and Nagini, 2018). Par exemple PXR, CAR (carbohydrate
receptor) et Ahr sont connus pour induire respectivement 1’expression du CYP3A4, CYP2B6

et CYP1A (Tompkins and Wallace, 2007).

Phase 11

Contrairement a la phase I, la phase 11 du métabolisme des xénobiotiques est souvent composée
de plusieurs réactions chimiques. Durant cette seconde phase, les enzymes de biotransformation
réalisent une conjugaison qui peut étre par exemple une glucuronidation, une sulfatation ou une
conjugaison de glutathion. Quel que soit le type de conjugaison, elles sont rendues possibles
par la fonctionnalisation effectuée lors de la phase I. La conjugaison rend plus hydrophile et
moins active chimiquement la molécule de départ et favorise une élimination efficace par le

systéme rénal ou biliaire (Figure 4).

UGT

Les UDP-glucuronosyltransférases (UGT) catalysent la glucuronidation (Figure 7). Chez
I’Homme 40 a 70% des glucuronidations de médicaments impliquent les UGT (Wells et al.,
2004). Cette réaction correspond a la formation d’une liaison covalente entre le groupement
fonctionnel de la molécule issue de la phase I et I'uridine diphosphate acide glucuronique

conduisant a la formation d’un conjugué glucuronide et d’une uridine diphosphate (Jancova et

al., 2010).
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Chez I’'Homme, il existe 4 familles d’UGT mais les familles UGT1 et UGT2 sont les plus
abondamment exprimées dans le foie (Izukawa et al., 2009). De plus, les UGT1A1L, 1A3, ou
encore 2B7 font parties des enzymes considérées comme les plus importantes dans le

métabolisme des xénobiotiques (Miners et al., 2010).

SULT

La sulfatation est une voie importante dans la détoxification des xénobiotiques (Figure 7). Cette
voie est favorisée par les sulfotransférases qui permettent la conjugaison du sulfonate (SO3-)
provenant du 3’-phosphoadenosine 5’-phosphosulphate (PAPS) avec un groupement hydroxyle
ou amine (O-, N- ou S-) du xénobiotique (Gamage et al., 2006). Le PAPS est un donneur de
sulfate produit par tous les tissus chez I’'Homme. De plus, les sulfotransférases (SULT) sont
exprimées dans tous les tissus ce qui en fait un systeme de détoxification efficace. Chez
I’Homme, il existe 4 familles de SULT ; SULTL, SULT2, SULT4 et SULT®6, dans le foie la

SULT1AL est la plus fortement exprimée (Jancova et al., 2010).

GST

Les glutathion S-transférases (GST) font partie des enzymes majeures de phase Il en plus de
jouer un role important dans la protection contre le stress oxydant (Figure 7). Les GST
favorisent la formation d’une liaison thio-éther entre le glutathion réduit (GSH) et le
xenobiotique (Jancova et al., 2010). De plus, elles sont capables de neutraliser les especes
réactives de I’oxygeéne (ERO) produites notamment lors de la phase I par les CYP (Sheehan et
al., 2001). 1l existe chez ’Homme quatre classes de GST cytosoliques nommeées Alpha, Mu, Pi

et Théta.
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Phase 111
Enfin, ’excrétion des xénobiotiques rendus hydrophiles nécessite des transporteurs de la

famille des ATP binding cassette carriers (Doring and Petzinger, 2014). Ces transporteurs
permettent 1’export des métabolites hydrophiles dans la bile et le sang favorisant 1’élimination

notamment par le systéme rénal et biliaire.

%OH + UDPAG —m> O-Glucuronide + UDP

%0H+ PAPS —>- %ososH + PAP

OH+ GSH ——» GSH-S*OH

Figure 7 : Schéma des principales réactions de la phase Il de la biotransformation des
xénobiotiques

L’UDP-glucuronosyltranférase (UGT) catalyse la formation d’une liaison covalente entre
[’hydroxyle du xénobiotique issu de la phase I et le glucuronide de ['uridine diphosphate acide
glucuronique (UDPAG) formant [ 'uridine diphosphate (UDP) et un conjugué glucuronide. La
sulfotransférase (SULT) catalyse le transfert d’un groupe sulfate (SO3) depuis le 3’-
phosphoadénosine 5 -phosphosulphate (PAPS) vers le métabolite de la phase I générant le 3 -
phosphoadénosine-5 -phosphate (PAP) et un conjugué sulfaté. La glutathion S-transféerase
(GST) catalyse la liaison thio-éther entre le glutathion réduit (GSH) et le groupement hydroxyle

du xénobiotique formant ainsi un conjugué glutathionyle.
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Tout comme les enzymes de phase |, celles de phase Il peuvent étre régulées par les récepteurs
nucléaires sous I’influence des xénobiotiques. Par exemple, il a été¢ démontré que 1’expression
du géne codant pour UGT1A1 était modulée par le methoxychlore, la rifampicine et le
benzo(a)pyrene via, respectivement, 1’activation de CAR, PXR et AhR (Sugatani et al., 2004).
De méme, I’inhibition de I’expression de CAR par la xanthohumol est associée a une
diminution notamment de SULT1A1 (Radovi¢ et al., 2010). Enfin, I’expression de GSTA2 peut
étre induite par les hydrocarbures aromatiques polycycliques via leur liaison & AhR (Rushmore

and Pickett, 1990).

La détoxification des xénobiotiques décrite ci-dessus correspond a la majorité des réactions
catalysées par les enzymes de biotransformation. Cependant, les composés exogenes peuvent
également étre activés par ces mémes enzymes. Cette réaction, appelée bioactivation, conduit
a la formation d’un métabolite plus réactif que la molécule de base.

Un grand nombre de pesticides sont sujets a la formation de métabolites toxiques catalysés a la
fois par les enzymes de phase 1 et Il (Hollingworth et al., 1995). Par ailleurs, sur plus de 2000
composés chimiques issus de I’environnement, 29% subissent une bioactivation. En outre, ces
bioactivations sont en majeure partie due a I’action des CYP1AI1, 1A2, 3A4 ou encore 2EI
(Rendic and Guengerich, 2021).

Dans le cas des composés organophosphorés, tels que le chlorpyrifos, le diazinon ou le
parathion, il a été démontré, par exemple, que les CYP3A4, 2B6 ou 2C19 étaient responsables
de la formation des métabolites oxon par désulfuration, qui s’avérent étre neurotoxiques

(Croom et al., 2010; Mutch and Williams, 2006).
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I-TOXICITE

A Espéces réactives de ’oxygéne, antioxydant et stress oxydant

Especes réactives de I’oxygéne

Les xénobiotiques, lors de cette détoxification et plus encore lors de leur bioactivation, par les
enzymes de phase I, notamment les CYP, sont des sources potentielles d’espéces réactives de
I’oxygene (ERO) (Figure 5). Par exemple, I’oxydation de 1’alcool par le CYP2EI produit des
ERO (Wu and Cederbaum, 1999). En outre, 1I’exposition aux pesticides tels que le glyphosate,
I’imazalil ou encore le manébe génére des ERO (Ben Amara et al., 2015; Jin et al., 2018; Tang
etal., 2017).

Les ERO sont formées par une réduction partielle de I’oxygéne (Oz), et sont par définition tres
réactives car elles peuvent oxyder les constituants cellulaires tels que I’ADN, les protéines ou

encore les lipides, ce que I’on appelle la peroxydation lipidique. Il en existe deux types, les
radicaux libres tels que les anions superoxydes (O2") et les hydroxyles (OH, OH") ou les non

radicaux, les oxydants, tel que le peroxyde d’hydrogéne (H20-). La formation des ERO est due

a de multiples sources qui peuvent étre endogenes et exogenes.

ERO Mitochondriaux

On peut citer par exemple les ERO issues de la mitochondrie lors de la phosphorylation
oxydative (Jensen, 1966) (Figure 8). Lors de ce processus, les électrons provenant des donneurs
NADH et FADH: sont transférés vers les molécules d’oxygeéne. Le transit des électrons est la
résultante des réactions des différents complexes de la chaine respiratoire dont le passage des

¢lectrons d’un complexe vers un autre est effectué par les transporteurs d’électrons (ubiquinone
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et cytochrome C). Lorsque les électrons échappent au transit, ils peuvent alors réduire 1’02 en
Oz~ (Koopman et al., 2010). Le NADH-ubiquinone oxydoréductase, complexe | de la chaine
respiratoire, est considéré comme la source majeure des ERO mitochondriaux. A I’inverse, le
complexe I, succinate-ubiquinone oxidoréductase, n’est pas considéré comme potentiel source
des ERO en condition physiologique. Enfin, toujours en condition physiologique, les électrons
pris en charge par I’ubiquinol-cytochrome c¢ oxidoréductase (complexe I11) ont peu de chance
d’échapper aux réactions d’oxydoréduction puisque les réactions sont rapides (Zorov et al.,
2014). Ainsi, physiologiquement, la formation des ERO par la chaine respiratoire
mitochondriale est faible, en effet une étude a mis en évidence in vitro que 1 a 2 % seulement
de I’O2 consommeé par la respiration formait des Oz, de plus les auteurs précisent que ce taux
serait bien plus faible en condition in vivo (Boveris and Chance, 1973).

En revanche, la perturbation du transfert d’¢lectron par I’inhibition de I’activité des complexes
de la chaine respiratoire conduit a une production plus importante d’ERO, par exemple il a été
démontré que I’inhibition respective des complexes | et 11l par la roténone et I’antimycine A
provoque une augmentation des ions superoxides (Ramsay and Singer, 1992; Starkov and
Fiskum, 2001). En outre, le potentiel de membrane mitochondriale (A%¥m) d aux protons et
indispensable au bon fonctionnement de la chaine respiratoire est impliqué dans la production
des ERO (Korshunov et al., 1997). Ainsi, une fuite des protons de la matrice mitochondriale
vers le cytoplasme pourrait diminuer la production d’ERO par la mitochondrie (Zorov et al.,
2014). De plus, les uncoupling proteins (UCP) impliquées dans le maintien du AWm modulent
les ERO. En effet, I’inhibition pharmacologique de I’activit¢ d’UCP1 ou UCP2 augmente la
production de H.O> et le AWm (Negre-Salvayre et al., 1997). Ainsi la mitochondrie est

considérée comme une source majeure des ERO.
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Figure 8 : Schéma simplifie des complexes de la chaine respiratoire mitochondriale et
especes réactives de I’oxygéne

Le complexe | de la chaine respiratoire, NADH-ubiquinone oxydoréductase (I), oxyde le NADH
en NAD™, ce qui libére un électron (e”) et permet le transport du proton H* vers la matrice
intermembranaire. Le complexe Il, le succinate-ubiquinone oxydoréductase (1) oxyde le
FADH: en FAD, ce qui libére un (e) et permet le transport d’H". Les e issus du complexe | et
Il sont transférés a ['ubiquinone (Q) qui les transporte a [’'ubiquinol-cytochrome c
oxidoréductase, complexe 1 (111) qui a son tour les transferts au cytochrome (C). Le transport
des électrons se termine au complexe IV, le cytochrome C oxydase (IV) qui transporte
également les H* vers la matrice intermembranaire. Les complexes I, Il et IV permettent de
maintenir le potentiel de membrane mitochondriale (A%¥m) en transportant les H* dans le sens
inverse du gradient de concentration. Le A¥m €St essentiel pour la production d’ATP par [’ATP
synthase (V) qui nécessite le passage passif des H™ vers la matrice mitochondriale. Les
uncoupling protein (UCP) sont également impliquées dans le maintien du A¥m. Les e

échappant aux complexes | et Il peuvent réduire [’oxygene (O2) en anion superoxyde (O27)
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Les ERO peuvent étre convertis d’une forme a une autre. De fait, les anions superoxydes
mitochondriaux (O2) sont rapidement convertis en H>O lors de la dismutation catalysée par

les superoxydes dismutases (SOD). Les H2O> peuvent alors étre soit transformes en ‘OH et OH"

par I’ion ferreux lors de la réaction de Fenton, soit détoxifiés par la formation de H20 et d’Oz,
notamment par action des catalases, gluthation peroxydase (GPX) ou thioréedoxine peroxydase

(Kudryavtseva et al., 2016) (Figure 10).

ERO mitochondriaux et cytoplasmiques

Les métaux comme le fer, par la réaction de Fenton décrite ci-dessus, le manganése ou encore
le cadmium peuvent induire la production d’ERO (Ali et al., 1995; Belyaeva et al., 2006;
Prousek, 2007).

A TP’instar de la réaction de Fenton, certaines réactions générant des ERO peuvent avoir lieu a
la fois dans le cytosol et la mitochondrie. Par exemple, la xanthine oxydase impliquée dans la
conversion de I’hypoxanthine en xanthine et de la xanthine en acide urique, qui correspondent
aux étapes ultimes du catabolisme des purines, posseéde également la capacité de réduire 1’02
en Oz~ et H202 (Bortolotti et al., 2021). 1l a en effet été démontré que cette réduction de I’O2 a
lieu a la fois dans le cytosol mais également au sein de la mitochondrie (Rus et al., 2007). On
peut également citer le NADPH oxydase qui posseéde le méme mode d’action et génére donc
des O

Les ERO sont directement ou non une résultante de 1’oxydation des acides gras. D’une part, la
B-oxydation fourni le cycle de Krebs en acétyl-CoA qui a son tour produit le NADH et le
succinate nécessaire a I’activité respective des complexes I et II, ce qui peut moduler leur
production d’ERO (Seifert et al., 2010). D’autre part, I’oxydation dans le peroxysome génére

directement des H,O..
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ERO issues du RE

Enfin, le RE, organite ayant un réle majeur dans la synthese et la bonne conformation des
protéines, est une source d’ERO (Figure 9). En effet, lors de la formation des ponts disulfures
catalyseés par la Protein disulfide isomerase (PDI) il y a un transfert d’électrons entre cette
derniére et I’endoplasmic reticulum oxidoreductin-1 (ERO1) qui utilise 1’02 comme accepteur
d’¢électron ce qui par conséquent génére des ERO (Pollard et al., 1998). De plus, une étude
estime qu’environ 25% des ERO issus du RE sont dus a la formation des ponts disulfures (Tu
and Weissman, 2004). Durant ce processus, il arrive que la conformation des protéines ne soit
pas bien réalisée. Si les protéines malformées sont trop nombreuses, on parle alors de stress du
RE. Ce stress peut étre pallié par le systeme appelé Unfolded Protein Response (UPR). En
condition physiologique, la protéine chaperone BiP ou Grp78 est liée a trois senseurs de I’UPR.
A P’inverse, en condition de stress, lorsqu’il y a un défaut de la machinerie de conformation,
Grp78 se lie aux protéines malformées ce qui libére les senseurs. Ainsi, la cellule peut mettre
en place un certain nombre de réponses pour maintenir I’homéostasie de la synthése protéique.
Par exemple: I’inositol-requiring protein 1 (IRE1) clive ’ARNm de X-Box Binding Protein-1
(XBP-1) dont la protéine correspondante est un facteur de transcription favorisant (Sidrauski
and Walter, 1997)I’expression des génes de I’'UPR (Sidrauski and Walter, 1997). La Protein
Kinase-Like Endoplasmic Reticulum Kinase (PERK), quant a elle, phosphoryle I’initiation
factor 2 (elF2a) qui a son tour permet 1I’expression de ATF4, ces trois facteurs sont essentiels
pour limiter le stress du RE notamment par 1’inhibition de la traduction des ARNm (Harding et
al., 2000). Enfin, I’Activating Transcription Factor 6 (ATF6), une fois clivée, est transloquée
au noyau favorisant I’expression par exemple de I’expression de GRP78 et de C/EBP homology
protein (CHOP) (Yoshida et al., 2001). Il a par ailleurs été démontré que CHOP contribue au
stress oxydant pouvant méme conduire a la mort cellulaire (Marciniak et al., 2004; Song et al.,
2008).
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La formation des ponts disulfures lors de la conformation des protéines nécessite des transferts
d’électrons catalysés par la protein disulfide isomerase (PDI) et l’endoplasmic reticulum
oxidoreductin-1 (ERO1) qui utilisent [’'oxygene (Oz) comme accepteur d’électrons. En
condition physiologique, la protéine BiP ou Grp78 (Grp78) est liée aux senseurs Inositol-
requiring protein 1 (IRE1), Activating Transcription Factor 6 (ATF6) et Protein Kinase-Like
Endoplasmic Reticulum Kinase (PERK). Les protéines ne présentant pas une conformation
correcte (unfolded proteins) peuvent se fixer a Grp78 ce qui libére les senseurs en cas de stress.
IRE] peut alors cliver [’ARN messager XBP1-u en ARN messager XBP1-s, la X-Box Binding
Protein 1 (XBP1) alors synthétisee agit comme facteur de transcription pour les genes de

réponses a l’accumulation de protéines non repliées (Unfolded protein response ou UPR). La
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forme clivée du senseur ATF6, permet sa libération, favorisant la transcription de C/EBP
homology protein (CHOP) et GRP78. Enfin, PERK, phosphoryle ['initiation factor 2 (EIF2a)
qui permet l’expression de ATF4 qui inhibe la traduction protéique. Le stress du RE est une
source d’especes réactives de l’oxygene (ERO) puisque CHOP est impliqué dans la production

d’ERO et la conformation des protéines génere des anions superoxydes (O2”).

Antioxydants

De méme que les sources des ERO sont nombreuses, la cellule posséde une importante
machinerie antioxydante pour les neutraliser. Ajouté a ce systeme de défense endogene, il existe
des antioxydants exogeénes qui favorisent le maintien de 1’équilibre ERO/antioxydants. Les
antioxydants peuvent étre classes en deux groupes en fonction de leur action qui peut étre la
prise en charge des ERO produits ou la réparation des dommages causés par ces derniers. Que
les antioxydants soient exogénes ou endogenes, ils peuvent étre classés en deux groupes : les

antioxydants enzymatiques et les non-enzymatiques.

Enzymatiques

Les superoxyde dismutases (SOD), dont il existe trois isoformes, sont spécifiquement localisées
(Figure 10). Quelle que soit I’isoforme, leur action est dépendante d’un ou plusieurs métaux,
c’est d’ailleurs a ces métaux qu’elles doivent leur nom. Ainsi, la SOD1 ou Cu/Zn-SOD est
dépendante du cuivre ou du zinc et elle est localisée dans le cytosol. La SOD2 ou Mn-SOD
mitochondriale est dépendante du manganése (Weisiger and Fridovich, 1973). Enfin, il existe
également la SOD3 ou ecSOD dépendante du cuivre et du zinc qui est extracellulaire
(Marklund, 1982). Ces trois isoformes, en présence des métaux, catalysent la dismutation de

O2~en H20: Par ailleurs, leur expression peut étre modulée, c’est le cas de la Mn-SOD dont les
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transcrits sont induits suite a un stress oxydant da a I’alcool (Koch et al., 1994). Les molécules
H>0> formées par les SOD peuvent alors étre détoxifiees en H20 et O par les enzymes telles
que les glutathion peroxydases (GPX), les catalases (CAT) ou encore la thiorédoxine

peroxydase (TP) (Lu and Holmgren, 2014; Mills, 1960) (Figure 10).

Non enzymatiques

Divers composés possédent des capacités antioxydantes, on peut citer en tant qu’antioxydants
endogénes ’acide urique et la coenzyme Q de la chaine respiratoire, le glutathion (GSH) ou
encore la métallothionéine capables de neutraliser les ERO (Kumari et al., 1998). De méme, la
liste des composés exogenes comprend la N-acétylcystéine (NAC) dont I’action peut étre
indirecte par I’augmentation de la concentration en GSH ou sa capacité a piéger les ERO tout
comme la vitamine C (Aldini et al., 2018; Kazmierczak-Baranska et al., 2020) (Figure 10).
Enfin, le zinc possede différents modes d’actions dont son réle de cofacteur essentiel des SOD,
décrit ci-dessus, I’inhibition de la NADPH oxydase et I’augmentation de la production de la
métallothionéine. En outre, il est capable d’entrer en compétition avec divers métaux pour des
sites de liaison des macromolécules ce qui diminue la liaison de ces métaux et inhibe leur action
d’oxydation par effet antagoniste, c’est notamment le cas de 1’oxydation des lipides par le fer
(Zago and Oteiza, 2001). Le zinc possede également une fonction protectrice des groupes
sulfhydriles des protéines et enzymes.

Par ailleurs, une étude a démontré qu’une faible concentration en zinc était couplée a un
important niveau de stress oxydant (Oteiza et al., 2000). Le zinc joue donc un réle important

dans le maintien du statu redox.
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Stress oxydant

Le stress oxydant peut-étre défini comme le déséquilibre entre la production des especes
réactives et la capacité de I’organisme a se protéger par la machinerie antioxydante (Sies, 1991)
(Figure 10). Le stress oxydant peut donc étre dii a ’augmentation de la production des ERO
et/ou a une diminution des défenses antioxydantes (Poljsak et al., 2013). Ce déséquilibre, induit
par la modulation d’une ou plusieurs sources d’ERO ou du systéme antioxydant précédemment
présenté, endommage les constituants cellulaires tels que les acides nucléiques, les protéines ou
encore les lipides. Ceci conduit a terme a différentes pathologies telles que les maladies
neurodégénératives (Parkinson, Alzheimer), le cancer, ou encore la stéatose hépatique non

alcoolique (Pisoschi and Pop, 2015; Rives et al., 2020).

B-oxydation 1 v @ 5%
peroxysomale ——+—> H,0, _; > H,0

:m Fe?* A
Réaction
1
: de I l_
 Fenton I
| Fes3* |
\ - 1/
OH + OH
Cytoplasme R P e S =4

Figure 10 : Schéma simplifié de la production d’espéces réactives de 1’oxygene et des
systemes antioxydants
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Les especes réactives de ['oxygene (ERO) peuvent étre converties, ainsi la dismutation des

anions superoxydes (O27) par les superoxydes dismutases (SOD) produit des peroxydes
d’hydrogene (H202) qui peuvent étre transformés en hydroxyles (OH, OH") lors de la réaction

de Fenton qui convertit un ion ferreux (Fe*) en ion ferrique (Fe®*). Les H,O2 peuvent étre
détoxifiés en H2O par certaines enzymes comme les catalases (CAT), les gluthation pexorydases
(GPX) ou les thiorédoxine peroxydases (TP). Les ERO sont générés par la mitochondrie via la
S-oxydation et la chaine respiratoire mitochondriale (CRM), le réticulum endoplasmique (RE),
la détoxification des xénobiotiques (X) par les cytochromes P450 (CYP), la xanthine oxydase
(XO), la NADPH oxydase (NO) et la [-oxydation peroxysomale. Les ERO et les dommages
qu’ils causent a I’ADN, aux protéines et aux lipides (AG) sont pris en charge ou inhibés par
les systémes antioxydants. Le systeme enzymatique antioxydant est composé des SOD1 et 2,
CAT, TP et GPX. Le systéme non enzymatique comprend, entre autres, [ 'ubiquinone (Q), le
gluthation réduit (GSH), la N-acétylcystéine (NAC), la métallothionéine (MT), le zinc (Zn), la

vitamine C (VitC) et I’acide urique (AU).

B-Apoptose

Sil’homéostasie de la synthese protéique et/ou le statut redox de la cellule ne sont pas restaurés,
les stress oxydant et du RE conduisent a une mort par apoptose (Verfaillie et al., 2012; von
Harsdorf et al.,, 1999). De plus, les ERO perturbent la perméabilité de la membrane
mitochondriale ce qui provoque le relargage du cytochrome c¢ dans le cytoplasme. Or, cette

libération est un événement initiateur de la voie intrinséque de 1’apoptose (Shimizu et al., 1999).
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L’apoptose est un mécanisme indispensable en condition physiologique. On parle de mort
cellulaire programmée durant laquelle la cellule active des voies de signalisation conduisant &
son élimination. Le terme programmeé reste, cependant, un qualificatif « impropre » dans le
contexte de la mort cellulaire induite par le stress oxydant. En effet, le terme « programmé »
provient de I’existence de processus d’involution de tissus lors de I’embryogénese, faisant
effectivement appel a un programme lors du développement. Cependant, les voies de
signalisation induites lors de 1’apoptose programmée ou induite par des xénobiotiques mettent
en jeu des acteurs communs. Afin de répondre aux stimuli exogéne et endogeéne, il existe deux
voies de signalisation qui permettent a la cellule de déclencher sa mort par apoptose (Igney and

Krammer, 2002) (Figure 11).

Voie extrinseque

La voie extrinséque ou voie des récepteurs de mort correspond comme son nom 1’indique a
I’apoptose induite par les signaux exogenes tels que les cytokines comme le FAS ligand. Les
cytokines se liant aux récepteurs de mort induisent 1’activation de la pro-caspase 8 en caspase

8 (Kang et al., 2004).

Voie intrinséque

A l’inverse, la voie intrinséque ou voie mitochondriale apoptotique est déclenchée par les
stimuli endogenes. Le relargage du cytochrome ¢ de la mitochondrie vers le cytoplasme par

I’ouverture du pore de transition de perméabilité mitochondriale conduit & la formation de
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I’apoptosome. Ce complexe formé, notamment par la pro-caspase 9, permet ’activation de la

caspase 9 (Acehan et al., 2002).

Activation de I’apoptose

Que I’¢lément déclencheur soit exogéne ou endogeéne 1’apoptose fait intervenir une caspase
effectrice. En effet, les caspases 8 et 9, aussi appelées caspases initiatrices, active la pro-caspase
3 par clivage et réassociation des produits clivés en une forme catalytiguement active. Cette
derniére initie une cascade d’événements qui conduisent a la fragmentation de I’ ADN nucléaire,
la dégradation de certaines protéines structurales du noyau et du cytosquelette et la formation

de corps apoptotique (Slee et al., 2001).

Apoptose et xénobiotiques

L’apoptose fait partie des dommages hépatiques causés par les xénobiotiques. 1l a en effet été
démontré que des drogues tels que la cocaine, des contaminants alimentaires comme le
diméthylenitrosamine ou des métaux comme le fer et le cuivre, sont a 1’origine d’hépato-toxicité
induite par apoptose (Cascales et al., 1994; Oyaizu et al., 1997; Rauen et al., 2004; Strand et
al., 1998). Par ailleurs, I’hépatotoxicité induite par apoptose des xénobiotiques peut étre
favorisée par les CYP, c’est notamment le cas des diterpénes, aujourd’hui interdits, dont la
métabolisation par les cytochromes de la famille des CYP3A favorise 1’apoptose (Fau et al.,
1997).

Enfin, il est connu que certains lipides provoquent une apoptose lors des phénoménes de
lipotoxicité, ce qui survient lors des maladies du foie associées a la surcharge en lipides (Chen
et al., 2018; Ricchi et al., 2009). Ainsi, la perturbation de I’homéostasie lipidique décrite plus

haut pourrait jouer un réle dans I’hépatotoxicité induite par les xénobiotiques.
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Figure 11 : Schéma simplifié de I’apoptose et ses différentes voies d’activation

Les signaux de mort extracellulaire comme les cytokines se lient au récepteur de mort
favorisant le clivage de la pro-caspase 8 par le death-inducing signal complex (DISC) ce qui
rend active la caspase 8. Les stimuli endogeénes favorisent I'ouverture du pore de transition de
perméabilité mitochondriale (MPT) ce qui conduit au relargage du cytochrome C (Cyt C) dans
le cytoplasme. La présence du Cyt C conduit a la formation de [’apoptosome par |’apoptotic
protease activating factor 1 (Apaf-1) et la pro-caspase 9. L’ apoptosome favorise le clivage de
la pro-caspase 9 en caspase 9. Les caspases 8 et 9 ainsi activées clivent la pro-caspase 3 qui a
son tour active des protéases et endonucléases qui dégradent respectivement les protéines et

I’ADN. Ces dommages conduisent a terme a la formation de corps apoptotiques.
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C- Stéatose hépatique associée aux xenobiotiques

Il a été rapporté que parmi 700 composés chimiques les plus utilisés en milieu professionnel,
plus d’un tiers induisaient de 1’hépatotoxicité (Tolman and Sirrine, 1998). 1l apparait donc que
les xénobiotiques peuvent conduire a des pathologies hépatiques telles que les hépatites, les
fibroses, les cirrhoses ou encore les cancers. Cependant, il semblerait que les pathologies que
sont la stéatose et la stéatohépatite soient les formes prédominantes de maladies hépatiques
associées a I’exposition aux xénobiotiques (Al-Eryani et al., 2015). La stéatose hépatique ou
non alcoholic fatty liver disease (NAFLD) correspond a une accumulation de triglycérides dans
au moins 5% des hépatocytes, qui bien qu’elle soit réversible, reste néanmoins une Iésion
majeure (Aly and Kleiner, 2011). En effet, sa prévalence est estimée a environ 25% pour la
population générale et passe a 60% chez les patients obéses (Wanless and Lentz, 1990;

Younossi et al., 2016) (Figure 12).
Foie Stéatose Stéatohépatite Fibrose Carcinome
sain (NAFLD) (NASH) Cirrhose hépatocelulaire

- "m»”’
|

Population
60-70% \ 20-25% I 2-3%

générale

25-35% ~ 3-7%

Population
Obese

Figure 12 : Prévalence et progression des pathologies hépatiques

Les fleches indiquent la progression en pourcentage d’un stade vers un autre. La réversibilité
des pathologies est indiquée par les fleches courbées. La prévalence en fonction de la
population indiquée est exprimée en pourcentage. D aprés (Mavilia, 2018; Neuschwander-

Tetri and Caldwell, 2003; Wanless and Lentz, 1990; Younossi et al., 2016)
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Cette pathologie hépatique est due a une perturbation du métabolisme des lipides. En effet,
I’U.S Environmental Protection Agency (EPA) a proposé des évenements moléculaires
initiateurs (molecular initiating events, MIE) impliquant les récepteurs nucléaires dans les
mécanismes de mise en place de stéatose (adverse outcome pathway, AOP) (Figure 13). Dans
ce modele, les MIE (ici récepteurs nucléaires) modulent les mécanismes principaux de stéatose,
décrits précédemment, tels que I’entrée, la synthése, le catabolisme et 1’excrétion des acides

gras (Angrish et al., 2016).

Evénements Evénements clés Adverse
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Augmentation de
I'import d’acide
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/ Inhibition de la \
R a B-oxydation ‘
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|

Inhibition de
|'export des
triglycérides

Figure 13 : Mise en place de la stéatose selon le modéle adverse outcome pathway

Adapté de (Luckert et al., 2018)

La stéatose hépatique peut évoluer en stéatohépatite, ou non alcoholic steato-hepatitis (NASH),
caractérisée par et une inflammation et une accumulation lipidique plus importante, en fibrose
puis en cirrhose et a terme en carcinome hépatocellulaire (Aly and Kleiner, 2011; Younossi et
al., 2016) (Figure 12). Cette progression de simple stéatose hépatique vers une pathologie plus
sévére peut étre la conséquence d’un « second hit ». Dans ce concept, la stéatose induite par le
« first hit », par exemple une dérégulation de I’homéostasie lipidique, subit un « second hit »,
par exemple un stress oxydant, qui conduit & des stéatohépatites, puis 1’évolution vers la fibrose
(Day and James, 1998). S’il est considéré, en regle genérale, que les régimes hypercaloriques

types « Western Diet » induisent une stéatose et que les xénobiotiques aggravent cette Iésion,
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il a été démontré au contraire que les xénobiotiques et les régimes hypercaloriques pouvaient
étre respectivement le « first hit » et le « second hit » (Hardesty et al., 2019).

L’une des conseéquences de la stéatose hépatique est la perturbation du métabolisme des
xénobiotiques décrit ci-dessus. De fait, chez des souris subissant un régime hypercalorique, il
a été mis en évidence une diminution de 30 & 60% des enzymes de phase | et Il au niveau
hépatique (Ghose et al., 2011) Ainsi, I’altération de la détoxification des xénobiotiques associée
a une stéatose (first hit) pourrait conduire a une toxicité accrue des xénobiotiques (second hit),
qui ne serait pas présente dans un foie sain, aggravant a terme la pathologie de surcharge en

lipides.

Parmi les xénobiotiques, certains pesticides peuvent conduire a une stéatose et/ou une stéato-

hépatite (Tableau 4). Selon une revue générale basée sur 474 études originales, plus de 10%

des pesticides analysés sont associés a un développement de stéatose (Al-Eryani et al., 2015).
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I11- PESTICIDES

A- Définition et utilisation

Les produits phytosanitaires, souvent réduit au terme générique de pesticides, sont définis par
la « Food and Agriculture Organization » (FAO) comme toute substance, ou association de
substances chimiques ou organiques, qui est destinée a repousser, détruire ou combattre les
organismes nuisibles ou a étre utilisee comme régulateur de la croissance des plantes (WHO,
2014) Depuis la fin de la seconde guerre mondiale, 1’utilisation des pesticides a explosé passant
de 0,2 millions de tonnes par an dans les années 50 a plus de 4 millions en 2019 (Carvalho,
2017; FAO,2019) (Figure 14). Ceci s’explique par une augmentation de la population mondiale
et par conséquent une intensification de 1’agriculture. Les effets bénéfiques des pesticides que
sont la limitation des pertes agricoles et I’augmentation des rendements, a permis de répondre
en partie au besoin nutritionnel de la population mondiale. En effet, sans 1’utilisation des
pesticides les pertes de fruits, Iégumes et céréales s’éleveraient respectivement a 78, 54 et 32%
(Sharma et al., 2019; Sitaramaraju, 2014). Aujourd’hui, il existe une trés grande variété de
composés chimiques utilisée pour lutter contre les nuisibles, ils sont d’ailleurs souvent divisés
en fonction de leur organisme cible, on peut nommer : les herbicides, les insecticides ou encore
les fongicides représentant 47,5, 29,5, et 17,5 % de la totalité des pesticides (Sarath Chandran

etal., 2019).
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Figure 14 : Carte de la répartition de I’utilisation des pesticides en tonnes par pays pour
I’année 2020

D apreés la Food and Agriculture Organization des Nations Unis

B- Exposition, réglementation et limitations

Apreés traitement des cultures par les pesticides, souvent directement pulvérisés sur les surfaces
agricoles, il est estimé que seulement 1% des substances actives agissent sur les plantes alors
que les 99% restant contaminent I’environnement sans bénéfice pour la production agricole
(Vera-Herrera et al., 2021). Ainsi, des résidus de pesticides sont retrouvés dans les sols, I’eau,
I’air et les aliments. Par conséquent, il y a une exposition de la population générale
principalement par ’alimentation puisque celle-ci représenterait 80% de 1’exposition aux
résidus de pesticides chez I’Homme (Bondareva and Fedorova, 2021). Etant donné que le but
des pesticides est d’étre toxique pour les organismes « nuisibles », se pose alors la question des

effets néfastes que tous les résidus peuvent avoir sur la santé Humaine. De fait, I’exposition aux
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pesticides est associée a différentes maladies telles que les cancers, le diabéte ou les maladies
neurodégénératives de types Alzheimer ou Parkinson (Mostafalou and Abdollahi, 2013).
C’est pourquoi, les pesticides sont considérés comme des substances dangereuses notamment
en Europe par la directive 2006/11/EC (Commission Européene, 2006). Ainsi, la mise sur le
marché des pesticides est autorisée par le reglement 528/2012/EU (Parlement Européen, 2012).
De méme, des niveaux maximaux de résidus autorisés (maximum residue limit, MRL) dans les
aliments, exprimés en mg/kg, sont fixés par le réglement 396/2005/EC (Commission
Européenne, 2005). Il est également établi une dose d’absorption acceptable journaliere
(acceptable daily intake ou ADI), elle est estimée a partir de 1’ensemble des données
disponibles sur les propriétés biochimiques, métaboliques, pharmacologiques et toxicologiques
du pesticide. Les données peuvent provenir d’observations faites chez ’Homme mais, en
général, elles sont issues de la dose sans effet toxique (No Observed Adverse Effect Level ou
NOAEL) qui est établie apres une exposition sur le long terme permettant de définir un point
de référence sous lequel il n’y a pas d’effets néfastes pour le(s) modéle(s) animal(aux)
généralement murin (WHO, 1997). L’ ADI est alors placée 100 fois en dessous de la NOAEL
afin de prendre en compte 1’éventuelle variabilité entre ’Homme et le modele animal. L’ ADI
correspond donc a la dose journaliére d’un composé a laquelle ’'Homme peut étre exposé
chaque jour durant toute sa vie sans qu’il n’y ait théoriquement d’effets néfastes sur sa santé.
Elle est exprimée en mg/kg de poids corporel/jour (Damalas and Eleftherohorinos, 2011).
Néanmoins, les réglementations concernant ainsi I’ ADI et la MRL sont modulables en fonctions
des données disponibles. De méme, certaines substances sont régulierement retirées du marché
en fonction des avancées dans les méthodes analytiques et les études de toxicité, ¢’est le cas de
plus de 700 substances actives dont 26, 23 et 17% correspondant respectivement aux

insecticides, herbicides et fongicides entre 1993 et 2008 (Karabelas et al., 2009).
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Par ailleurs, bien que les résidus des pesticides sur les aliments soient peu concentrés, I’Homme
y est exposé toute au long de sa vie. De plus, certains pesticides sont persistants dans
I’organisme avec parfois des accumulations préférentielles pour certains organes. Il faut
également prendre en compte le fait que, parfois, ce n’est pas le pesticide qui porte la toxicité
mais ses metabolites ou comme le 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP), métabolite issu du
chlorpyrifos, qui s’avére étre plus toxique que la molécule meére (Zhao et al., 2017) (Tableau
2). De plus, I’exposition aux pesticides due a I’alimentation est une estimation et ne prend pas
en compte le fait que certains individus ont une alimentation préférentielle, par exemple un
régime centré sur les fruits et légumes, pouvant favoriser 1’exposition a un pesticide ou une
classe de produits en particulier.

Enfin, 1’évaluation des risques pour la santé humaine liée a I’exposition aux pesticides est
complexe de par les limitations de l’utilisation de 1’ADI, mentionnées ci-dessous, mais
également d0 au fait que les pesticides puissent interagir entre eux et ainsi moduler leur
métabolisation et leur toxicité, ce qui n’est pas pris en compte dans 1’établissement de 1’ ADI
(Food Administration, 2003). En effet, I’exposition a plusieurs pesticides en simultané présente
différents types d’action ; additif, synergique ou antagoniste. La résultante d’un mode additif
est équivalent a la somme des effets individuels des composés. Le synergisme se traduit par un
effet du mélange plus important que la somme des effets individuels. A I’'inverse, I’antagonisme
correspond a un effet du mélange moins important que les effets individuels des composés. Par
exemple, la compilation des données issues de publications de 2000 a 2014, concernant les
mélanges de pesticides en modeéle in vitro et in vivo, a permis aux auteurs d’établir que 48%
des effets étaient additifs, 17% ne présentaient pas d’interactions et que parmi les 35%
présentant des interactions plus des deux tiers sont des effets synergiques et un cinquiéme des

effets antagonistes (Rizzati et al., 2016).
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Par ailleurs, les concepts de toxico-cinétique et toxico-dynamique doivent étre pris en compte
dans I’évaluation des risques liés a I’exposition. Les interactions toxico-cinétiques et toxico-
dynamiques correspondent a la modification par un ou plusieurs pesticides de la
biodisponibilit¢ par modulation de 1’absorption, la distribution, la biotransformation ou
I’excrétion et des effets néfastes d’un ou plusieurs autres pesticides (Reffstrup et al., 2010).

Dans le but d’évaluer les risques de 1’exposition aux pesticides liés a I’alimentation, qui est par
définition une exposition multiple et continue, plusieurs modeles basés sur les concepts décrits
ci-dessus ont été mis en place. Les modeles considérés comme les plus pertinents sont basés
sur les concepts de toxico-cinétique et toxico-dynamique (EFSA, 2008; Reffstrup et al., 2010)
Cependant, tous ces modeles restent imparfaits et sont également limités (Food Administration,
2003). L’une des difficultés majeures correspond au fait que le nombre de pesticides est élevé
et par conséquent les possibilités de mélanges quasiment infinies. Les modéles nécessitent pour
la plupart des données de toxicité pour chaque pesticide de maniére individuelle hors certains
restent inconnus. En outre, les données de toxicité sont pour la plupart issues d’études utilisant
des concentrations qui sont bien supérieures aux doses auxquelles I’Homme est exposé ce qui
remet en cause leur pertinence. De plus, s’il existe plusieurs démonstrations d’interactions entre
pesticides a fortes doses qui s’expliquent par la saturation des phénomeénes de détoxification ou
d’activation, ce n’est pas le cas lorsque les risques sont évalués a des doses plus proches de
celle des résidus retrouvés dans 1’alimentation. Egalement, il a été démontré que la nature des
interactions entre les pesticides peut étre différente selon les doses ce qui remet en cause
I’extrapolation a des doses plus faibles (Borgert et al., 2004). C’est le cas de 1’exposition
combinée du chlorpyrifos et du parathion chez le rat qui révéle un mode d’action additif pour
une dose donnée et, a I’inverse, qui présente un antagonisme a des doses plus élevées (EI-Masri
et al., 2004). Enfin, les évaluations des risques liés a 1’exposition multiple de pesticides entre

les années 1985 et 1998 ont mises en évidence que les interactions peuvent étre de différentes
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natures chez un méme organisme en fonction de 1’organe et de la cible étudiée (Carpy et al.,
2000).

Ainsi, il apparait critique de prendre en compte la pertinence de plusieurs facteurs dans la
sélection des pesticides composant le mélange pour lequel les risques sont évalués, afin d’étre
le plus proche de I’exposition réelle, tels que : les pesticides choisis, les concentrations de
chaque pesticide, I’organe ou les cibles étudiés et les modeles utilisés qu’ils soient in vivo ou in

vitro.

Parmi les pesticides auxquels I’Homme peut étre exposé par 1’alimentation : le chlorpyrifos, le

diméthoate, le diazinon, I’imazalil, I’iprodione et les dithiocarbamates, manébe et mancozébe

sont fréeqguemment retrouvés sur les denrées alimentaires (EFSA, 2010) (Tableau 1)
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Pesticides Famille Type (mg/kg/jour) Structure
cl cl
. . - o7 SN 0-P-0
Chlorpyrifos ~ Organophosphoré  Insecticide 0,01 (2005) I
CHs
Q
HSC/_O,‘F'\”S
0\
Diazinon Organophosphoré  Insecticide  0,0002 (2006) ﬁm CHs
HsC N/)\I/CHS
CHs
N
I
Dimethoate Organophosphoré  Insecticide 0,001 (2007) HaC”™ S—FI’—OCH;»,
o) OCHj3
N
(N» cl
Imazalil Imidazole Fungicide 0,025 (2011)
[
hie?~C  ©
O HsC
N)J\NACHQ,
AL <
. ) . L 0™ N 0
Iprodione Dicarboximide Fungicide 0,06 (2002)
cl cl
S
HNJL‘E“:
Maneb Dithiocarbamate Fungicide 0,05 (2005) [ Mn
HN\H/S
S
HN NH HN NH
Mancozeb Dithiocarbamate ~ Fungicide 0,05 (2005) S:[\S S)=5 52(8 s>=3
N

Mn

zh

Tableau 1 : Exemple de pesticides fréquemment retrouvés dans I’alimentation
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C- Dithiocarbamates

Les dithiocarbamates (DTC) font partie des fongicides, ils contiennent un groupement
carbamate et deux atomes de soufres et sont capables de former des complexes avec différents
éléments chimiques. Le manébe et le mancozebe font partie des éthylene-bis-dithiocarbamates
(EBDC), une sous-catégorie des DTC, qui sont respectivement complexés a un atome de

manganese et & un atome de manganese et de zinc (Cocco, 2022).

Mancozébe

Le mancozebe est aujourd’hui ’EBDC le plus vendu, il est d’ailleurs estimé que ses ventes
s’éleéveront a 18 milliards de dollars en 2025 (Fanjul-Bolado et al., 2020; ReportBuyer, 2015).
Ses ventes sont réparties de la facon suivante : 29% utilisés dans les cultures de pommes de
terre, 28% dans celles des Iégumes telles que les tomates et 18% en viticulture (Gullino et al.,
2010). De plus, en 2022 la vente de mancozébe est estimée a 250 000 tonnes (Industry Data
Analytics 2020) Le succes du mancozebe parmi les DTC est di a son large champ d’action
puisqu’il est efficace sur 70 types de cultures et 400 maladies différentes. Ceci s’explique par
le fait qu’il interfére avec plusieurs processus biochimiques dans le cytoplasme et les
mitochondries fongiques (Ludwig and Thorn, 1962). Par ailleurs, le mancozebe est inefficace
lorsque I’infection fongique se développe, son action est donc préventive et conduit a une
utilisation systématique (Thind and Hollomon, 2018). Il est appliqué par pulveérisation sur les
cultures ou les récoltes lors du transport et du stockage et est trés peu soluble dans I’eau
favorisant sa persistance et son accumulation. Ainsi, il y a une contamination du sol, de 1’eau

mais également des aliments qui peut mener a une exposition de la population générale.
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Toxicité des EBDC, exemple du mancozébe

Le mancozebe présente une faible toxicité aiglie par voie orale (LDso > 5000mg/kg de poids
corporel). Les études de toxicité a court et long termes ont permis de définir des NOAEL basée
sur les modulations des hormones thyroidiennes. Ainsi, les modéles animaux souris, rat et chien
ont permis d’établir des NOAEL respectives a 18, 6,8 et 2,3mg/kg de poids corporel/jour. Il
faut noter que la NOAEL pour une méme espéce peut étre différente en fonction de la toxicité
étudiée (rat; cancérogéne : 4,8mg/kg/jour, impact sur le développement: 60mg/kg/jour,
neurotoxicité : 8,2mg/kg/jour) (EFSA, 2020). De plus, ’EFSA révéle un manque de données
qui ne permet pas d’évaluer certains aspects, ¢’est notamment le cas de la génotoxicité.

IL apparait que la toxicité des EBDC et particulierement du manebe et du mancozébe est
principalement liée a I’éthyléne thiourée (ETU). En effet, chez les mammiféres le mancozéebe
est décrit comme métabolis¢ de fagon importante par deux voies majeures, I’hydrolyse et
I’oxydation ce qui forme 1’éthyléne urée (EU), I’éthyléne diamine (EDA) ou encore ’ETU, qui
est le métabolite majoritaire des EBDC. C’est d’ailleurs ce métabolite qui est quantifié dans les
urines pour évaluer 1I’exposition des populations aux EBDC (EFSA, 2020).

L’identification de la thyroide comme organe cible de la toxicité du mancozebe peut s’expliquer
par le fait que I’ETU est un perturbateur endocrinien, il est ainsi capable d’inhiber la thyroide
peroxydase ce qui perturbe la synthese des hormones thyroidiennes T3 et T4 (Marinovich et
al., 1997).

Les EBDC présentent également des effets neurotoxiques. En effet, la NOAEL du mancozebe
est fixe a 8,2mg/kg de poids corporel a partir des dommages causés a la myeline des cellules
de Schawnn chez le rat. De plus, I’exposition aux EBDC est associée au développement de la
maladie de Parkinson (Bjgrling-Poulsen et al., 2008; Runkle et al., 2017).

Enfin, chez la souris et le chien la NOAEL est egalement basee sur I’impact du mancozebe sur
le foie. Plusieurs études in vivo ont par ailleurs mis en évidence une hépato-toxicité des EBDC
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lors d’exposition chronique (Tableau 3). Par exemple, I’administration par voie orale ou
intrapéritonéale chez le rat et la souris provoque une augmentation de 1’activité des aspartates
et alanines aminotransférases, des modifications histologiques comme la dilatation de 1’espace
sinusoidal, de la nécrose, des infiltrations leucocytaires couplés a de l’inflammation par
I’augmentation des niveaux d’IL-6, IL1-B ou TNFa, de la génotoxicité, des perturbations du
métabolisme lipidique (augmentation des contenus en cholestérol et triglycéride) et un stress
oxydant di a la production d’ERO (H203) et une diminution du systeme antioxydant (GPX,
SOD, GSH, CAT) conduisant a la peroxydation lipidique (Ahmad et al., 2013; Ben Amara et
al., 2015; Gok and Deveci, 2022; Saber et al., 2019; Sefi et al., 2020; Yahia et al., 2019).

Bien que les effets toxiques des EBDC sont étroitement liés a leur métabolite ETU, certaines
études montrent qu’ils pourraient également étre dus aux métaux. En effet, il a été démontré
que I’exposition a ces composés dérégule certaines enzymes, provoque un stress oxydant et
cause des atteintes cérebrales associes aux métaux liés aux EBDC (Hoffman and Hardej, 2012;
Kistinger and Hardej, 2022). Ainsi, la toxicit¢é des EBDC est en partie due a ’ETU mais
probablement aussi a 1’élément chimique complexé au groupe carbamate (Anderson et al.,
2018; Costa-Silva et al., 2018)

De fait, les risques liés a I’exposition des EBDC par 1’alimentation sont trés complexes. D’une
part, I’exposition réelle aux EBDC est difficile a quantifier puisqu’elle est estimée
indirectement par la détection de I’ETU, il y a donc une incertitude sur les quantités de résidus
auxquels la population est exposées. D’autre part, les études démontrent des seuils et modes
d’action parfois trés différents en fonction de la toxicité étudiée et du modéle animal utilisé.
C’est le cas du mancozebe qui est considéré comme cancérigéne chez le rat alors qu’il ne 1’est
pas chez la souris (EFSA, 2020). De plus, les études in vivo bien que mimant 1’exposition sur

le long terme utilisent parfois des voies d’administration différentes et des doses largement
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supérieures a I’ADI, ce qui limite I’extrapolation des résultats pour une exposition réelle par
I’alimentation.

Par ailleurs, I’ADI du mancozebe (0,05mg/kg/jour) est largement supérieure a celle de 'ETU
(0,002mg/kg/jour) or la toxicité des EBDC est considérée comme majoritairement due a ce
métabolite (EFSA, 2020). De méme, I’interdiction d’utiliser le manébe a été édictée plusieurs
années avant le bannissement par la Commission Européenne en Février 2021 du mancozébe,
or ce dernier est chimiquement tres proche du manebe (Commission Européene, 2020). Ainsi,
ces exemples remettent en question la pertinence des réglementations misent en place et la

nécessité de réévaluer les doses références pour I’ensemble des pesticides autorisés.

Il apparait que 1’étude des risques liés a I’exposition des pesticides par I’alimentation est trés
complexe et nécessite une constante évaluation et réévaluation par des études dont les résultats
doivent pouvoir étre extrapolés qui par conséquent doivent mimer au mieux 1’exposition réelle

a plusieurs composés.
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Pesticides

Métabolites

Enzymes / Réactions

INTRODUCTION

Références

CYP2B6 -> CPO
(Désulfuration / bioactivation)

Tang et al 2001
Imaishi and Goto 2018

3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP)

CYP2C19 -> TCP

Chlorpyrifos (Déarylation / détoxification)

. Tang et al 2001
Chlorpyrifos oxon (CPO)

CYP3A4-> CPO/TCP
(Désulfuration /déarylation)

CYP2C19, 1A2,2B6, 3A4 -> Diazoxon
(bioactivation)

Mutch and Williams 2006

Diazoxon Sams et al 2004

Diazinon
2-isopropyl-6-methyl-4-pyrimidinol CYP2C19, 1A2,2B6, 3A4 -> IMP Kappers et al 2001
(IMP) (Déarylation / détoxification)
.y . CYP2C19 et 1A2 -> ométhoate
Diméthoate-oxon ou ométhoate . - L
(Désulfuration / bioactivation)
Dimethoate Buratti and Testai 2007
Diméthoate carboxylique acide Esterase -> D|mle tho_a_t € c_a rboxylique acide
(détoxification)
R61000
Imazalil Epoxidation, O-dealkylation, oxydation Spencer a;ggl;amernlck
R14821
Iprodione - - -
Ethyléne thiourée Seidler et al 1971
Maneb/ Jordan and Neal 1979
Ethyléne urée Somerville 1986
mancozeb

Hurt et al 2001
Ethylene diamine

Tableau 2 : Métabolisme des pesticides fréquemment retrouvés dans I’alimentation
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Pesticides Impact Références
Inhibition de l'acétylcholinestérase Nikbin et al 2020
Chlorpyrifos Inhibition des enzyme de biotransformation des xénobiotiques Goel et al 2007
Stress oxydant : Inhibition des enzymes antioxydantes + peroxydation lipidique Goel et al 2005

Stress Oxydant : peroxydation lipidique o
. Gir6n-Pérez et al 2021
Mort cellulaire

Diazinon
Augmentation des aspartates aminotransférases + alanine aminotransférases Lari et al 2015
Inhibition de I'acétylcholinestérase Mehri et al 2022
Stress oxydant : peroxydation lipidique
) C . Astiz et al 2009a
. Génotoxicité : Fragmentation de I'ADN
Dimethoate S . ;
Stress Oxydant : Inhibition des enzymes antioxydantes Astiz et al 2009b , Ben Amara et al 2011
Inhibition de I'acétylcholinestérase Barski and Zasadowski 2006
Mort cellulaire : diminution ATP intracellulaire
. o Nakagawa and Tayama 1997
Imazalil Stress Oxydant : peroxydation lipidique
Stress oxydant : production d'ERO + modulation enzymes antioxydantes Jin et al 2018
Stress Oxydant : production d'ERO + modulation enzymes antioxydantes .
. Washington and Tchounwou 2004
Iprodione Stress RE
Stress Oxydant Radice et al 1998
Génotoxicité : Fragmentationde I'ADN .
. Sefi et al 2019
Stress Oxydant : Production d'ERO
Maneb Augmentation des aspartates aminotransférases + alanine aminotransférases
. . . o Ahmad et al 2013
Modulation des enzymes de biotransformation des xénobiotiques
Stress oxydant : inhibition des enzymes antioxydantes Ben Amara et al 2015
Génotoxicité Yahia et al 2019
Augmentation des aspartates aminotransférases + alanine aminotransférases . .
. Gok and Deveci 2022
Mancozeb Mort cellulaire : Apoptose

Stress oxydant : peroxydation lipidique
Génotoxicité

Saber et al 2019

Tableau 3 : Hépatotoxicité des pesticides fréquemment retrouvés dans I’alimentation
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Pesticides Impact Référence

Accumulation lipides neutres + triglycérides
Chlorpyrifos Augmentation de la lipogénése de novo Howell 3rd et al 2016
Diminution de la sécrétion des triglycérides

o Augmentation triglycérides + cholestérol Aramjoo et al 2021
Diazinon Accumulation lipides Smith et al 2018
Dimethoate - -
imazalil Augmentation triglycérides + cholestérol Nakagawa and Tayama 1997
Accumulation triglycérides Lichtenstein et al 2021
Iprodione - -
Maneb Augmentation triglycérides + cholestérol Ben Amara et al 2015
Accumulation goutellettes lipidiques o
Pirozzi et al 2016 ,
Mancozeb

Augmentation triglycérides + cholestérol Yahia et al 2019

Tableau 4 : Impact des pesticides fréquemment retrouvés dans I’alimentation sur la
stéatose
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IV-CONTEXTE ET OBJECTIFS

A-PeNiCa

Dans la perspective d’évaluer 1’impact de I’exposition a plusieurs pesticides retrouves dans
I’alimentation sur des cellules tumorales ou saines du microenvironnement tumoral, un
consortium a été créé au sein du Cancéropdle Grand-Ouest pour conduire un projet intitulé
« Pesticides and Tumor Niches » (PeNiCa). En effet, ’EFSA rapporte en 2017 que des résidus
de pesticides ont été détectés dans 44% des 84 341 échantillons d’aliments provenant de I’Union
Européenne et des pays tiers. L’EFSA rapporte également que parmi les échantillons analysés
environ 28% présentent de multiples résidus de pesticides dont plus d’un tiers en contiennent
plus de 4 (EFSA, 2017). Le projet PeNiCa avait donc pour objectif d’évaluer I’impact au niveau
cellulaire d’un mélange de sept pesticides a faibles doses. Pour correspondre au mieux a une
exposition réelle aux pesticides par 1’alimentation sept pesticides, parmi les plus fréquemment
retrouvés dans I’alimentation, ont été sélectionnés et des doses extrapolées de 1’ADI ont été
utilisées (Tableau 1). Les équipes impliquées dans ce projet ont notamment démontré que
I’exposition des cellules stromales mésenchymateuses de la moelle osseuse aux pesticides
déclenchait leur senescence, leur différentiation en adipocyte, la dégradation de leur propriété
immunosuppressive et altérait leur capacité a promouvoir 1’hématopoiese (Foucault et al.,
2021a; Foucault et al., 2021b; Hochane et al., 2017; Leveque et al., 2019). Du fait que le foie
soit un organe cible majeur dans la toxicité des xénobiotiques et de leur détoxification, notre
équipe s’est intéressée aux effets de ce mélange de pesticide a faible dose au niveau hépatique.
Ainsi, le but de ma theése dans le cadre du projet PeNiCa a été¢ d’évaluer 1’effet des pesticides
de maniere individuelle et en mélange lors d’une exposition aigue et chronique d’un mode¢le
d’hépatocytes a des doses équivalentes a celles utilisées par les autres équipes. Pour ce faire,

nous avons utilisé le modele HepaRG qui est une lignée d’hépatome humain capable de se
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différencier en hépatocytes métaboliqguement compétents (Figure 15). Cette lignée de cellules
progénitrices bipotentes a I’avantage de se différencier ce qui permet d’avoir une co-culture de
cellules dites cholangiocytaires et hépatocytaires (Gripon et al., 2002). La sous-population
d’hépatocyte a la caractéristique d’étre trés proche des hépatocytes humains notamment sa
morphologie et sa capacité métabolique importante due a 1’expression d’un grand nombre
d’enzymes du métabolisme (Aninat et al., 2006). Ces caractéristiques en font un modele de

choix trés utilisé dans les études de toxicité des xénobiotiques et de leur métabolisme.

B-Pestifat

Les résultats obtenus lors du projet PeNiCa sur I’impact des pesticides au niveau hépatique ont
permis d’obtenir le financement du projet Pestifat. Ce projet s’inscrit dans le programme
ECOPHYTO (2019-2020) de I’Organisme Frangaise pour la Biodiversité (OFB) qui vise a
réduire 1’utilisation des produits phytosanitaires afin de limiter leurs effets néfastes sur la santé
Humaine. Dans ce projet, le but était de déterminer I’impact des pesticides utilisés dans le projet
PeNiCa, de maniére individuelle et en mélange sur la stéatose et 1’expression des enzymes de
biotransformation.

Dans le contexte d’augmentation des cas d’obésité et de surpoids, les maladies métaboliques
associées représentent un probléme de santé publique majeure. Par exemple, la stéatose
hépatique est trés fréquemment retrouvée chez des patients obeses. De plus, de précédentes
études au laboratoire ont démontré que 1’hépatotoxicité de certains xénobiotiques pouvaient
étre plus importante en cas de stéatose hepatique, mettant en avant le fait que la population
obése peut étre plus susceptible a certains xénobiotiques (Allard et al., 2021; Massart et al.,
2022). Egalement, la stéatose peut étre induite mais également aggravée par les xénobiotiques
comme décrit precédemment (Bucher et al., 2018b). Les pesticides pourraient alors favorisés
I’apparition de la stéatose sur foie sain et/ou sa progression en stéatohépatite chez les patients

obéses. Enfin, il a été rapporté que la stéatose liée a 1’obésité chez les patients est associée a
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une altération de 1’expression et de 1’activité d’une partie des enzymes de biotransformation
(Cobbina and Akhlaghi, 2017). Ces altérations peuvent potentialiser la toxicité des
xénobiotiques, c’est notamment le cas de 1’acétaminophéne (Michaut et al., 2016). Ainsi, les
pesticides et les altérations liées a la stéatose pourraient altérer la capacité de détoxification du
foie sain et stéatosé altérant également la toxicocinétique des pesticides et des autres
xénobiotiques (pharmacocinétiques).

Mes travaux de thése avaient pour objectifs, dans le cadre du projet Pestifat, d’évaluer I’impact
du mélange de pesticides a faible dose, d’une part sur 1’apparition et I’aggravation de la stéatose
et d’autre part, sur la capacité de détoxification de ces pesticides sur foie sain et stéatos¢. Pour
ce faire, le modéle de stéatose mis en place au laboratoire a partir de la lignée HepaRG a été
utilisé (Le Guillou et al., 2018; Michaut et al., 2016). Ainsi, I’ajout d’acides stéarique et oléique
permet d’obtenir un modele de stéatose qui mime les caractéristiques présentes chez le patient
telles que 1’accumulation de triglycéride, la diminution de 1’expression du CYP3A4 et
I’augmentation de I’expression du CYP2E1 (Figure 15). Afin d’évaluer I’impact des pesticides
sur I’apparition de la stéatose et sa progression, nous avons alors étudié¢ les principaux
mécanismes de mise en place en utilisant le modele HepaRG stéatosé ou non. Enfin, I’impact
des pesticides sur la détoxification en condition stéatosée ou non a €té étudié par I’expression
et Iactivité des principales enzymes de phase I et II et par la capacité des cellules HepaRG

stéatosees ou non & metaboliser les pesticides du mélange.
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Figure 15 : Modele cellulaire HepaRG stéatosé ou non et caractéristiques de la stéatose

Quantification de ’accumulation de triglycérides et de l’expression (RT-QPCR) et de [’activité
(HPLC) des CYP2EL et CYP3A4 apres 14 jours de traitements avec 150uM d’acide stéarique

et 150uM d’acide oléique (+FA) et sans (-FA).
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Résumé

L’utilisation des pesticides dans I’agriculture reste a I’heure actuelle le moyen le plus efficace
pour bénéficier d’'une bonne production. Cependant, un grand nombre d’études mettent en
évidence que 1’exposition professionnelle aux pesticides est associée a différents types de
maladies. Le recours intensif et mondial des produits phytosanitaires conduit & une
contamination de 1’environnement et plus particuliérement des aliments. C’est pour I’EFSA
établi pour chaque pesticide une Acceptable Daily Intake (ADI), qui correspond a un seuil
théorique auquel I’ Homme peut étre exposé toute au longue de sa vie sans qu’il n’y est d’effet
néfaste pour sa santé. Malgré tout I’EFSA reconnait que des résidus de pesticides sont retrouvés
dans certains aliments avec parfois des contaminations multiples. Or, I’ADI ne prends pas en

compte les potentiels effets cumulatifs que pourrait avoir les pesticides en mélange.

Le but de cette étude était donc d’évaluer I’impact de 1’exposition par 1’alimentation aux
pesticides en mélange au niveau hépatique. Pour correspondre au mieux a une exposition par
I’alimentation a différents pesticides simultanément, nous avons sélectionnés sept pesticides
(chlorpyrifos, diazinon, diméthoate, imazalil, iprodione, manébe et mancozebe) fréquemment
retrouvés dans I’alimentation a faibles concentrations extrapolées de 1’ADI. Nous avons utilisé
principalement la lignée HepaRG qui a permis d’étudier I’impact des pesticides a différents
stades et sur différentes populations hépatiques (progéniteurs, hépatocytes, cholangiocytes) et

valider nos résultats sur culture primaire d’hépatocytes humains.

Ainsi, nous avons mis en évidence une importante cytotoxicité du mélange de pesticides
uniquement pour les hépatocytes HepaRG et dans les culture primaire d’hépatocytes humains
apres une exposition aigue a faibles doses. Nous avons démontré que cette toxicité, spécifique

des hépatocytes, était portée par les dithiocarbamates (manébe et mancozébe) et plus
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particulierement par leur ion manganése. Par ailleurs, notre étude démontre que la toxicité des
dithiocarbamates est lié a la capacité des cellules a les métaboliser libérant des métabolites non
toxique et I’ion manganese. De plus, I’exposition au mélange, au manebe, au mancozebe ou au
chlorure de manganese provoque une surproduction des espéces réactives de 1I’oxygéne qui est
nécessaire au déclenchement de la mort des cellules par la voie intrinséque de 1’apoptose
impliquant une activation des caspases 3 et 9. De maniére intéressante, nous avons observe dans
les hépatocytes HepaRG que la surcharge intracellulaire et mitochondriale en manganeése,
provoquée par I’exposition au manebe ou au chlorure de manganése, est concomitante a une
déplétion de la quantité de Zinc intracellulaire. Finalement, la restauration du pull en zinc par
la co-exposition avec du chlorure de zinc diminue en partie la surcharge intracellulaire et

mitochondriale de manganeése, ce qui est suffisant pour pallier a la toxicité induite par celle-ci.

Notre étude a ainsi révélé que 1’exposition par I’alimentation aux dithiocarbamates contenant
un ion manganése a faible dose pouvait conduire a une hépatotoxicité. Cette toxicité souligne
I’importance de I’homéostasie du manganese et du zinc dans la régulation de la balance oxydant

antioxydant.
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ABSTRACT

Background: The worldwide and intensive use of phytosanitary compounds results in
environmental and food contamination by chemical residues. Human exposure to multiple
pesticide residues is a major health issue. Considering that the liver is not only the main organ
for metabolizing pesticides but also a major target of toxicities induced by xenobiotics, we
studied the effects of a mixture of 7 pesticides (chlorpyrifos-ethyl, dimethoate, diazinon,
iprodione, imazalil, maneb, mancozeb) often detected in food samples.

Methods: Effects of the mixture was investigated using metabolically competent HepaRG cells
and human hepatocytes in primary culture.

Results: We report the strong cytotoxicity of the pesticide mixture towards hepatocytes-like
HepaRG cells and human hepatocytes upon acute and chronic exposures at low concentrations
extrapolated from the Acceptable Daily Intake (ADI) of each compound. Unexpectedly, we
demonstrated that the manganese (Mn)-containing dithiocarbamates (DTCs) maneb and
mancozeb were solely responsible for the cytotoxicity induced by the mixture. The mechanism
of cell death involved the production of reactive oxygen species (ROS), which led to cell death
by intrinsic apoptosis involving caspases 3 and 9. Importantly, this cytotoxic effect was found
only in cells metabolizing these pesticides. Herein, we unveil a novel mechanism of toxicity of
the Mn-containing DTCs maneb and mancozeb through their metabolization in hepatocytes
generating the main metabolite ethylene thiourea (ETU) and the release of Mn leading to
intracellular Mn overload and depletion in zinc (Zn). Alteration of the Mn and Zn homeostasis
provokes the oxidative stress and the induction of apoptosis, which can be prevented by Zn
supplementation.

Discussion: Our data demonstrate the hepatotoxicity of Mn-containing fungicides at very low
doses and unveil their adverse effect in disrupting Mn and Zn homeostasis and triggering ROS

production in human hepatocytes.
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1. Introduction

Pesticides remain extensively used in agricultural practices despite the well-documented risks
for the human health (Alavanja, et al. 2009; Deziel et al. 2017). Occupational exposures to
pesticides have been clearly correlated to higher risk of a wide range of pathologies including
developmental abnormalities (Rauh et al. 2012), Parkinson disease (Brouwer et al. 2017;
Pouchieu et al. 2018), hematological disorders (Merhi et al. 2007; Jin et al. 2014), solid tumors
(Sabarwal et al. 2018; Lerro et al. 2021) and leukemia (Ferri et al. 2017; Foucault et al. 2021).
Higher occurrences of pesticide-dependent diseases are not restricted to occupational exposure
but are also documented in populations living in agricultural areas of intensive spreading via
the drifting of pesticides in the air and house dust contamination (Deziel et al. 2017).

The intensive use of pesticides contributes to the so-called diffuse pollution (Mghirbi et al.
2018) with accumulation of chemicals in the upper layers of soil as a result of atmospheric
deposition (Steines et al. 2011) and land application (Ritter et al. 2002) of these compounds.
The soil contamination and the direct spreading of pesticides on crops result in the presence of
chemical residues in agricultural products (Czaja et al. 2020). Regulatory authorities such as
the Food and Drug Administration (FDA), the European Food Safety Authority (EFSA) and
the Organization for Economic Co-operation and Development (OECD) defined residues as the
mixture of active substances, metabolites and degradation products and implemented the
Maximum Residue Levels (MRLs) corresponding to the highest levels of pesticide residues
legally tolerated in agricultural commodities when pesticides are applied correctly.

These agencies also established dietary risk assessments of general population to pesticide
exposures by monitoring the presence of residues in food samples (EFSA, 2017; OECD 2009;
US FDA 2019) and considering the toxicity of each contaminant as well as the overall amounts

used for each pesticide. In the past decade, the presence of at least one chemical contaminant

80



RESULTATS
I-PeNiCa

in nearly 50% of food products and multiple residues in 25% of the samples were reported
(EFSA, 2017; FDA 2019). In most cases, the amounts of residues in human foods were
compliant with MRLs established standards, however, 10% of these commodities showed
contamination levels that exceeded those maximum accepted levels. Considering the large
diversity of active substances used in agricultural practice, it is practically impossible to monitor
all active substances and their metabolites. For instance, the dithiocarbamates (DTCs)
fungicides maneb and mancozeb used worldwide are poorly water soluble and bind tightly to
soil. Because of their unstable polymeric structures in aqueous solution, maneb and mancozeb
are difficult to identify by analytical procedures. Their hydrolysis generates fragmented
complexes further metabolized by plants and animals in ethylene thiourea (ETU), their main
metabolite. In absence of analytical protocols to analyze each DTC independently and all their
residues, total DTC concentrations can be measured in water (Bristeau and Ghestem 2018;
Bristeau and Amalric 2021). Nevertheless, the assessment of contamination levels in
commaodities remains poorly characterized and exposure to DTCs in humans relies only on the
detection of ETU in urine (Stadler et al. 2022).

At the European level, the approval of pesticides is based on individual toxicology studies of
the active substance (Regulation EC No 1107/2009). The EFSA established for each pesticide
an Acceptable Daily Intake (ADI), which is a theoretical safety threshold for human health
calculated from the No observable Adverse Effect Level (NOAEL) determined in animal models
applying a corrective factor to account for intra-species and intra-individual variations (Dorne,
2010). Nevertheless, ADI does not consider potential cumulative effects of pesticide mixtures
while regulatory agencies recognized that consumers are exposed to multiple residues present
in food for long periods of times, which could lead to cumulative and delayed effects on human
health. In this context, it is necessary to test low doses of mixtures of pesticides belonging to

different families with similar or different mechanisms of action to better assess the possible
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existence of a risk to human health. This combined exposure could lead to insidious synergistic
effects significantly different from those observed if summing the effect of each pesticide
evaluated individually.

In order to extend knowledge on cellular alterations induced by pesticide mixtures, the
consortium project entitled “Pesticides and Tumor Niches” (Cancéropole Grand-Ouest, France)
studied the effects of a mixture of 7 pesticides from different classes of chemicals (chlorpyrifos-
ethyl, dimethoate, diazinon, iprodione, imazalil, maneb, mancozeb) often detected in food
samples (EFSA 2017). These compounds were used at concentrations extrapolated from the
ADI dose for each pesticide in various in vitro cell models. In bone marrow mesenchymal
stromal cells (BM-MSCs), it was shown that the pesticide mixture triggered the senescence of
BM-MSCs, their differentiation in adipocytes (Hochane et al. 2017) and the deterioration of
their immunosuppressive properties (Léveque et al. 2019). These pesticides also altered the
BM-MSC capacity to support primitive hematopoiesis by monitoring in vitro expansion of
human normal BM CD34" progenitors co-cultured with pesticides-modified BM-MSCs
(Foucault et al. 2021). In this last study, the manganese (Mn)-containing DTCs, maneb and
mancozeb significantly contributed to the decrease in the CD34+ cell expansion (Foucault et
al., 2021). Interestingly, similar alterations have been described in BM-MSCs of patients
suffering from myelodysplastic syndromes supporting the hypothesis that exposure to
pesticides could favor the appearance of pre-leukemic states in the elderly (Foucault et al.
2021).

Most pesticides are metabolized in the liver by phase | and Il enzymes to produce hydrophilic
products more easily eliminated in urine and bile (Jandacek and Tso 2007; Klimowska et al.
2020; Kernalléguen et al. 2022). The liver is also a major target for toxicities triggered by
xenobiotics themselves and/or their downstream reactive metabolites. In the present study, we

evaluated the effects of the pesticide mixture and the 7 pesticides tested individually on
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metabolically competent hepatocytes in vitro at concentrations that previously showed effects
of BM-MSCs. We report that the pesticide mixture induced a strong cytotoxicity in cultures of
hepatocyte-like HepaRG cells and human hepatocytes following acute and chronic exposures
at low concentrations extrapolated from the ADI. In addition, we demonstrated that the metal-
containing DTCs maneb and mancozeb were solely responsible for the cytotoxicity induced by
the mixture but only in cells metabolizing these fungicides through the intracellular
accumulation of Mn and reduction in zinc (Zn) content, which triggered oxidative stress and
apoptosis. Together, our data unveil a novel mechanism of hepatotoxicity of Mn-containing
fungicides and emphasize the crucial role of the Mn and Zn homeostasis to regulate ROS

production and cell fate in human hepatocytes.
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2. Materials and methods
2.1. Pesticides, mixture, doses and treatments

Chlorpyrifos, dimethoate, diazinon, imazalil, iprodione, maneb, mancozeb, zineb Pestanal™
analytical standards, ethylenethiourea (45531), ethyleneurea (31534) and ethylenediamine
(41008) were purchased from Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). CAS numbers and
chemical structures are provided in Supporting Information 1.

The concentrations of pesticides used to treat the cells were extrapolated from two values
(Hochane et al. 2017; Leveque et al. 2019): 1) the international ADI representing the threshold
of safety in humans for lifetime exposure. Values of ADI (mg/kg.bw/day) for each pesticide
was converted to g/L and then in mol/L for in vitro models, 2) the high nutritional daily intake
(hNDI) or Theorical Maximum Daily Intake (TMDI) corresponding to the lowest concentration
of pesticides used in our study. Values of hNDI further referred as percentages of ADI (%ADI)
correspond to the real exposure of the French population of all ages for each pesticide and
calculated with the MRLs in food commodities established by EFSA. For the values of hNDI
(%ADI), ADI, and 3ADI, a conversion has been made in order to extrapolate the
aforementioned doses (estimated in mg/kg body weight/day) to an in vitro model. We
considered a total absorption of this ingested amount and then its dilution in 5 L of blood in a
subject of 60 kg, in order to obtain the blood concentration (mg/L and umol/L) to which the
various organs could be theoretically exposed.

Dimethyl-sulfoxide (DMSO) was the solvent used to prepare stock solution at 100mM except
for the diazinon at 10mM. These stock solutions were diluted in culture medium to obtain the
final concentrations of exposure. Control condition corresponded to cultures treated with the
same concentration of DMSO without pesticides. For differentiated HepaRG cells and human
hepatocytes, DMSO in the culture medium was adjusted at 2% (vol/vol), which corresponds to

the culture medium used routinely for keeping these cells differentiated. DMSO concentration
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was 0.1% for progenitor HepaRG cells. For acute exposures cells were treated for 16 to 48
hours depending on the assays performed after exposure. For chronic exposures, cells were

treated at each culture medium renewal, 3 times a week.

2.2. Cell cultures

The human hepatocellular HepaRG progenitor cells actively proliferate at low density and are
capable to differentiate into biliary- and hepatocyte-like cells (Gripon et al. 2002) in appropriate
culture conditions. Progenitor HepaRG cells were cultured as previously described (Cerec et al.
2007) in William's E Medium supplemented with Fetal Bovine Serum (FBS) 10% (Eurobio
batch S52446-2170, reference CVFSVF00-01, HyClone Feetal 11 batch AAF204244 reference
SH30066.03, ratio 1-1), 1% glutamine (200mM), 100U/ml penicillin, 100pg/ml streptomycin,
5ug/ml insulin, and 50uM hydrocortisone hemisuccinate (Upjohn pharmacia). HepaRG cells
were seeded at a density of 2.6x10* cells/cm?. After 2 weeks, cells were cultured in the same
medium supplemented with 2% DMSO to obtain differentiated HepaRG cells including
hepatocyte- and cholangiocyte-like cells (Cerec et al. 2007). In some experiments, hepatocyte-
and cholangiocytes-like HepaRG cells were selectively detached using mild trypsinization with
Trypsin 0.05% diluted in PBS (vol/vol) as previously described (Cerec et al. 2007; Laurent et
al. 2013) and plated separately at high density (2.5x10° cells/cm?) to obtain cultures enriched in
hepatocytes or cholangiocytes. Both hepatocyte- and cholangiocyte-like cells were cultured in
medium supplemented with 2% DMSO.

Human liver biopsies and primary hepatocytes were obtained from the processing of biological
samples through the Centre de Ressources Biologiques (CRB) Santé of Rennes (Institutional
review board approval BB-0033-00,056) under French legal guidelines and fulfilled the

requirements of the institutional ethics committee. Primary human hepatocytes (PHH) were
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seeded at a density of 1.5x10° cells/cm? and cultured in same medium than differentiated
HepaRG hepatocytes. Culture procedures of human macrophages and BM-MSC, as well
as rat liver epithelia cells SDVI, Huh7 and HepG2 hepatoma cells are described in

Supporting Information 1.

2.3. Cell viability and apoptosis assessment

Cell viability was assessed by measuring the relative intracellular ATP content using CellTiter-
Glo Luminescent Cell viability assay (Promega). After treatment with pesticides, cells were
incubated with the CellTiter-Glo reagent for 10 minutes (min). Lysates were transferred to an
opaque multi-well plate and luminescent signals were quantified at 540nm using the Polarstar
Omega microplate reader (BMG Labtech). Cell viabilities in treated cells were expressed as the
percentage of the luminescent values obtained in untreated cells, which was arbitrary set as
100%. Loss of plasma membrane integrity and cytotoxicity during treatments were assessed by
measuring the lactate dehydrogenase (LDH) release in the culture medium using Pierce LDH
Cytotoxicity Assay Kit (Thermo Scientific) according to manufacturer’s instructions.

Caspases activities were quantified after 24 or 48 hours of treatment for HepaRG cells and
PHH, respectively. Cells were lysed with the “caspase-activity” buffer containing PIPES
(20mM: pH 7.2), NaCl (100mM), EDTA (1mM), CHAPS (0.1%), sucrose (10%). Lysates were
homogenized using sonication for 10 seconds twice. Then, 50ug proteins were added to the
caspase-activity buffer supplemented with 10mM DTT and 80uM of substrates Ac-DEVD-
AMC, Ac-IEPD-AMC and Ac-LEHD-AMD (Enzo Life Science) to measure caspase 3, 8 and
9 activities, respectively. The luminescence was measured using the Polarstar Omega
microplate reader (BMG Labtech) with excitation wavelengths at 380 and emission at 440nm

each 10 min during a 2h-time course.
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The y-H2AX test was performed to assess genotoxicity. Briefly, cells were rinsed with
phosphate-buffered saline (PBS), fixed with 4% formaldehyde in PBS for 15 min at room
temperature before permeabilization using 0.1% saponin in PBS. Nonspecific binding was
blocked for 15 min by incubating the cells with 2 % FBS in PBS. Then, the cells were incubated
with rabbit polyclonal anti-phospho-H2AX antibody (Abcam, ab88671) diluted 1/500 in 2 %
FBS-PBS solution for 1h at room temperature. Following washes with PBS, Dylight 549-
labeled secondary antibody in 2 % FBS-PBS solution containing Hoechst 33342 dye (1ug/mL)
was incubated for 45 min. After washing, the y-H2AX positive nuclei were observed and ten

pictures per well were analyzed corresponding to at least 1000 cells scored.

2.4. Detection of reactive oxygen species (ROS)

Cell-permeant 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H.DCFDA, Thermo Fisher
Scientific, D399) and MitoSOX (Thermo Fisher Scientific, M36008) molecular probes were
used to assess ROS generation. Cells were washed with prewarmed (37°C) Hanks’ Balanced
Salt Solution (HBSS) and incubated with probes (2uM) diluted in HBSS for 30 min at 37°C,
5% CO2 protected from light. Then, cells were rinsed with warm HBSS. N-acetylcysteine
(NAC) at 20mM was used to neutralize ROS by treating cells for 2 hours prior to and during
the treatment with pesticides. Treatments with excess of zinc chloride (ZnCl) at 70uM were
also performed during pesticide and manganese chloride (MnCl.) exposures. Fluorescence
intensity was measured using the Polarstar Omega microplate reader with excitation/emission
wavelengths at 485nm/520nm and 520/590nm for H.DCFDA and MitoSOX probes,
respectively. Fluorescence intensity values were normalized to amounts of total proteins. Data
were expressed as the percentage of fluorescence signal measured in untreated control cells,

which was arbitrarily set as 100%.
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2.5. Measurement of mitochondrial respiration and complex (I1-V)
enzyme activities

Parameters of mitochondrial respiration were analyzed using XF Cell Mito Stress Test Kits and
Agilent Seahorse XFe24 analyzer according to manufacturer’s instructions. Briefly, after 16
hours of exposure to pesticides, HepaRG cells were incubated with Seahorse XF DMEM
Medium (pH 7.4) at 37°C for 1 hour. Then, Seahorse XF DMEM Medium (pH 7.4) was
replaced by the same medium containing L-glutamine (2mM), glucose (1L0mM) and pyruvate
(ImM). HepaRG cells were transferred in Agilent Seahorse XFe24 analyzer for assessment of
mitochondrial respiration. Oxygen consumption rates corresponding to basal respiration,
maximal respiration, ATP production and proton leak were normalized by fluorescence
intensity of Hoechst 33342 dye measured with the Polarstar Omega microplate reader (BMG
Labtech) with excitation/emission wavelengths at 355nm/460nm.

In order to measure OXPHOS complex enzyme activities mitochondria were first isolated from
a pellet of HepaRG cells treated for 16h with maneb at 6ADI, MnCl; at 14uM or control solvent
vehicle. Briefly, cells were harvested and washed with cold PBS, then cells were centrifuged
and pellets were frozen in liquid nitrogen. Cells were resuspended within isolation buffer pH
7.2 containing mannitol (220mM), sucrose (75mM), Trizma (10mM) and EDTA (1mM). After
3 min frozen in liquid nitrogen, cells were thawed at 37°C, centrifuged 1min at 20,000g and
finally resuspended in the isolation buffer. For complexes | and V and citrate synthase cells
were sonicated (6 times for 5 s).

The activities of the 5 mitochondrial OXPHOS complex enzymes were then measured at 37°C
on a UVmc? spectrophotometer (SAFAS, Monaco) as previously described (James et al., 1996;

Chretien et al., 2004; Medja et al., 2009) with specific buffer and reagents for each complex
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(Supporting Information 1). Absorbance changes due to the respective substrate conversions
were analyzed at, 600nm for complex I and Il, 550nm for complex Il and IV, 340nm for
complex V and 412nm for citrate synthase. Enzymes activities of all complexes were expressed
as nmol substrate/min/108cells using the Beer Lambert’s law and were normalized to the citrate

synthase activity.

2.6. High pressure liquid chromatography (HPLC)

The HPLC analysis was performed with the Agilent HPLC 1260 Infinity Il with the column
Accucore PFP (Thermo Scientific ref: 17426-153030) coupled with a UV detector. Cells were
washed with PBS and incubated with phenol red-free William’s E Medium containing 100uM,
maneb or mancozeb. After incubations of cells for 3, 8 or 24 hours, the medium was collected
and centrifuged 15 min at 20,000g at 4°C. 50uL of supernatant was injected in HPLC system.
A gradient of acetonitrile and 0.1% acetic acid was used during the run at a flow rate of 0.500
mL/min. The run starts at 100% of acetic acid and decrease to 10% in 20 min. After 2 min at
10% acetic acid and 90% acetonitrile, the gradient returns to 100% acetic acid in 5 min. The
wavelengths 247 and 285 nm were used to detect the metabolites of mancozeb, and the
mancozeb, respectively. The peaks of mancozeb and ETU were identified by comparing the
chromatograms of culture media containing or not these compounds and using analytical

standards.

2.7. LC-MS/MS analyses.

The analysis was performed by LC-MS/MS detection with direct injection using Xevo-TQD ®

triple quadrupole UPLC/MSMS (Waters) in MRM (Multiple Reaction Monitoring) mode. The
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mass spectrometer was operated in the positive and negative electron ionization modes for
identification of the unknown compound resulting from mancozeb and MnCl> exposures while
the mode of ionization positive electrospray was selected for quantification of mancozeb
metabolites. The injection of analytical standards allowed to define the analytical parameters of
the 8 metabolites and active substance (Supporting Information 2) and to estimate their
quantification limits. To investigate the linearity of the method, 9 concentrations (0.01 to 10uM
in a mixture water/William's E Medium 50/50 v/v) were used and a quadratic model was for all
compounds except ETU for which a cubic model gave a better fit. The samples were analyzed
directly or after dilution with a mixture water/William's E Medium (50/50 v/v) when
appropriate. A control (calibration point at 5uM) was injected every 15 samples to check the
calibration accuracy. The samples to be analyzed were culture media containing or not

mancozeb and incubated or not with HepaRG cells.

2.8. Quantification of Mn and Zn by Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry.

HepaRG cells were treated during 16 hours with maneb at 3ADI concentration, MnCl; at 7uM
or vehicle solvent (DMSOQ) as negative control. Then, cells were collected using trypsin (0.05%)
before centrifugation. Cell pellets were washed twice in PBS then frozen at -80°C. Cells or
purified mitochondria (see section 2.5) were desiccated overnight at 120°C. Dried tissues were
weighed and mineralized by nitric acid solution in teflon PFA-lined digestion vessels. Acid
digestion was carried out at 180°C using ultrapure concentrated HNO3 (69%) (Fisher Chemical
Optima Grade) in a microwave oven device (Mars 6, CEM). The elements studied were *>Mn
and ®Zn. ICP-MS analyses were carried out using an X-Series Il from Thermo Scientific
equipped with collision cell technology (Platform AEM2, Biochemical Laboratory, Rennes

Hospital). The source of plasma was argon (purity degree > 99.99%). The collision/reaction
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cell used was pressurized with a mixture of helium (93%) and hydrogen (7%); argon and
hydrogen were provided by Messer. Ultra-pure water was provided from Millipore Direct-Q 3
water station. Nitric acid solution was utilized at 69% (Fisher Chemical—Optima Grade). The
rhodium was used as internal standard (Fisher Scientific). Calibration ranges were realized
using a multi-element solution (SCP Science PlasmaCal). The performance was calibrated
using multi-element solutions, tune F, and tune A (Thermo). The certified reference biological

material was bovine liver ZC71001 obtained from NCS Testing Technology (Beijing, China).

2.9. RNA and protein expression studies

RNA purification and reverse transcription were performed using Nucleospin RNA (Fisher
Scientific ref: 740955) and High capacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems).
Quantitative PCR was performed with Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) on
ABI PRISM 7900HT instrument. The primer sequences are provided in Supporting
Information 1.

For immunoblotting, culture medium was removed and cells were washed once with cold PBS
and lysed in 50 mM HEPES pH 7.9, 150 mM, NaCl, 0.1 mM EDTA, 10% glycerol, 0.5% Tween
20 lysis buffer supplemented with protease inhibitors (EDTA-free, Roche). Cell lysates were
briefly sonicated and total proteins of cell extracts were quantified using Biorad protein reagent
assay. For detection of mitochondrial proteins, mitochondria were isolated from HepaRG cells
after 16h of treatment with pesticides. Cells were lysed in H-medium (HEPES 5mM, D-
mannitol 210mM, sucrose 70mM, pH 7.4). The lysate was centrifuged 5 minutes at 600g, 4°C.
The supernatant (S1) was centrifuged 10 minutes at 4300g, 4°C. The supernatant (S2) was
centrifuged 2h at 20,0009 at 4°C. Resulting supernatant corresponded to cytosolic fraction. The

pellet (C2) was then resuspended and centrifuged 5 minutes at 600g, 4°C. The supernatant
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collected (S3) was centrifuged 10 minutes at 4300g at 4°C. The pellet containing purified
mitochondria was resuspended in a minimum volume of H-medium and frozen at -80°C.
Thirty pg of cytosolic or 10ug of mitochondrial proteins from each sample were separated
on NuPAGE® Novex® Bis-Tris 4-12% gels kit (Invitrogen) and transferred to PVDF
membranes (Trans-blot® Turbo™ Transfer System, Biorad) prior to immunoblotting using the
following primary antibodies: COX4 (F-8, sc-376731, Santa Cruz), GSTA1 (R-14, sc-100546
Santa Cruz), Anti-Cytochrome C (556433, BD Pharmingen), IREla (14C10, 3294 Cell
Signalling), anti phospho S724-IREla (ab124945, Abcam), elF2a (FL-315, sc-11386 Santa
Cruz), anti-phospho Serb52-elF2a (sc-12412, Santa Cruz) and HSC70 (B-6, sc-526-G Santa
Cruz). Primary antibodies were detected using secondary antibodies coupled to horseradish
peroxidase (Dako, Denmark), and detection of the immune complex was performed by

chemiluminescent detection (Pierce™ ECL Substrate).

2.10. Data analysis

All data are expressed as mean * standard error of the mean (SEM) from at least three
independent experiments. Comparisons between groups were performed using one-way
ANOVA followed by a post hoc Dunnett’s test or Bonferroni’s test when the normality test was
positive, and Kruskal-Wallis followed by a post hoc Dunn’s test when data were not normally
distributed. Graph Pad Prism 8 software (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) was used

for all statistical analyses) and the threshold for statistical significance was set to p < 0.05.
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3. Results

3.1. Chronic and acute exposures to the pesticide mixture induce
cytotoxicity in human hepatocytes.

In order to study the effects of the mixture of the 7 pesticides on human hepatic cell fate, we
performed chronic exposures of human progenitor HepaRG cells at %ADI, ADI and 3ADI
pesticide concentrations during 30 days (Figure 1) as previously done for BM-MSCs (Hochane

et al. 2017; Foucault et al. 2021).

After plating at low density, progenitor hepatoblast-like HepaRG cells actively proliferate
during 7 to 10 days prior differentiation into hepatocyte and cholangiocyte cell lineages (Cerec
et al. 2007; Vlach et al. 2019). During the first two weeks, the pesticides at the ADI and 3ADI
concentrations induced a slight but statistically significant increase in ATP contents (Figure
1A) without any visible effect on the cell morphology (Figure 1B) suggesting that the
phytosanitary compounds could stimulate the proliferation of progenitor HepaRG cells. In
contrast, when the chronic treatment was prolonged for 2 more weeks during differentiation,
the pesticides triggered a strong decreased in the ATP content in a concentration dependent
manner (Figure 1A). At 21 days of treatment, floating cells were visible in culture wells
incubated to pesticides and very few cells remained adherent at 30 days (Figure 1B). These
data demonstrated that the pesticide mixture triggered a dose- and time-dependent cytotoxicity

in differentiated HepaRG cells.

In order to determine whether the cytotoxicity of the pesticides observed after 2 weeks resulted
from the chronic exposure of HepaRG cells during proliferation or occurred only when cells
underwent differentiation, we performed acute exposures of differentiated HepaRG cells
(Figure 2). The cells were first differentiated during 30 days in absence of pesticides, then

subjected to a single exposure to the pesticide mixture. After 2 days, we observed a strong
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decrease in the ATP content of differentiated HepaRG cells in a dose-dependent manner.
Significant effects were found with concentrations as low as %2 ADI but the overall reduction
in cell viability reached 50% of the control value for the ADI and higher concentrations. These
data demonstrated that the pesticide mixture induced an acute toxicity in hepatocytes in vitro

after a single exposure.

Differentiated HepaRG cultures contain both hepatocyte- and cholangiocyte-like cells
producing a coculture in vitro model (Cerec et al. 2007). We next investigated whether the
pesticides affected differently the viability of the 2 cell types by preparing enriched populations
of both hepatocyte- and cholangiocyte-like HepaRG cells incubated in the same conditions
(Figure 2). Interestingly, the pesticides triggered a stronger cytotoxicity in the hepatocyte-like
cell population compared to that measured in the coculture while a mild decrease in ATP
content was observed in the cholangiocyte cultures. The selective cytotoxicity towards
hepatocytes was also visible with the morphological alterations in hepatocyte-like cell colonies

while cholangiocytes remained unaffected (Supporting Information 3A).

To further confirm the toxicity of the pesticide cocktail, we used pure cultures of PHH incubated
in the same conditions (Figure 2). The ATP content decreased in a dose-dependent manner
with an extended loss in cell viability at 3 and 6ADI concentrations of pesticides. These data
demonstrated the high cytotoxic effect of the pesticide cocktail towards differentiated
hepatocytes. This conclusion was further supported by the absence of cytotoxicity in progenitor
HepaRG cells, human HepG2 (Figure 2) and HuH7 hepatoma cells as well as primary rat liver
epithelial SDVI cells, human macrophages and mesenchymal cells (Supporting Information
3B-C). In addition, we also used 2 transgenic HepaRG cell lines expressing the green
fluorescent protein (GFP) under transcriptional control of hepatocyte-specific CYP2B6 and
CYP3A4 gene promoters (Vlach et al 2019) leading to GFP expression at high levels in
hepatocyte-like HepaRG cells (Supporting Information 3D). Upon exposure to the pesticide
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mixture, the GFP positive hepatocyte colonies were strongly reduced in size and fluorescence
intensities. Moreover, in transgenic HepaRG cells exposed to pesticides, the mRNA levels of
the endogenous CYP3A4 and CYP2EL were dramatically decreased compared to those found
in untreated cells while the expression of cytokeratin 19 (CK19), which is expressed in
cholangiocytes remained stable (Supporting Information 3E). Together, our data

demonstrated that the pesticide cocktail triggered cytotoxicity specifically in hepatocytes.

3.2. Maneb and mancozeb induce oxidative stress and apoptosis in
human hepatocytes.

In order to determine whether one or several pesticides within the mixture were responsible for
the toxicity, we exposed hepatocyte-like HepaRG cells to each pesticide individually in a wide
range of concentrations (from ADI to 50xADI) for 48h and evaluated cell viability by
measuring the ATP content (Figure 3A). Exposures to each pesticide have unveiled that only
maneb and mancozeb were toxic. Moreover, the decreases in ATP content were similar with
one or both DTCs and the mixture of all compounds (Figure 2) demonstrating the absence of
additive effects of maneb and mancozeb and strongly suggesting that the toxicity observed with
the mixture was triggered by these DTCs. To confirm this hypothesis, we exposed hepatocyte-
like HepaRG cells to 7 different mixtures depleted in each pesticide individually and a mixture
of 5 pesticides without maneb and mancozeb (Figure 3B). All mixtures depleted in one
compound induced the same decrease in ATP contents while the cocktail of 5 pesticides without
the two DTCs had no effect on cell viability confirming that maneb and mancozeb induced the
toxicity of the mixture and evidencing for the first time that these DTCs trigger cell death in

human hepatocytes at very low concentrations in the range of the ADI,

We next studied the mechanism of cytotoxicity induced by the pesticide mixture and DTCs

(Figure 4) postulating that maneb and mancozeb may induce apoptosis in hepatocytes since
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previous publications reported that mancozeb at high concentrations (10 to 300 uM) triggered
apoptosis in human gastric, colon and hepatoma cells (Kumar et al. 2018; Dhaneshwar et al.
2021; Lori et al. 2021). We measured caspase 3, 8 and 9 catalytic activities in total cell lysates
of hepatocyte-like HepaRG cells exposed to the pesticide mixture or mancozeb alone (Figure
4A). The initiator caspase 9 and executioner caspase 3 activities were significantly increased in
cells incubated with the mixture and mancozeb while the caspase 8 activity was unchanged
suggesting the lack of cell death receptor activation. Importantly, when the antioxidant NAC
was added prior to the pesticide mixture, the increase in caspase 3 and 9 activities was totally
abrogated. Similarly, the pesticide mixture strongly induced the caspase 3 activities in human
hepatocytes in primary culture (Figure 4B). The induction of apoptosis was further
demonstrated by the cytochrome c release from mitochondria in both differentiated HepaRG
cells and human hepatocytes (Figure 4C) and the increase in subG1 fraction of hepatocyte-like
HepaRG cells (Supporting Information 4A). Together, these data demonstrated that the
pesticide mixture and mancozeb induced caspase-dependent apoptosis in human hepatocytes
through an intrinsic pathway and suggested the involvement of oxidative stress since NAC

prevented the onset of cell death.

The effects of pesticides on mitochondrial function were next assessed in differentiated
HepaRG cells. While basal respiration was not affected, maximal respiration and respiration
linked to ATP production were significantly decreased upon exposure to the pesticide mixture
at the 3ADI concentration (Figure 4D). In contrast, proton leak was increased by the same
concentration. The activities of the five OXPHOS mitochondrial complexes were also studied
in control culture and in cells exposed to maneb and no significant differences in enzymatic
activities could be observed between untreated and pesticide-exposed cells (Supporting
information 4B), thus suggesting an impairment of other metabolic pathways linked to

OXPHOS.
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Relative levels in ROS measured by spectrofluorometry using H_-DCFDA and MitoSOX probes
were strongly enhanced in cells exposed to the pesticide mixture or mancozeb alone at ADI and
3ADI concentrations (Figure 4E). Importantly, NAC totally prevented pesticide-induced ROS
production and the cytotoxicity measured by the ATP content. In addition, no significant change
in the relative ROS levels were observed in cholangiocyte-like HepaRG cells treated with the
same concentrations of pesticides (Supporting Information 4C). Oxidative stress was further
investigated in hepatocyte-like HepaRG cells (Figure 4F) and human hepatocytes (Figure 4G)
by measuring the mRNA levels of genes known to be regulated by ROS and/or involved in
antioxidant responses. Superoxide dismutase 1 (SOD1) mRNA levels were decreased while
those of SOD2, glutathione peroxidase 3 (GPX3), BCL2-associated X apoptosis regulator
(BAX) and DNA damage inducible transcript 3 (DDIT3, also known as CHOP) were up-
regulated upon exposure to the pesticide mixture. The increase in DDIT3 transcripts suggested
the induction of an endoplasmic reticulum (ER) stress, which was confirmed with the up-
regulation of PERK and ERN1 mRNA levels and the increase in IRE1a phosphorylation and
elFla protein expression (Supporting Information 4D). Considering the evidence of ROS
overproduction and ER stress response in hepatocyte-like HepaRG cells incubated with the
pesticides, a genotoxic effect was investigated using the y-H2AX assay (Supporting
information 4E-F). A strong induction in the percentage of y-H2AX positive cells was detected
and quantified in cells exposed to the pesticide mixture and aflatoxin B1 used as a positive
control of genotoxicity. Altogether, these results indicated that the pesticide mixture and DTCs
triggered a burst of ROS inducing ER stress, mitochondrial dysfunction, genotoxicity and

apoptosis through an intrinsic caspase pathway.
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3.3. Mancozeb is metabolized in hepatocytes to produce ethylene
thiourea.

Since cell death induced by DTCs occurred only in differentiated hepatocyte-like HepaRG cells
and human hepatocytes, we investigated the catabolism of the mancozeb in these metabolically
competent cells expressing phase | and 11 xenobiotic-metabolizing enzymes (XME) (Aninat
2006, Kanerbratt 2008), and in cholangiocyte-like and progenitor HepaRG cells, which do not

express these XME and do not undergo apoptosis upon exposure to DTCs.

Detection of mancozeb was assessed by HPLC coupled to UV detector (HPLC-UV) (Figure 5)
and mancozeb’s metabolites were identified by LC-MS/MS (Table 1, Supporting
Information 2). Mancozeb added to culture media at the concentration of 100 uM was detected
by HPLC-UV at 285nm with a retention time of 10.75 min (Figure 5). This peak was confirmed
to be mancozeb by LC-MS/MS (Table 1, Supporting Information 2). In addition, in media
supplemented with mancozeb, a second peak was detected by HPLC at 247nm at a retention
time of 2.7 min, very similar retention time to that of ethylene thiourea (ETU) analytical
standard (Figure 5). Using LC-MS/MS (Table 1), we confirmed the presence of ~21 [IM of
ETU in culture media without incubation with HepaRG cells strongly suggesting the presence
of this degradation product in the mancozeb stock solution. In culture media of hepatocyte-like
HepaRG cells, the amounts of mancozeb progressively decreased during a 24h incubation time
while those of ETU concomitantly increased (Figure 5, Table 1). In contrast, the peaks of
mancozeb and ETU detected by HPLC in culture media of cholangiocyte-like and progenitor
HepaRG cells were not quantitatively modified during the 24h incubation with these cells
(Figure 5). These data demonstrated that mancozeb is catabolized into its main ETU metabolite

in hepatocyte-like HepaRG cells and that non-hepatocytic cells do not metabolize mancozeb.

In addition to the peaks of mancozeb and ETU, we also detected by HPLC-UV two other

compounds eluting with retention times of 3.1 and 4.5 min only in culture media of hepatocyte-
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like HepaRG cells (Figure 5A). The peak at 3.1 min was not detected after 3 hours of incubation
with mancozeb in hepatocyte-like HepaRG cells. However, the area of this peak increased with
the incubation times and was similar in both untreated and treated cultures at 24h demonstrating
that it corresponded to an endogenous hepatocyte-like HepaRG metabolite unrelated to
mancozeb metabolism. This hypothesis was further confirmed by the absence of this peak in
media of cholangiocyte-like HepaRG cells (Figure 5B) cultured in the same medium than
hepatocyte-like HepaRG cells. Besides the formation of its well-documented ETU metabolite,
the catabolism of mancozeb involves the production of at least 12 other metabolites (Engst and
Schnaak 1970; World Health Organization 1988; INRS, report n°277, 2010), most of them
known to be unstable compounds difficult to detect (Supporting Information 2). In a detailed
LC-MS/MS analytical study, we investigated the presence of these metabolites in the culture
media of hepatocyte-like HepaRG cells in order to identify the unknown compound eluting at
4.5 min in HPLC chromatograms (Supporting Information 4). We found that all known
mancozeb metabolites were either undetectable or present at concentrations below the
quantification limits (Supporting Information 2). By LC-MS/MS analysis, we found that the
unknown compound eluting at 4.5 min in HPLC-UV had a molecular mass of 152 g/mol. Using
the MASS BANK database, we identified two putative candidates, xanthine and oxipurinol,
two compounds of the purine metabolic pathway. The LC-MS/MS analysis of commercial
standards of these two compounds demonstrated that the unknown compound was xanthine
(Supporting Information 2, Table 1). Although xanthine was detected in the culture media of
control cells unexposed to mancozeb (~2.7 [1M at 24h of culture), its levels were significantly
increased up to 10.4 [JM in media of hepatocyte-like HepaRG cells incubated with 100 [JM
mancozeb (Table 1). We next analyzed hypoxanthine and uric acid, two other main compounds
of the purine metabolic pathway. We found that hypoxanthine was also produced by

hepatocyte-like HepaRG cells incubated with mancozeb but not uric acid. Quantification of the
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lactate dehydrogenase (LDH) activities showed no significant differences between culture
media of cells exposed or not to mancozeb (Table 1) indicating that the increase in
hypoxanthine and xanthine levels upon mancozeb treatment was due to an active secretion
rather than a passive leakage from cells resulting from loss of plasma membrane integrity in
mancozeb-treated cells. Since hypoxanthine and xanthine have not been identified as
metabolites of DTCs, we hypothesized that their efflux was a stress response resulting from

mancozeb exposure.

3.4. Exposure to DTCs leads to Mn overload and Zn depletion and
apoptosis in hepatocytes.

In order to determine if the production of DTC metabolites by hepatocyte-like HepaRG cells
was responsible for DTC cytotoxicity, we exposed these cells to ETU as well as ethylene urea
(EU) and ethylene diamine (EDA) and the combination of the three metabolites at
concentrations ranging from 2 to 20 uM corresponding to mancozeb at ADI to 10xADI
concentrations (Figure 6A). Exposure to these molecules had no significant effects on cell
viability demonstrating that these metabolites were not involved in the cytotoxicity of DTCs

towards hepatocytes.

DTCs represent a large group of synthetic compounds that share a similar chemical structure
(R2NCS2R) (Ajiboye et al. 2022, Supporting Information 2). Several of these DTCs,
including maneb, zineb and mancozeb, are salts containing Mn and Zn. While maneb and zineb
contain only Mn and Zn, respectively, mancozeb is a combination of both maneb and zineb.
We hypothesized that catabolism of DTCs in hepatocytes could lead to the release of Mn and/or
Zn, present in their chemical structure. To address this hypothesis, hepatocyte-like HepaRG

cells were exposed for 48h to maneb, mancozeb and zineb at the 3ADI concentration, as well
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as MnCl; and ZnCl, at 7uM corresponding to the concentration of Mn and Zn brought by

exposure to DTCs at 3ADI (Figure 6B).

Quantification of the relative ATP contents in hepatocyte-like HepaRG cells demonstrated that
exposure to maneb, mancozeb and MnCltriggered similar toxicities while zineb and ZnCl. had
no significant impact of cell viability (Figure 6B). The similar experiment performed using
cholangiocyte-like cells showed no effect on cell viability with any of these treatments. These
data strongly suggested that cell death of hepatocyte-like HepaRG cells exposed to maneb and
mancozeb resulted from the release of Mn during their catabolism. We next studied the effects
of exposures to maneb and MnCl; on the intracellular contents in Mn and Zn measured by
ICP/MS in progenitor, cholangiocyte- and hepatocyte-like HepaRG cells (Figure 6C-D,
Supporting Information 5). Hepatocytes exposed to maneb and MnCl, showed strong
intracellular and mitochondrial accumulations of Mn with contents significantly higher than in
untreated cells. Intracellular amounts of Mn were also increased in cholangiocytes and
progenitor cells but in much lower extents compared those of hepatocyte-like cells. Importantly,
significant decreases in intracellular Zn levels were also observed upon incubations with MnCl;
and maneb only in hepatocyte-like cells. Together, these data supported the conclusion that Mn-
containing DTCs induced cell death in metabolically competent hepatocytes capable of
metabolizing these fungicides to produce innocuous metabolites, such as ETU, and to release

Mn accumulating in cells and altering Zn content.

Since the treatment of hepatocyte-like HepaRG cells by MnCl> induced cytotoxicity, we used
this experimental condition to determine whether the production of hypoxanthine and xanthine
previously observed with mancozeb occurred in MnCl,-treated cells (Figure 5, Table 1). We
found that exposure of differentiated HepaRG cells to MnCl> also enhanced the secretion of

both xanthine and hypoxanthine (Table 1) demonstrating that these compounds are not
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metabolites resulting from DTC catabolism and suggesting that they may be produced in

response to the alteration of the intracellular Mn/Zn content and/or oxidative stress.

To further study the role of the Zn depletion in DTC- and Mn-dependent toxicity, hepatocyte-
like HepaRG cells were exposed to the pesticide mixture, maneb, mancozeb and MnCl> in
absence or presence of a 10-fold excess of ZnCl, (70uM) and oxidative stress, relative ATP
content, caspase 3 and 9 activities and cellular Mn and Zn amounts were measured (Figure 7).
First, incubation of differentiated HepaRG cells with MnCl led to ROS overproduction at
similar levels to those observed in cultures exposed to maneb or mancozeb (Figure 7A). In
addition, co-treatment with 70uM ZnCl> prevented the burst of ROS (Figure 7A), the decrease
in ATP content (Figure7B) and the onset of apoptosis (Figure 7C) in cultures exposed to DTCs
and MnCl,. Determination of cellular Mn and Zn contents in untreated control cells and cultures
exposed to MnCl> and maneb in presence of 70uM of ZnCl, (Figure 7D, Supporting
Information 5) demonstrated that the 10-fold excess in Zn partially but significantly reduced
the intracellular and mitochondrial Mn overload and prevented Zn depletion induced by maneb
and MnCl2. Unexpectedly, while the excess in Zn increased the intracellular Zn content in
absence of maneb and MnCl, it also reduced the mitochondrial contents in Zn in all culture
conditions. These results demonstrated that partial restoration of Mn and Zn homeostasis
disrupted by Mn-containing DTCs was sufficient to prevent oxidative stress and cytotoxicity in

hepatocytes.
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Figure 1

Chronic exposure of HepaRG cells to the pesticide mixture at low concentrations. A.
Progenitor HepaRG cells were treated with the pesticide mixture during 4 weeks at different
concentrations (%ADI, ADI or 3ADI). Cell viability was evaluated by measuring the
intracellular ATP content after 7, 14, 21 and 30 days of exposure. Data were expressed as
percentages of untreated control cells. Results are means + SEM (N>3), *p< 0.05, **p< 0.01
significantly different from control (Ctrl) using One-way ANOVA and Dunnett’s multiple
comparisons test. B. Cell morphologies in phase contrast of control and pesticide-treated
cultures.
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Figure 2

Acute exposure of hepatic cells to the pesticide mixture at low concentrations. Cell
viabilities of differentiated HepaRG cells, human hepatocytes in primary culture and HepG2
hepatoma cells were measured by quantification of the intracellular ATP content after 48 h of
exposure at different concentrations of the pesticide mixture (1/4ADI, 1/2ADI, ADI, 3ADI,
6ADI or %ADI). Data were expressed as % of untreated control cells. Results are means + SEM
(N>3), *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001 significantly different from control (Ctrl) using One-
way ANOVA and Dunnett’s multiple comparisons test.
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Figure 3

Hepatotoxicity of the pesticide mixture is triggered by maneb and mancozeb. A. Cell
viability was evaluated by measuring intracellular ATP contents in hepatocyte-like HepaRG
cells either in untreated control cultures (Ctrl) or exposed for 48h to each pesticide individually
and the coincubation with maneb and mancozeb at different concentrations (%ADI, ADI, 3ADI,
10ADI, 25ADI, 50ADI). B. Cell viability (ATP content) in hepatocyte-like HepaRG cells
incubated for 48 h to 7 pesticide mixtures depleted in each pesticide (6 compounds per mixture)
and a cocktail of 5 pesticides without maneb and mancozeb at different concentrations (%ADI,
1/4ADI, 1/2ADI, ADI, 3ADI, 6ADI). Data were expressed as % of control. Results are means
+ SEM (N>3), *p< 0.05, **p< 0.01 significantly different from control (Ctrl) using One-way
ANOVA + Dunnett’s or Kruskal Wallis + Dunn’s multiple comparisons tests.
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Figure 4.

Pesticide mixture and mancozeb induce oxidative stress and apoptosis in human
hepatocytes. A. Caspase 8, 9 and 3 activities were quantified using Ac-IETD-AMC, Ac-
LEHD-AMC and Ac-DEVD-AMC fluorogenic substrates, respectively, in hepatocyte-like
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HepaRG cells exposed for 24h to the pesticide mixture at different concentrations (%ADI, ADI
and 3ADI), in absence or presence of N-acetylcysteine (NAC, 20 mM), and mancozeb (Mz) at
the 3ADI concentration. B. Ac-DEVD-AMC substrate caspase 3 activity quantified in human
hepatocytes in primary culture exposed to the pesticide mixture for 48h at different
concentrations (%ADI, ADI and 3ADI). Relative data were normalized to the basal values
measured in untreated control cells arbitrarily set as 1 (Ctrl). Results are means = SEM (N>3),
*p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001 significantly different from control (Ctrl). C. Detection of
cytochrome ¢ by western blot in cytosol and mitochondrial subcellular fractions of
differentiated HepaRG cells and human hepatocytes in untreated control (Ctrl) conditions and
exposed to the pesticide mixture for 24 h at the ADI and 3ADI concentrations. D. Parameters
of mitochondrial respiration (basal and maximal respiration, ATP production and proton leak)
were analyzed in differentiated HepaRG cells exposed for 16 h to the pesticide mixture (%ADI,
ADI and 3ADI concentrations) using XF Cell Seahorse Mito Stress Test [Results are means +
SEM (N>3), One-way ANOVA + Bonferroni’s multiple comparisons test or Kruskal Wallis +
Dunn’s multiple comparisons test]. E. ROS production was evaluated in hepatocyte-like
HepaRG cells using H.DCFDA and MitoSOX probes after 24 h exposure to pesticide mixture
(%ADI, ADI or 3ADI) or mancozeb alone (Mz 3ADI). N-acetyl cysteine (NAC 20mM) was
used to neutralize ROS production (Kruskal Wallis + Dunn’s multiple comparisons test). Cell
viability of hepatocyte-like HepaRG cells was quantified by the relative intracellular ATP
content after 24 h exposure to pesticide mixture (%ADI, ADI or 3ADI) or mancozeb alone (Mz
3ADI). F-G. Relative mRNA levels of SOD1 and 2, GPX3, BAX and DDIT3 genes in
hepatocyte-like HepaRG cells (F) and human hepatocytes (G) exposed for 24 h to the pesticide
mixture (%ADI, ADI or 3ADI). Data were expressed as % of the untreated control culture
(Ctrl). Results are means + SEM (N>3), *p< 0.05, **p< 0.01, ***p< 0.001, significantly

different from control (Ctrl).
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Hepatocyte-like HepaRG cells metabolize mancozeb. Representative UV-HPLC

chromatograms of culture media without mancozeb (untreated control cells at 24 hours (h),

Ctrl) or containing mancozeb (100uM) and incubated for 3, 8 and 24 h with A) hepatocyte

like, B) cholangiocyte-like and C) progenitor HepaRG cells. Mancozeb, ethylenethiourea

(ETU) and xanthine peaks are indicated in panel A.
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Figure 6

Exposure to maneb induces Mn overload and Zn depletion triggering cytotoxicity in
hepatocytes. A Effects of DTCs metabolites ethylene thiourea (ETU), ethylene urea (EU) and
ethylene diamine (EDA) metabolites and the combination of the three molecules
(EDA+ETU+EU) at 2, 10 and 20 uM on cell viability (relative ATP contents) in hepatocyte-
like HepaRG cell after 48h of exposure. B. Cell viability (relative ATP contents) in hepatocyte-
and cholangiocyte-like HepaRG cell cultures after 48h treatments with the pesticide mixture
(mixture), DTCs maneb (Mb), mancozeb (Mz), zineb (Zb) at 3ADI concentration, MnCl, and
ZnCl, at 7uM. Relative ATP contents are expressed as % of untreated control cultures (Ctrl).
Results are means + SEM (N>3), *p< 0.05, **p< 0.01 significantly different from control (Ctrl)
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with Kruskal Wallis + Dunn’s multiple comparisons test. C. Relative intracellular (C) and
mitochondrial (D) Mn and Zn contents in progenitor, hepatocyte- and cholangiocyte-like
HepaRG cells measured by ICP/MS after 16h of exposures to maneb (3ADI) and MnCl; at
7UM. Data are expressed as fold change in metal contents between unexposed control cells
arbitrary set as 1 (dotted line) and treated cells because of the large differences in metal contents
between cell types and intracellular versus mitochondrial amounts. Absolute quantities of both
Mn and Zn are presented in ng/well in the Supporting Information 5. Results are mean £ SEM
(N=>3), *p< 0.05, **p< 0.01 significantly different from control (Ctrl) One-way ANOVA +

Dunnett’s multiple comparisons test or Kruskal-Wallis + Dunn’s multiple test
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Figure 7

Excess of Zn prevents oxidative stress and cytotoxicity induced by DTCs in hepatocytes.
A. Relative ROS levels evaluated in hepatocyte-like HepaRG cells using H.DCFDA and
MitoSOX probes and, B. relative ATP contents in hepatocyte-like HepaRG cells after 24h of
exposure to the pesticide mixture (3ADI), DTCs maneb (Mb 3ADI) and mancozeb (Mz
3ADI), and MnCl; at 7uM in absence or presence of a 10-fold-excess in ZnCl> at 70puM. For
ROS production, statistics are: One-way ANOVA + Sidak’s multiple comparisons test Or

Kruskal-Wallis + Dunn’s multiple comparisons test, *p< 0.05, **p< 0.01, significantly
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different from untreated control cultures (Ctrl), #p< 0.05, significantly different from cultures
exposed for 24h to the pesticide mixture, maneb, mancozeb and MnCl; in absence of a 10-
fold-excess in ZnCl» at 70uM. For ATP contents, results are means = SEM (N>3), statistics
are: Kruskal-Wallis + Dunn’s multiple comparisons test, *p< 0.05, **p< 0.01, significantly
different from untreated control (Ctrl). C. Relative caspase 3 and 9 activities quantified using
Ac-DEVD-AMC and Ac-LEHD-AMC florigenic substrates, respectively, after exposure to
the pesticide mixture (3ADI) and mancozeb (Mz 3ADI) in absence or presence of a 10-fold-
excess in ZnCl, at 70puM. Kruskal-Wallis + Dunn’s multiple comparisons test. Results are
means £ SEM (N>3), *p<0.05, **p< 0.01, ***p<0.001, significantly different from
untreated control cultures (Ctrl) and from cells co-exposed to excess of Zn. D-E. Relative
intracellular (D) and mitochondria (E) Mn and Zn contents measured by ICP/MS after 16h
exposures of hepatocytes HepaRG to maneb (3ADI) and MnCl; at 7uM in absence (-) and
presence (+) of a 10-fold excess of ZnCl» (70pM). Data are expressed as fold change of

untreated control cells (Ctrl). Results are means = SEM (N>3).
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4. Discussion

The initial goal of this work was to study the effects of a mixture of 7 pesticides (chlorpyrifos-
ethyl, dimethoate, diazinon, iprodione, imazalil, maneb, mancozeb) often detected in food samples
(EFSA 2017) at low concentrations in human hepatocytes in vitro. We evidenced that the pesticide
mixture induced a strong cytotoxicity in hepatocytes-like HepaRG cells and human hepatocytes
following chronic and acute exposures. The pesticides triggered the production of ROS, an ER
stress response and DNA damages, which led to cell death by intrinsic apoptosis involving
caspases 3 and 9. Unexpectedly, the individual evaluation of each pesticide demonstrated that the
toxicity was carried by the Mn-containing DTCs maneb and mancozeb as the mixture of the five
other pesticides without these compounds did not affect viability, and that the exposure to maneb
or mancozeb alone recapitulated the effect of the mixture.

DTCs are broad-spectrum fungicides reacting with amino acids and enzymes. They are used on
many fruits, vegetables, nuts, and field crops and spread on potatoes, corn, sorghum, tomatoes,
apples, pears, grapes, onions and cereal grains to protect against fungal diseases. DTCs have been
employed for decades with the examples of maneb and mancozeb registered on the market since
1948 and 1961, respectively. Nearly 200,000 tons of maneb are spread every year in the world and
the overall amounts of mancozeb is estimated to several millions (Gullino et al. 2010; National
Toxicology Program 2014). Maneb was banned in 2017 in E.U. and but it is still used worldwide
in large amounts. In 2018, the Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de I'Alimentation, de
I'Environnement et du Travail (ANSES) recommended to the European Commission the non-
renewal of the mancozeb approval given risks for human health and the high levels of exposure
resulting of its intensive use (ANSES saisine 2018-SA-0163). EU has adopted the non-renewal of
mancozeb (Official Journal on the European Union, L 423/50, 2020), which was withdrawn in

2021 with a grace period that expired in January 2022.
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Despite many information regarding DTC toxicity in vivo and in vitro, there are still ongoing
investigations to decipher their mechanisms of action. Maneb and mancozeb show low acute
toxicity in vivo (median lethal dose/LDso >1g/kg), but adverse effects have been described in
rodents upon chronic exposure (5 to 10 mg/kg b.wt./d) with neurotoxicity and hyperthyroidism
(World Health Organization 1988; INRS, report n°277, 2010). Chronic occupational or
experimental exposures to maneb induce Parkinson-like syndromes in humans and animals (Ferraz
etal. 1988; Thiruchelvam et al. 2002). Their main metabolite ETU also shows low toxicity (median
lethal dose/LDsp >1.5g/kg b.wt.) in rodents. However, ETU is a structural analog of thionamides,
which inhibits the thyroid peroxidase, reduces the synthesis of triiodothyronine (T3) and thyroxin
(T4) and induces thyroid hypertrophy (Panganiban et al. 2004; Goldner et al. 2010), defining an
endocrine disrupting effect. ETU also alters the proliferation/survival of murine hematopoietic cell
lineages with the development of pancytopenia after long-term exposure (Porreca et al. 2016). In
addition, reports also suggest that occupational exposure to maneb and mancozeb induces
alterations in lymphocyte and monocyte blood counts (Corsini et al. 2005, Colioso et al. 2007).

The in vivo hepatotoxicity of DTCs is less described with, however, studies demonstrating that
mancozeb at high doses, 313.6 mg/kg b.wt./d, 3 times a week for 6 weeks (Sakr et al. 2007) and
750 mg/kg b.wt./d for 10 weeks (Hashem et al. 2018; Saber et al. 2019) induce liver damages with
disruption of the normal histology, necrosis and mononuclear cell infiltration, depletion in
glutathione, lipid peroxidation, genotoxicity and induction of inflammation in rats. Interestingly,
antioxidant molecules such as Nigella sativa oil (Hashem et al. 2018) and curcumin (Saber et al.
2019) reduce the hepatotoxicity induced by mancozeb. Demonstration has also been brought that
ETU (125mg/kg, single dose) induces hepatic morphological and histological abnormalities in
newborns from female rats exposed during gestation, with strong remodeling of the hepatic

trabeculae and severe hepatic megakaryocytosis (Lemos et al. 2012).
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In vitro studies have described mitochondrial-mediated cytotoxicity and apoptosis of maneb and/or
mancozeb in various cell types including rat mesencephalic primary embryonic cells (Domico et
al. 2007), SK-N-AS neuroblastoma cells (Anderson et al. 2018), AGS gastric carcinoma cells
(Kumar et al. 2019), HepG2 hepatoma cells (Lori et al. 2021) and HT-29 and Caco2 colon cells
(Hoffman and Hardej 2012; Hoffman and Hardej 2016; Dhaneshwar and Hardej 2021) through
ROS production. In these reports, the cells were exposed to a wide range of concentrations of
maneb and/or mancozeb from 1 to 500 uM, and the cytotoxic effects were observed at high
concentrations from 10 to 100uM, except for rat mesencephalic primary embryonic cells in which
ROS production was detected at 3uM (Domico et al. 2007).

To the best of our knowledge, our study is the first report describing induction of oxidative stress
and apoptosis by maneb and mancozeb in differentiated hepatocyte-like HepaRG cells and primary
human hepatocytes. In these cell models, the adverse effects occurred at concentrations as low as
%ADI (1.13 uM) in acute exposures and at hNDI (0.73 uM) in chronic treatments demonstrating
that human hepatocytes are particularly sensitive to maneb- and mancozeb-induced toxicity.
Interestingly, cytotoxic effects at such low concentrations were not found in other hepatoma cell
lines and non-hepatic cells, which do not express phase | and Il XMEs enabling pesticide
metabolism. In this report, we showed that human hepatocytes metabolize mancozeb to produce
ETU, which correlated with intracellular accumulation in Mn and depletion in Zn triggering ROS
overproduction, xanthine/hypoxanthine release, ER stress and apoptosis.

It has been previously shown that maneb and mancozeb alter metal contents in HT-29 and Caco2
colon cells (Hoffman et al. 2012; Hoffman et al. 2016). In these studies, the authors demonstrated
that maneb and mancozeb cause Mn overload but also strongly enhanced Zn and copper (Cu)
cellular contents (Hoffman et al. 2012). Nevertheless, the same authors also reported that DTC
namab, which contains sodium but not Mn, affected Cu and Zn contents in a much lower extent

than maneb and mancozeb supporting the involvement of Mn in oxidative stress induced by maneb

115



RESULTATS
I-PeNiCa

and mancozeb (Hoffman et al. 2016). In another recent study, authors reported that rats exposed
to mancozeb (at 100 mg/kg b. wt. via oral gavage once daily for 28 days) showed no alteration of
hepatic histology but a slight increase in Mn and glutathione contents and increases in glutathione
peroxidase and reductase activities in the liver (Kistinger et al. 2022). However, in the same study,
the use of namab (at 95mg/kg b. wt.) recapitulated the effects of mancozeb on the liver suggesting
that the organic backbone of DTCs but not metals (Mn or Zn) was mainly responsible for the
alteration of hepatic redox status (Kistinger et al. 2022).

In this context of contradictory data, our study further supports the mechanism of toxicity of the
Mn-containing DTCs maneb and mancozeb through their metabolization in hepatocytes generating
intracellular Mn accumulation and depletion in zinc (Zn), which are the key events in the observed
cytotoxicity. The conclusion that alteration of the Mn/Zn homeostasis plays crucial role in
hepatocyte death is based on the following observations 1) exposure to ETU did not induce
hepatocyte cell death, 2) toxicity of maneb was prevented by a 10-fold excess in ZnCl,, which
partially restored the Mn/Zn contents indicating that Zn/Mn intracellular flux are predominant in
the pesticide-mediated toxicity, 3) the DTC zineb, with chemical structure similar to maneb and
mancozeb but containing only Zn, did not induce hepatocyte cytotoxicity, and 4) exposure of
hepatocytes to MnCl, produced similar adverse effects than maneb and mancozeb.

While Mn is an essential metal because of its role as co-factor of multiple enzyme-mediated
catalytic activities, high Mn overload resulting from occupational overexposure causes the well-
described manganism, a neurological syndrome similar to Parkinson’s disease (Kim et al.
2015). Even in non-occupationally exposure (i.e. lower doses of exposure), Mn remains one of the
most toxic metals with endocrine disrupting effects especially during pregnancy with impacts on
birth outcomes (Tsai et al. 2015; Signes-Pastor et al. 2019). Mn through its ability to cross the

blood-brain barrier more efficiently in infants because of an incompletely developed blood-brain
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barrier and their inability to fully eliminate this metal, accumulates in the hypothalamus to affect
the timing of puberty (Dees et al. 2017).

The characterization of Mn homeostasis was recently established with the identification of the
membrane transporters DMT1 (SLC11A2), ZIP18 (SLC39A8), SLC30A10 and ZIP14 (SLC39A14)
regulating Mn uptake and efflux in enterocytes, cholangiocytes and hepatocytes (Katz and Rader
2019). Importantly, these transporters also regulate transport of other metals including Zn, which
is consistent with our data showing that excess in ZnCl> abolished the deleterious effects of DTCs
and MnCl: in hepatocytes. This observation may be of interest in order to prevent adverse effects
of Mn-containing DTCs during occupational exposure through a specific diet containing Zn
supplementation.

The principal risks of exposure to DTCs are expected to be inhalation resulting from spray drift
from application sites (van Wendel de Joode et al. 2014) and residues present on agriculture
products (EFSA 2017). Despite the fact that most DTCs will soon be banned in E.U., chronic
exposure of worldwide populations to maneb and manozeb at low doses is likely to persist in the
future and the impact of both ETU and Mn as endocrine disruptors needs to be considered
especially for individuals with liver diseases. In healthy individuals, excess of Mn in blood or liver
is released into the bile and eliminated with the stool (Katz and Rader 2019). Patients suffering
from liver diseases could be more prone to Mn toxicity since their Mn removal system through the
production and flow of bile may be impaired. Consistently, patients with liver cirrhosis have
increased blood and brain Mn contents that may contribute to the occurrence of neurodegenerative
disorders (Mehkari et al. 2020). In this context and in the light of our data, the impact of long-term

exposures to low doses of Mn-containing DTCs especially in the liver remains to be investigated.
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5. Materials and Methods — Supporting Information 1
Pesticides:
Table
9%ADI ADI

Pesticides CAS Number (Mg/kg/days) (Mg/L) (uM) (mg/kg/days) (mgl/L) (uM)
Chlorpyrifos 2921-88-2 0.292 3.51 0.01 0.01 0.12 0.3423
Diazinon 333-41-5 0.076 9.13 0.03 0.0002 0.0024 0.0078
Dimethoate 60-51-5 0.191 2.29 0.01 0.001 0.012 0.0523
Imazalil 35554-44-0 1.734 20.80 0.07 0.025 0.3 1.009
Iprodione 36734-19-7 0.275 3.30 0.01 0.06 0.72 2.181
Maneb 12427-38-2 16.14 193.67 0.73 0.05 0.6 2.262
Mancozeb 8018-01-7 15.99 191.88 0.72 0.05 0.6 2.251

References, chemical structures and values of ADI of each pesticide of the mixture and the highest
Nutritional Daily Intake (hNDI) or Theorical Maximum Daily Intake (TMDI) further referred as
%ADI for French population as given by the 2014 annual report EFSA. All %ADI values for the
seven compounds are < to ADI values.

Cell cultures:

Primary normal BM-MSCs were isolated from healthy donors (without any hematological
disorder) undergoing orthopedic surgery (University Hospital, Tours, France) after informed
consent and following a procedure approved by the local ethical committee. BM-MSCs were
amplified as previously described (Delorme B Met Mol Biol 2007). MSCs (used between
passages 4 and 7) were cultured at 2,000 cells per cm2 in a-MEM modified with ribonucleosides
and deoxyribonucleosides and supplemented with FCS (10%) and 2 mM L-glutamine, 100
U/ml penicillin, 100 ug/ml streptomycin, and 0.2 ng/ml of FGF2.

Peripheral blood mononuclear cells were obtained from two human buffy coat (Etablissement
Francais du Sang, Rennes, France) by differential centrifugation on UNI-SEP maxi U10
(Novamed, Jerusalem, Israel). The experiments were performed in compliance with the French
legislation on blood donation and blood products’ use and safety. Monocytes from healthy
donors were enriched using a human CD14 separation kit (Microbeads; Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Germany), plated at a density of 0.5 x 10° cells per well in 24-well plates
and cultured at 37 C with 5% humidified CO2 in RPMI 1640 medium supplemented with 100

IU/ml penicillin-100 mg/ml streptomycin, 2 mM L-glutamine and 10% FCS BioWhittaker®.
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Macrophages were obtained after differentiation from monocytes by incubation with 50 ng/mL
rhGM-CSF in RPMI 1640 medium during 7 days, as previously described (Vene et al., Int J
Pharm 2016). All cells were cultured at 37°C in a 5% CO. atmosphere.

HepG2 and Huh7 human hepatoma cell line were cultured in Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) supplemented with 10% FBS, 1% glutamine (200mM), 100U/ml penicillin,
100pg/ml streptomycin.

Rat liver epithelial cells (RLEC) were obtained as previously described from rat livers (Corlu
et al., J Cell Biol 1991) and maintained in William’s E medium supplemented with 10% Fetal

calf serum, 100 units/mL penicillin, 100ug/mL streptomycin, 2mM L-glutamine.

List of forward and reverse primers used for RT-gPCR:

Supporting Information 2

Primer sequence

Forward Reverse
BAX 5-GGEA-GCT-GCA-GAG-GAT-GAT-TG-3' 5-AGT-TGA-AGT-TGC-CGT-CAG-AA-3'
DDIT3 5-GTC-TAA-GGC-ACT-GAG-CGET-ATC-3' 5-CAC-TTC-CTT-CTT-GAA-CAC-TCT-CT-3'
GPX3 5'-CAA-CCC-TTT-CTC-TCC-AGT-TCT-C-3' 5-CCC-AAG-GTT-GAG-GTA-TCA-GTT-AG-3'
S0D1 5-GAA-AAC-ACG-GTG-GGC-CAA-AG-3' 5 -GCA-GTC-ACA-TTG-CCC-AAG-TC-3'
S0D2 5-TTG-CTG-GAA-GCC-ATC-AAA-CG-3' 5-GAA-ACC-AAG-CCA-ACC-CCA-AC-3'
TBP 5-GAG-CTG-TGA-TGT-GAA-GTT-TCC-3' 5-TCT-GGG-TTT-GAT-CAT-TCT-GTA-3'

Genotoxicity assay using y-H2AX staining:

The y-H2AX staining was used to monitor genotoxicity. After 24 hours of treatment, cells were
washed with PBS and then fixed with 4% PAF for 15 minutes at RT. Cells were permeabilized
with PBS containing 0.1% Triton X-100 for 5 minutes at RT, rinsed twice and then blocked
with FBS 10% in 0.1% PBS-Tween 20 for 1h at RT. Cells were washed twice with PBS 0.1%
Tween 20 and then incubated overnight at 4°C with Anti-gamma H2A.X (phospho S139)
antibody [EP854(2)Y] (Alexa Fluor 488) ab195188 (abcam) at 1/50 dilution or with non-

immune control antibobies labeled with Dylight 488 at 1/250 dilution. Antibodies were diluted
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in PBS 0.1% Tween 1% BSA. After two washes, nuclear DNA staining was performed using
Hoechst 33342 at 10ug/mL in PBS 0.1% Tween 20. Then, cells were washed with PBS and y-
H2AX positive foci were observed by fluorescence microscopy using Zeiss Inverted

Microscope and photographs were analyzed with the AxioVision Software.

Detection of cells with sub-G1 DNA content by flow cytometry:

Apoptotic cells with hypoploid DNA content were detected by flow cytometry using propidium
iodide. Briefly, after 24 hours of treatment, cells were collected and DNA was labeled using
the BD Cycletest Plus DNA Kit (BD Bioscience ref: 340242). The fluorescence intensity of
10,000 cells was analyzed with a Becton Dickinson le LSRFortessa™ X-20 (cytometry core

facility of the Biology and Health Federative research structure Biosit, Rennes, France).

Buffers and substrates used for measurement of mitochondrial
OXPHOS complex enzyme activities:

Com plex 1 u m v v c:
Pt i ifrpdragen phasgiote Blrd pH 7 4 S0kl pH 7 5 1l pH 78 20kl pHEA
Adyrvaris BSA 1rmgiml BGA Imghil BEA gl BSA 1mgini Mok 1mid e atesoaca vt (1 Sl
EOTA D rmid BT, 2rmibd Lawryl rmasosicle 2 Serid KO 2 Triton X1 000.1%
Lawuryd rresioysiches. (1 Geribd Pyrurvarie kirees e 1L
LDH1 Tk
PP (L&
FCOP QL 15mid
hibitors KICH 1mid WEN 2 WEN 024 i Ardryan L lpghil
Aicke 2l Foterane 10ubd shrirmyan Sughml afigarmyane L0 il

Fosesane 10 p Apdrycin 2uld

Surshrirats Dexcoy iubmepumc e 0. Tl Suooire e 20mid Oytochrorme & 20uM reed uced Cytochmme © S0ubd NADH 0.15mid CFTHE 0. 15mikd
DCAP T5uM CCAPEluM Dercyiustncpuirel 0. 1 ATPO 2 Ao 03
NADH 30ubd Decylbiguinane B0uld

BSA : bovine serum albumin; DCPIP : 2,6-dichlorophenolindophenol ; KCI : potassium chloride ;; KCN :

potassium cyanide ; LDH : lactate dehydrogenase ; MgCl. : magnesium chloride ; PEP : phosphoenolpyruvate
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Supporting Information 2

Metabolism of mancozeb in hepatocyte-like HepaRG cells.

Based on bibliographic data (references below), 12 metabolites that can be formed during the
catabolism of mancozeb have been inventoried. Among these 12 compounds, eight have
analytical standards that were purchased and analyzed in this study (Table 5). Ethylene thiourea
(ETU) (99,6% purity), mancozeb (70.1%), EDA (100%), N-acetyl-EDA (100%), allantoin
(100%), glycine (100%) and creatinine (99.1%) were purchased from Dr. Ehrenstorfer Gmbh,
EBIS (100%) from Toronto Research Chemicals. Formic acid, methanol and water were
HPLC/MS-grade, and were purchased from J.T. Baker (Paris, France).

The analysis was performed by direct injection in UPLC/MSMS with a Xevo-TQD ® triple
quadrupole (Waters) in MRM (Multiple Reaction Monitoring) mode. The mode of ionization
retained is positive electrospray.

Chromatographic separation was done with a Waters Acquity UPLC HSS-T3 C18 column
(2.2mm x 150 mm, particle size 1.8 um, Waters®) maintained at 30 °C. The mobile phase was
a gradient of water/0.01% formic acid (v/v) (A) and methanol /0.05% formic acid v/V (B) with
a flow rate of 0.2 mL/min. The elution gradient started with 95% eluent A, maintaining isocratic
conditions for 2 minutes. Then eluent B increased to 100% in 7 minutes and was maintained
for 2.50 minutes. Finally, initial conditions were reached again in 0.10 minutes with a re-
equilibrium time of 3.4 minutes to restore the column. The injection volume was 5 L.

For the mass detector, the parameters were as following: Source temperature 150 °C,
desolvatation temperature 650 °C, cone gaz flow 50 L/h, desolvation gas flow 800 L/h, spray
voltage 1kV .-

For each compound, distinctive ions and transitions were selected for identification (MRM2)

and quantification (MRM1), as well as for confirmation purposes.
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Dimethyl-sulfoxide (DMSQO) was the solvent for ETU, mancozeb, hypoxanthine to prepare
stock solution at 1mM and a mixture of water and 0.1% NAH4OH for xanthine and uric acid.

The injection of analytical standards (at a concentration of 10 uM in water) allowed to define
the analytical features of the 8 metabolites and active substance (table 1) and to estimate their
limits of quantification. 9 concentrations (0.01 to 10 uM in a mixture water/ William's E
Medium 50/50 v/v)) were injected to determine the calibration function. Data was best fitted
with a quadratic calibration except for ETU (cubic function). A control (5 uM) was injected
every 15 samples.

This method was applied to samples, in culture media containing or not mancozeb and

incubated or not with HepaRG cells with direct injection (5uL).

Mancozeb / metabolites | CAS n° Rt Cv | Precursorion | MRM1 MRM?2 LoQ
(min) | (V) (1M)

Mancozeb 8018-01-7 | 8.7 40 213 213>86 213>169 (17) 0.01
(25)

Ethylenediamine (EDA) 107-15-3 1.5 20 61 61>44 (30) | - 11

Glycine 56-40-6 1.6 22 76 76>30 (8) 76>48 (8) n.d.

N-acetyl-EDA (N-(2- | 1001-53-2 | 1.6 20 103 103>44 103>43 11

aminoethyl)acetamide)

Allantoin 95-59-6 1.8 25 157 157>97 157>114 (10) 3
(12)

Creatine 57-00-1 1.8 30 132 132>44 132>90(12) 0.1
(16)

EU — ethylene urea 120-93-4 |26 45 | 87 87>44 (12) | 87>42 (15) 0.2

ETU — ethylene thiourea 96-45-7 3.0 30 103 103>44 103>60 (21) 0.1
(14)

EBIS (ethylene | 33813-20- | 8.9 40 | 177 177>43 177>101(20) | 0.1

bisisothiocyanate 6 (22)

sulfide)

Table 5 : Detection parameters of mancozeb and its metabolites (Rt: retention time; Cv: cone voltage;
MRM1 quantification (uma) (collision energy - eV); MRM2 confirmation (uma) (collision energy - eV);
LoQ:Limit of Quantification; n.d.: not determined)

Analyses showed that EU, EDA, N-Acetyl-EDA, allantoin and EBIS were absent of all samples
analysed. Glycine was found in all media at nearly identical amounts because this amino acid

is a component of the Williams E medium used for the culture of HepaRG cells (concentration
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in the medium 0.66 mM). Creatine is also found in culture media incubated with cells regardless
of the incubation with mancozeb indicating that creatine is most likely produced by cells.
Ethylene thiourea (ETU) was found only in media containing mancozeb, and surprisingly, even
in absence of cells. The amounts of ETU did not change in culture media of cells that do not
metabolize the mancozeb demonstrating that the ETU found in these media was a degradation
product present in the stock solution of mancozeb. In contrast, the amounts of ETU increased
in the culture media of hepatocyte-like HepaRG cells exposed to mancozeb demonstrating the
catabolism by these cells of this fungicide into its main metabolite.

For the 5 other metabolites of mancozeb (2-imidazoline, ethylene thiuram disulfide (ETD),
ethylene thiuram monosulfide (ETM), ethylenethiourea-N-thiocarbamide (ETT) and Jaffe's
base sulfoxide) for which it was not possible to obtain analytical standards, a full scan screening
was realised and their mass were scrutinized. No peak with these exact masses were found in
the samples, which confirmed their absence in the culture media of HepaRG cells incubated

with mancozeb.

Identification of xanthine

Incubation of mancozeb with hepatocyte-like HepaRG cells led to the production of two
compounds detected by HPLC/UV at 247 nm at retention times of 2.7 and 4.5 minutes. The
peak detected at 2.7 minutes co-eluted with ETU standard (data not shown) and was confirmed
as ETU by UPLC-MS/MS. To identify this compound, the first step was to determine its exact
mass. To do this, the samples were injected onto an UPLC/MSMS with a Xevo-TQD ® triple
quadrupole (Waters) in MRM (Multiple Reaction Monitoring) mode under analytical
conditions similar to those used in HPLC in order to maintain a similar elution order of

compounds and retention time.
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The masses observed in positive electrospray ionization mode (153) and in negative ionization
mode (151) led to the conclusion that the compound has a molecular mass of 152 g/mol. The
use of the MASS BANK database (public mass spectrum library referencing about 10,000
compounds: https://massbank.eu/MassBank/Search) made it possible to identify two potential
candidates: xanthine (CAS 69-89 -6) and oxypurinol (CAS 2465-59-0), two compounds of the
purine family. We purchased the analytical standards (Tokyo Chemical Industry Co) of these
two compounds (Oxypurinol - 95.1% / xanthine — 100 %) and their injection allowed the

identification of the unknown compound: xanthine (Table 2).

The presence of xanthine was confirmed in the culture media of control cells unexposed to
mancozeb at levels approximately 10 times lower than the amounts detected in media of cells
incubated with 100 [JM mancozeb. Importantly, we found that exposure of HepaRG cells to
100 [OM MnCI; led to the production and release of xanthine in culture media in the same
amounts as those found in cultures exposed to mancozeb demonstrating that xanthine was not
a metabolite of mancozeb catabolism but a compound produced in response to both mancozeb

and MnCl; treatment (Figure 5, Table 1).

Putative CASn° Rt Cv | Precursor ion MRM1 MRM2 LOQ
compounds based (min) | (V) (UM)
on molecular mass
Xanthine 69-89-6 4.5 40 153 153>136 153>110 (16) 0.10
(24)
Oxypurinol 2465-59- | 5.0 | 40 153 153>80 (26) | 153>136 (24) | 0.50
0

Table 6 : Parameters for the identification of Xanthine and Oxypurinol in positive electrospray
ionization mode (Rt: retention time; Cv: cone voltage; MRM1 quantification (uma) (collision
energy - eV); MRM2 confirmation (uma) (collision energy - eV); LoQ: Limit of Quantification)

Considering the biosynthesis and catabolism of the xanthine, we decided to also analyze
hypoxanthine and uric acid, two main compounds of this metabolic pathway. Analytical
standard hypoxanthine (99.5%) were purchased from HPC standards and uric acid (100%) from
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Sigma-Aldrich and were injected to determine their retention time and their MS/MS parameters
for identification and quantification. We also optimized the analytical method previously
developed to quantify mancozeb, ETU, xanthine, hypoxanthine and uric acid (Table 3), by
adjusting the elution parameters and cone voltage for the mass detector. An example of a
chromatogram is shown in Figure 1. A mixture of water and 0.1% NAH4OH was the solvent
for prepare a stock solution of xanthine and Dimethyl-sulfoxide (DMSO) for hypoxanthine.

We found that both xanthine and hypoxanthine were produced by hepatocyte-like HepaRG cells
incubated with mancozeb but not uric acid. In addition, we evidenced that both xanthine and
hypoxanthine were also produced upon exposure to MnCl, demonstrating that these compounds

are not metabolites of mancozeb.

Compound CASn° | Rt CV(V) | Precursor | MRM1 MRM?2 LOQ
(min) ion (M)
ETU 96-45-7 2.1 30 103 103>44 (14) 103>60 (21) 0.1
Uric acid 69-93-2 2.5 40 169 169>70 (21) | 169>141 (15) 0.1
Hypoxanthine | 68-94-0 2.9 25 137 137>110 (19) 137>55 (25) 0.2
Xanthine 69-89-6 34 35 153 153>136 (24) | 153>110 (16) 0.02
Mancozeb 8018-01-7 | 7.0 40 213 213>86 (25) 213>169 (17) 0.05

Table 7: Parameters for the identification of compounds, once xanthine has been identified, in positive
electrospray ionization mode Rt: retention time; Cv: cone voltage; MRM1 quantification (uma) (collision
energy - eV); MRM2 confirmation (uma) (collision energy - eV); LoQ: Limit of Quantification)

1:MRM of 3 Channels ES+
1a 102> 42 (ETU)
2.2085

250 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 €25 650 ers 700 725 7E 775 800 8

250 375 400 425 450 475 500 525 550 575 800 625 650 675 700 725 750 775 800 825
2 MRM of & Channels ES+

137> 110 (Hypoxanthine)

12528

250 375 400 425 450 ars 500 525 550  ByS 800 825 B850  8r5 700 7.5 7B 775 800 828
2 MRM of 5 Channels ES+
152> 110 (Xanthine)
25205

800 825
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2128

s 800 825
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Figure 1 : Chromatogram obtained for an experimental sample (mancozeb 7 uM 3h) (ETU 1.2 pM ;
uric acid 0.6 UM ; hypoxanthine 1.35 uM ; xanthine 1.2 ; mancozeb 57uM).

Chemical structures of some DTCs.

Mn?* zn®*

e ol |
NH NH
§ 7 %

Y el |
NH NH
§ M~ %

X

Yy

Maneb Mancozeb
S N~ _ - H £
Y A
Zineb Propineb

DTCs share a chemical backbone (R:NCS;R). Some of them such as maneb, mancozed, zineb and
propineb are salts containing Mn?* and/or Zn?*. (Ajiboye et al., 2022).
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HepaRG CYP2B6 HepaRG CYP3A4

E HepaRG CYP2B6
CYP3A4 CYP2E1 CK19
s 15 s 15 5 s
3 g 7
- @
s 5% 5% .0
F210 $g 1.0 g
54 35 s
lIE:%os EE” Egos
[ o= o=
= 2 >
k] 8 8
€ o0 € oo Y
ctl  3ADI ctrl 3ADI ctrl 3ADI
HepaRG CYP3A4
CYP3A4 CYP2E1 CK19

-

o

o
-
o

-

°

°
-
o

(fold change)
(fold change)

o
o
b
o

Relative mRNA expression
Relative mRNA expression
(fold change)

o
b

Relative mRNA expression

0.0

e
°
e
°

Ctrl  3ADI Ctrl  3ADI Ctrl  3ADI

Supporting Information 3. Acute exposure of cell models to the pesticide mixture.

A. Cell morphology in phase contrast microcopy of progenitor and differentiated HepaRG cells
(hepatocytes and cholangiocytes), human hepatocytes and HepG2 hepatoma cells in untreated
condition (Ctrl) or after 48 hours of exposure with the pesticide mixture (ADI). Cell viability
was quantified by measuring the ATP content and cell morphologies in phase contrats
microscopy in rat liver epithelial cells (RLEC) SDVI and HepG2 human hepatoma cells (B),
human macrophages and mesenchymal stem cells (C) in untreated control cultures and after 48
hours of exposure to the pesticide mixture at different concentrations (1/4ADI, 1/2ADI, ADI,
3ADI, 6ADI or %ADI). Datas were expressed as % of control. Results are means £ SEM of at
least 2 independent experiments. D. Cell morphology in phase contrats and GFP detection by
fluorescence microscopy in HepaRG-CYP2B6 and HepaRG-CYP3A4 transgenic cells in
untreated cultures (Ctrl) and after 48 hours of exposure to the pesticide mixture (3ADI). E.
Relative expression of CYP3A4, CYP2ELl and cytokeratin 19 (CK19) mRNA levels in
untreated control (Ctrl) and pesticide-treated HepaRG-CYP2B6 and HepaRG-CYP3A4 cells.
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Supporting Information 4. Apoptosis and genotoxicity in HepaRG cells and human
hepatocytes exposed to the pesticide mixture

A. Percentages of apoptotic HepaRG cells estimated through the quantification of SubG1
population by flow cytometry after exposure to the pesticide mixture for 24h. DNA was stained
using propidium iodide. B. Activity of the mitochondrial complexes | to V in control culture
and in cells exposed to maneb and no significant differences in enzymatic activities could be
observed between untreated and pesticide-exposed cells. Enzymes activities of all complex
were expressed as nmol substrate/min/10°cells using the Beer Lambert’s law and were
normalized to the citrate synthase activity (N=3). C. ROS production was evaluated using
H>DCFDA and MitoSOX probes and cell viability was evaluated by quantification of the
relative ATP contents in cholangiocyte-like HepaRG cells exposed for 24h to the pesticide
mixture (%ADI, ADI or 3ADI) or mancozeb alone (Mz 3ADI). Data were normalized to the
untreated control culture (Ctrl). Results are means £ SEM (N>3), *p< 0.05 significantly
different from control (Ctrl). D. Relative mRNA levels of PERK and ERN1 (upper charts) and
western blot analysis of IRE1a phosphorylation and elF1a protein expression in hepatocyte-like
HepaRG cells (N=3). E. Detection of y-H2AX positive HepaRG cells by fluorescence
microscopy in untreated cells (Ctrl) and exposure to the pesticide mixture for 16h (3ADI).
Aflatoxin B (24h, 0,25uM) was used as genotoxic positive control (AFB1). F. Quantification
of y-H2AX positive cells versus total nuclei (Hoechst staining) using Image J. Results are
means of at least 3 independent experiments (N>3).
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Table Quantities (ng/well) +SEM of manganese and zine by ICP-MS

Intracellular Mitoc hondria
Hepatocytes Chelangiocrtes Progenitors He patocytes Cholangiocytes Progenitors
cirl 1214042 172041 1235010 073 0.10 0.46+0.04 0.28:0.00
Cil +ZnCl, T0pM 14125434 0.85: 0.04
Manganese MG Tuhd 8520 1537 819138 209038 743238 077008 0.27£0.02
(ngiwell) MAC 13 Tuld + ZnCl , TOuM 3878+ 1.99 3H:078
Maneb 2ADI E54T£8.28 485089 2515028 11024 7.08 081018 0.48+0.07
Meneb 2ADI + ZnCl, 70uM 39.28+1.85 3941 122
cl 12205: 1278 275t 481 020 +144 1202+ 327 50411382 288:0.57
Cl +ZnCl, TOpM 140.21 £ 208 413072
Zinc (ngiwell) MAC1, Tl 74551 1170 4211£1398 24410385 570+ 268 3721408 203:020
MAC 15 Tul + ZnCl, 70uM 110.56% 18.75 517 0.30
Manet 2ADI RETY 319t 281 2143£237 1210+ 454 4115108 4225135
Maneb 2ADI + ZnCl, TOpM 111.45¢ 1208 855172

Supporting information 5

Results are expressed in ng of metals/culture wells are means of at least 3 independent
experiments (N>3).

Table Quantities (uM) +SD

Hours Mancozeb Ethylene thiourea Hypoxanthine Xanthine Uric acid LDH(mUimL)
3 <0.05 <0.1 1.70 + 0.40 1.42+ 0.30 064 +0.42 215+168
DMSO 8 <0.05 <0.1 0.48+0.10 2.08+ 082 221235 3.92+0.89
24 <0.05 <0.1 075+0.35 269+336 10.34 +8.21 810+366
3 11828 +6.82 2140+065 062+022 075016 0.32:016 219+086
Mancozeb
(100uM) 10479 +452+ 20731071 128+003= 220+ 0692 245+1098 410+0.71
24 3544+201=f 6458 +2583¢ 515+320= 1036+363% 047+549 10.10 +1.96
3 <0.05 <0.1 099+ 045 1.00+0.18 027+014 1.07 +0.61
MncCl
2 <0.05 <0.1 207+278 392+108 1.50+ 118 446 +0.94
(100pM)
24 <0.05 <0.1 696+339:* 1366+011=* 0Q22+171 1437 +196*
a: significantly different from 3h * significantly different from Ctr
b: significantly different from 8h #: significantly different from Mz 100pM

Supporting Information Table 1
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A-Introduction

L’utilisation intensive a travers le monde des pesticides conduit a I’exposition de la population
générale qui est un probléme de santé majeure. En effet, chez I’Homme I’exposition aux résidus
de pesticides provient a 80% de I’alimentation (Bondareva and Fedorova, 2021). Or
I’exposition aux pesticides est associée a différents effets délétéres contribuant au
développement de maladies telles que les maladies neurodégénératives de types Alzheimer ou
Parkinson, le diabete ou encore un certain nombre de cancers (Mostafalou and Abdollahi,
2013). C’est pourquoi, I’utilisation des produits phytosanitaires est soumise aux
réglementations qui fixent des doses de références. Parmi celles-ci, I’ADI correspond a la dose
d’absorption acceptable journaliere (Damalas and Eleftherohorinos, 2011; WHO, 1997). L’ADI
est définie a partir de la No Observed Adverse Effect Level (NOAEL), elle est ainsi la dose
d’un composé¢ a laquelle I’Homme peut étre exposé chaque jour durant toute sa vie sans qu’il
n’y ait d’effets néfastes sur sa santé et est exprimée en mg/kg de poids corporel/jour (Damalas
and Eleftherohorinos, 2011). Cependant, I’EFSA rapporte en 2017 que des résidus de pesticides
ont été détectés dans 44% des 84 341 échantillons d’aliments provenant de 1’Union Européenne

et des pays tiers (EFSA, 2017).

Dans le contexte d’augmentation des cas d’obésité et de surpoids, les cas de maladies
métaboliques associées, telle que la stéatose, sont de plus en plus importante (Younossi et al.,
2016). La stéatose hépatique correspond a une accumulation de triglycérides dans au moins 5%
des hépatocytes (Aly and Kleiner, 2011). Elle est associée a une altération des enzymes de
biotransformation, notamment une inhibition et une augmentation de I’activité respective de

CYP3A4 et CYP2E1 (Cobbina and Akhlaghi, 2017). Ces altérations perturbent le métabolisme
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des xénobiotiques (Merrell and Cherrington, 2011; Naik et al., 2013). Ainsi, la stéatose
hépatique peut modifier la toxicocinétique des xénobiotiques et accroitre leur toxicité (Bucher
etal., 2018b; Cichocki et al., 2017; Michaut et al., 2014). La stéatose hépatique peut étre induite
et aggravee par un certain nombre de facteurs dont les medicaments et les pesticides (Al-Eryani

et al., 2015; Bucher et al., 2018b; Fromenty and Pessayre, 1997).

De ce fait, I’exposition de I’ Homme aux pesticides par I’alimentation pourrait non seulement
conduire au développement de la stéatose et 1’aggravation de cette 1ésion chez les patients
obéses mais également altérer la capacit¢ de biotransformation des xénobiotiques. C’est
pourquoi, nous avons choisi d’évaluer I’impact d’un mélange de sept pesticides fréquemment
retrouvés dans ’alimentation afin de mimer au miecux I’exposition réelle de la population
générale a travers la consommation alimentaire (Hochane et al., 2017). A cette fin, nous avons
exposé de maniéere chronique, en présence du chlorpyrifos, du diméthoate, du diazinon, de
I’iprodione, de I’imazalil, du manebe et du mancozebe a des concentrations extrapolées de
I’ADI, le modele de cellules HepaRG stéatosées ou non (Le Guillou et al., 2018; Michaut et al.,
2016).

Premiérement, nous avons évalué 1’accumulation lipidique, caractéristique de la surcharge en
lipides de la stéatose, par 1’exposition aux pesticides. Nous avons, par la suite, étudié les
mécanismes conduisant a I’accumulation des triglycérides, tels que 1’entrée des acides gras, la
B-oxydation, la lipogenese de novo et I’export par la voie des VLDL (Allard et al., 2021,
Begriche et al., 2011; Fromenty and Pessayre, 1995; Massart et al., 2022).

Deuxiémement, nous avons étudié les modifications de la capacité de biotransformation des
xénobiotiques. Pour cela, nous avons déterminé les activités des enzymes de phase | et Il avec
notamment les principaux cytochromes impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques tels

que les CYP2E1l, CYP3A4, CYP3A5, CYP1A2, CYP2C19 et CYP2B6 (Rendic and
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Guengerich, 2021). Enfin, nous avons évalué I’impact des modifications des enzymes de

biotransformation sur la capacité de détoxification du chlorpyrifos et du diazinon.

B-Matériel & Méthode
Pesticides

Les pesticides ont été obtenus auprés de Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) : chlorpyrifos
Pestanal™, dimethoate Pestanal™, diazinon Pestanal™, imazalil Pestanal™, iprodione
Pestanal™, maneb Pestanal™, mancozeb Pestanal™. Les références et les structures des

composés sont regroupées dans la Figure Supplémentaire 1 des Informations Supplémentaires.

Les concentrations utilisées sont extrapolées du seuil théorique de sureté pour I’exposition
journaliére de I’Homme durant toute sa vie, I’ADI (Hochane et al., 2017). Les valeurs de I’ADI
(mg/kg de poids corporels / jour) pour chaque pesticide sont converties en g/L puis en mol/L
pour les tests in vitro. Pour ces calculs, I’absorption lors de 1’ingestion est considérée comme
totale et les valeurs pour un individu sont de 5L de sang et 60kg (Information Supplémentaire

Tableau 1).

Le diméthyle-sulfoxide (DMSO) a été utilisé comme solvant pour les pesticides et tous ont été
préparés en solution stock & 100mM sauf le diazinon a 10mM. A partir des solutions stocks a
100mM ou 10mM, les différentes concentrations utilisées en culture ont préalablement été

préparées dans le DMSO afin d’obtenir des solutions a 1000X.
Culture cellulaire et traitements

La lignée cellulaire d’hépatome humain HepaRG a été cultivée comme décrit précédemment
(Gripon et al., 2002). Les cellules ont été ensemencées a la densité de 2,6.10* cellules/cm? dans

le milieu William’s E Medium supplémenté par 10% de sérum de veau feetal (SVF) (Biosera™

150



RESULTATS
II-PESTIFAT

S006R20001, Hyclone™ SH30066.03, ratio 3-1), 1% glutamine (200mM), 100U/ml
pénicilline, 100ug/ml streptomycine, 5ug/ml insuline, and 50M hydrocortisone hémisuccinate
(Upjohn pharmacia). Apres deux semaines de prolifération, le milieu est supplémenté avec 2%
de DMSO afin d’obtenir, apreés 2 semaines supplémentaires de culture, une différenciation en
cellules hépatocytaires et cholangiocytaires. Deux jours avant exposition, les pourcentages de
DMSO et de SVF des milieux de cultures des cellules HepaRG différenciées sont diminués
respectivement a 1% et 5%, correspondant aux pourcentages utilisés lors des expositions.
L’induction de la stéatose dans ces cellules est obtenue par 1’ajout du mélange d’acide oléique
(01008, Sigma-Aldrich) et d’acide stéarique (S4751, Sigma-Aldrich) a 1504M chacun a partir
d’une solution mere a 100X préparée dans le DMSO. L’exposition des cellules HepaRG aux
différents pesticides est réalisée par la dilution des solutions stocks a 1000X dans le milieu de
culture a 5% SVF contenant le mélange d’acide gras ou contenant 1% de DMSO. Les contrdles
correspondent a 1’exposition des cellules par le DMSO dilué a 1/1000°™ sans pesticides. Les
cellules sont ainsi exposées a court terme (24 ou 48h) et de maniére chronique pendant deux
semaines. Pendant toute la culture et le traitement, le milieu est renouvelé tous les deux ou trois

jours, et 24 heures avant chaque expérience.

Marquage au Nile Red et dosage des triglycérides

La sonde Nile Red marque les lipides neutres dans les cellules (Greenspan et al., 1985). Le
marquage au Nile Red a été réalisée comme récemment décrit dans une publication du
laboratoire avec une quantification adaptée (Allard et al., 2021). Les cellules sont lavées une
fois au PBS puis fixées par une solution de formaldéhyde a 4% dans le PBS contenant 10ug/mL
de sonde Hoechst 33342 pendant 30 minutes. Apres trois lavages au PBS, les cellules sont

incubées avec du PBS contenant la sonde Nile Red a 0.1ug/mL pendant 30 minutes. Apres trois
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lavages au PBS, I’intensité de fluorescence a €té mesurée par spectrofluorométrie en utilisant
le lecteur de plaque Polarstar Omega (BMG Labtech) avec les longueurs d’ondes
d’excitation/émission de 355nm/460nm et 520nm/590-10nm respectivement pour les sondes
Hoechst 33342 et Nile Red. L’intensité de fluorescence du Nile Red a ét¢ normalisée par celle

du Hoechst 33342.

Le contenu en triglycérides intracellulaires a été quantifié par mesure de luminescence en
utilisant le kit de dosage Triglyceride-Glo™ Assay (Promega). Les quantités de triglycérides
ont été normalisées par les quantités totales de protéines déterminées par la méthode BCA en

utilisant le kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific ref : 23227).
Evaluation de I’entrée des acides gras

Le réactif Fatty Acid Uptake Kit (Sigma Aldrich ref MAK156) a été utilisé pour évaluer I’entrée
des acides gras. Brievement, les cellules ont été lavées au PBS a 37°C puis incubées une heure
a 37°C, 5% COz avec le milieu William’s E sans supplément. Comme préconisé, les cellules,
une fois rincées au PBS a 37°C, sont incubées avec la sonde fluorescente dérivée de 1’acide
dodécanoique, TF2-C12, pendant une heure et demie a 37°C. Apres deux lavages au PBS,
I’intensité de fluorescence a été mesurée par spectrofluorométrie en utilisant le lecteur de plaque
Polarstar Omega (BMG Labtech) avec les longueurs d’ondes d’excitation/émission de 485-
12nm/520nm. L’intensité de fluorescence de la sonde TF2-C12 a été normalisée par la quantité

totale de protéines.
Evaluation de la lipogénése de novo

La lipogénese de novo a été mesurée en utilisant I’acide acétique marqué au carbone 14 sur le
carbone n°2 ([2-}4C] acide acétique) comme décrit dans une récente étude (Allard et al., 2021).
Les cellules sont lavées au PBS a 37°C, puis incubées trois heures a 37°C, 5% CO», dans un
milieu William’s E sans rouge de phénol contenant de la BSA sans acides gras (1%), de I’acide
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acétique (50uM) et le [2-14C] acide acétique (1850 Bq/ 19,4 pM). Puis, les cellules sont rincées
au PBS 37°C avant d’étre incubées une heure dans un mélange d’hexane et d’isopropanol (ratio
3-2) a37°C, 5% CO,. Afin de limiter 1’évaporation, les plaques de cultures sont scellées. Aprés
transfert du mélange d’hexane et d’isopropanol contenant les lipides, le PBS et ’hexane sont
ajoutés afin d’obtenir un ratio hexane/isopropanol/PBS de 6-2-3. Enfin, le mélange est
centrifugé cing minutes a 1000g et la phase supérieure est transférée dans le liquide a
scintillation afin de mesurer les lipides radiomarqués par compteur de scintillation, Tri-Carb

4910TR (PerkinElmer). Les résultats ont été normalisés par la quantité de protéines totales.
Evaluation de la p-oxydation

L’oxydation mitochondriale des acides gras a été étudiée en utilisant de 1’acide palmitique [U-
14C] en partie comme décrit précédemment (Anthérieu et al., 2011). Les cellules sont lavées au
PBS a 37°C, puis incubées trois heures a 37°C, 5% CO2, dans un milieu William’s E sans rouge
de phénol contenant de la BSA sans acides gras (1%) et du DMSO (1%), la L-carnitine (ImM),
I’acide palmitique (100uM) et I’acide palmitique [U-**C] (185 Bq / 0,5pM). Puis, I’acide
perchlorique (6%) est directement ajouté au milieu, le mélange est ensuite incubé cing minutes
a 37°C, 5% CO». Le mélange milieu/acide perchlorique est alors centrifugé a 2000g pendant
dix minutes. Le surnageant contenant les produits de la 3-oxydation est transféré dans le liquide
a scintillation, puis les produits radiomarqués au [**C] sont comptés en utilisant le compteur
Tri-Carb 4910TR (PerkinElmer). Les résultats ont été normalisés par la quantité de protéines

totales.
Dosage de I’apolipoprotéine B

La concentration en apolipoprotéine B a été dosée dans les surnageants des cellules exposées
en suivant les instructions du kit Human Apolipoprotein B ELISAP™® de Mabtech (ref 3715-

1HP). Les surnageants de cultures ont été centrifugés 5 minutes a 1500g afin d’éliminer les
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éventuels débris, puis, ils ont été dilués au ¥ dans le tampon Apo ELISA. Puis, les surnageants
dilués sont déposés sur les bandes précoatées, préalablement lavées par le tampon de lavage.
Apres 2 heures d’incubation, les surnageants sont retirés et les bandes sont lavées. Les bandes
sont alors incubées 1 heure en présence de 1’anticorps anti-human apoB (LDL-11-biotin) couplé
a la biotine. Les bandes sont ensuite lavées et incubées avec la peroxydase couplée a la
streptaividine pendant 1 heure. Aprés lavage, les bandes sont incubées avec le 3,3°,5,’-
tetramethylbenzidine, 15 minutes a 1’abri de la lumiére. Enfin, la réaction est arrétée par ajout
de la solution stop, puis ’absorbance est mesurée a 450nm en utilisant le lecteur de plaque

Polarstar Omega (BMG Labtech).

Mesure de activité d’enzyme de phase I et II par HPLC, LC-
MS/MS

Les activités du CYP2EL et du CYP3A4 ont été mesurées par la production respective de
chlorzoxazone O-glucuronide et 6B-hydroxytestosterone par chromatographie liquide a haute
performance (Agilent HPLC 1260 Infinity I1) selon les publications suivantes (Michaut et al.,
2016; Quesnot et al., 2018). Les cellules sont incubées a 37°C, 5% CO3, 6 et 2 heures
respectivement en présence de chlorzoxazone (300uM) et de testostérone (200uM) dans un
milieu William’s E sans rouge de phénol. Les surnageants sont ensuite centrifugés 20 minutes
a 20.000g avant d’étre injectés dans la colonne Accucore PFP (Thermo Scientific ref : 17426-
153030). Pour la détection en UV de la chlorzoxazone O-glucuronide a 287nm un gradient
d’acétonitrile et d’acide acétique (0,1%) contenant 0,25% de triéthylamine (TEA) est utilisé a
un débit de 0,5mL/min. Le cycle commence & 2% d’acétonitrile et augmente jusqu’a 90% en
20 minutes. Aprés 7 minutes de stabilisation a 90% d’acétonitrile, il redescend a 2% en 3
minutes ce qui correspond a la fin du cycle. Pour la détection en UV de la 6f-
hydroxytestosterone a 245nm, un gradient d’acétonitrile et d’acide acétique (0,1%) est utilisé a

un débit de 0,5mL/min. Le cycle commence a 20% d’acétonitrile et augmente jusqu’a 90% en
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5 minutes. Aprés 4 minutes de stabilisation a 90% d’acétonitrile, il redescend a 20% en 6

minutes ce qui correspond a la fin du cycle.

Les activités des CYP3A4/5, CYP2B6, CYP1A2, CYP2C19 et des UGT et SULT ont été
mesurées par la production respective de I’hydroxy-midazolam, 1’hydroxy-bupropion,
I’acétaminophéne, 1la  4’-hydroxy-méphenytoine, 1’acétaminophéne glucuronide et
I’acétaminopheéne sulfate en utilisant la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de
masse (LC-MS/MS). Brievement, les cellules sont incubées a 37°C, 5% CO2, 1 heure en
présence de midazolam (100uM), de bupropion (100uM), de phénacétine (200uM), de S-
méphénytoine (100uM), ou d’acétaminopheéne (1mM) dans un milieu William’s E sans rouge
de phénol. Les surnageants sont ensuite récupérés et dilués au demi dans l’acétonitrile et
maintenus a -20°C. Apreés avoir été décongelés et vortexés, les surnageants sont injectés sur une
colonne Xselect HSS T3 (2,1x75 mm, 2,5 um, Waters, Milford, MA). Les composés ainsi
séparés ont été détectés par spectrométrie de masse triple quadrip6le, AB Sciex Triple Quad
5500+ (Applied Biosystems/Sciex, USA), sur un appareillage équipé d'une source d'ions
électrospray en mode positif. Les équations des régressions linéaires des gammes obtenues par
’utilisation de standards analytiques permettent de quantifier les métabolites, les teneurs en
métabolites sont normalisées par la quantité de protéines totales et rapportées au temps

d’incubation.

Evaluation du métabolisme du chlorpyrifos et du diazinon par
UPLC-MS/MS

Les molécules meres de chlorpyrifos et de diazinon ainsi que leurs métabolites ont été analysés
par UPLC-MS/MS avec un triple quadripble Xevo-(Waters) en mode Multiple Reaction
Monitoring (MRM). De fagon succincte, les cellules ont été incubées en présence de
chlorpyrifos (50uM) ou de diazinon (50uM) dans le milieu William’s E sans rouge de phénol

pendant 8 et 24 heures. Les surnageants sont alors collectés et un lavage avec un volume

155



RESULTATS
II-PESTIFAT

équivalent en eau ultra pure a été effectué afin de collecter un maximum de métabolites. Apreés
centrifugation 20 minutes a 20.000g, les surnageants ont été congelés avant analyses. La
séparation des composés a été effectuée sur colonne Acquity UPLC HSS-T3 (Waters) par un
gradient d’un mélange d’eau a 0,01% d’acide formique et d’acétonitrile a 0,01% d’acide
formique. La colonne est maintenue a 30°C et les échantillons a 10°C. La détection des
composés est effectuée avec les paramétres suivants ; temperature de la source 150°C,
température de desolvatation 650°C, débit gaz du cone 50L/h, débit gaz de desolvatation
800L/h, capillaire 2,5kV et le mode d’ionisation est I’électrospray en mode positif (Information
Supplémentaire Tableau 2). Les teneurs quantifiées ont été normalisées par quantité de

protéines totales. Information Supplémentaire Figure Supplémentaire 2.
Extraction des ARN et expression génique

Les ARN totaux ont été extraits en utilisant le kit Nucleospin RNA (Fisher Scientific ref :
740955) puis dosés par absorbance au Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific). La
synthése et I’amplification des ADNc a été effectuée par transcription inverse en utilisant le
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). L’expression des génes
a été évaluée par PCR quantitative en temps réel (RT-gPCR) en utilisant le SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems) et I’appareil 384-well QuantStudio™ 7 Flex Real Time PCR
System (Thermo Fisher Scientific). La TATA box binding protein (TBP) a été utilisée comme
gene référence et son expression a été utilisée pour déterminer I’expression relative des genes
selon la méthode du 224, Les séquences des amorces utilisées sont répertoriées dans le

Tableau 3 des Informations Supplémentaires.
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Analyses statistiques

Tous les résultats sont exprimés en moyenne + SEM d’aux moins trois expériences
indépendantes. La comparaison parmi les groupes a été analysée par le test ANOVA a une voie
suivi du test de comparaisons multiples de Dunnett, le test Kruskal-Wallis suivi du test de
comparaisons multiples, de t-test ou de test de Mann-Withney. Le logiciel Graph Pad Prism 8
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA) a éte utilisé pour les analyses statistiques et le seuil

de significativité a été considéré pour une p-value < 0,05.

C-Résultats

Le mélange de pesticide aggrave I’accumulation des lipides neutres

L’exposition du foie sain et stéatosé aux pesticides retrouvés dans 1’alimentation a été mimée
en utilisant la lignée HepaRG. Le modele de stéatose in vitro mis au point au laboratoire,
mimant les caractéristiques des patients atteints de cette pathologie, a été utilisé (Cobbina and
Akhlaghi, 2017; Le Guillou et al., 2018). Nous avons expose les cellules avec sept pesticides
fréquemment retrouves dans I’alimentation selon une procédure décrite précédemment (EFSA,
2017; Hochane et al., 2017). Les cellules HepaRG différenciées ont été exposées aux pesticides
de maniére isolée et en mélange a des concentrations extrapolées de 1’ ADI, en présence ou non
d’acides stéarique et oléique a 150uM afin de mimer une condition stéatosée ou non. Apres
deux semaines d’exposition, ’accumulation des lipides neutres a été évaluée en utilisant la
sonde fluorescente Nile Red dont I’intensité a été normalisée par la fluorescence mesurée apres
marquage des noyaux par le Hoechst (Figure 16). Comme attendu, 1’intensité de fluorescence
des cellules exposées au mélange d’acide gras (Ctrl +FA) est significativement supéricure a
celle des cellules non exposés (Ctrl —FA) passant de 100 a 130%, démontrant une stéatose

modérée. De fagon intéressante, I’exposition au mélange, aux plus fortes concentrations
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1/5ADI, ADI et 3ADI, en condition stéatosée (+FA), révéle une augmentation significative de
I’accumulation de lipides neutres comparée aux cellules stéatosées non exposées aux pesticides.
L’exposition aux pesticides isolés des cellules stéatosées suggerent que les dithiocarbamates
(manébe et mancozébe) sont responsables de I’augmentation de I’accumulation de lipides
neutres. En effet, I’exposition au manebe ou mancozebe aux plus fortes concentrations, induit

une accumulation de lipides neutres par rapport aux cellules stéatosées non exposées.
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Figure 16 :: Effets individuels et en mélange des pesticides sur ’accumulation des lipides

Evaluation de I’accumulation des lipides neutres par mesure de I’intensité de fluorescence de
la sonde Nile Red rapportée a celle du Hoechst aprés deux semaines de co-exposition par les
pesticides en présence (+FA) ou non d’acides gras (-FA). Les résultats correspondent a la
moyenne + SEM de 6 expériences indépendantes* significativement différent des HepaRG non
stéatosées (-FA). # significativement différent des HepaRG non traitées (Ctrl).
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Les dithiocarbamates et I’ion manganése aggravent I’accumulation
des lipides neutres

Dans le but de vérifier I’'implication des dithiocarbamates dans 1’accumulation des lipides
neutres, nous avons d’un c6té co-exposees les cellules HepaRG avec le mélange de 5 pesticides
sans les dithiocarbamates et de I’autre avec le manebe et le mancozébe. Ainsi, I’accumulation
lipidique observée lors de la co-exposition au mélange des 7 pesticides est absente lorsque les
cellules sont co-exposées au melange déplété en dithiocarbamates (Figure 17A). De plus,
I’induction de I’accumulation des lipides neutres est observée dans les cellules co-exposées aux
manebe et mancozebe (Figure 17B). Notre étude précédente a mis en évidence que les
molécules issues de la biotransformation du manébe et mancozebe étaient responsable de I’effet
des dithiocarbamates avec production de I’éthyléne thiourée et I’accumulation de manganése
(Petitjean et al., soumis). Nous avons alors co-exposé les cellules avec 1’éthyléne thiourée, le
métabolite majeur, et avec le manganese, ion contenu dans ces pesticides (Figure 17C). De
facon intéressante, seul le manganése reproduisait les effets des dithiocarbamates sur

I’accumulation lipidique.
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Figure 17 : Effets des dithiocarbamates, de 1’éthyléne thiourée et du manganése sur
I’accumulation des lipides

Evaluation de I’accumulation des lipides neutres par mesure de 1’intensité de fluorescence de
la sonde Nile red rapportée a celle du Hoechst apres deux semaines de co-exposition par (A) le
mélange de pesticides sans les dithiocarbamates (maneb et mancozeb), (B) les
dithiocarbamates, (C) 1I’éthylene thiourée et (D) le chlorure de manganése, en présence (+FA)
ou non d’acides gras (-FA). Les résultats correspondent & la moyenne £ SEM de 6 expériences
indépendantes. * significativement différent des HepaRG non stéatosées (-FA). #
significativement différent des HepaRG non traitées (Ctrl).

Les dithiocarbamates et I’ion manganése provoquent une
accumulation des lipides sous forme de triglycérides

Afin de confirmer les résultats obtenus par la sonde Nile Red qui marque les lipides neutres
tels que les triglycérides et le cholestérol estérifié, nous avons quantifié les triglycérides par un
dosage biochimique. En effet, la stéatose induite par un exceés d’acides gras et par les
xénobiotiques est principalement constituée de triglycérides (Begriche et al., 2011; Le Guillou
et al.,, 2018). Comme attendu, les cellules exposées au mélange d’acide gras (Ctrl +FA)
contiennent environ 3 fois plus de triglycérides que les cellules non exposées aux acides gras
(Ctrl —=FA) validant ainsi le modéle de cellules stéatosées (Figure 18). Bien que la différence

entre les cellules stéatosées non exposées (Ctrl +FA) et les cellules stéatosées exposées au
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manganése ne soit pas significative (Figure 18C), les cellules exposées au mélange de pesticides
et au manebe ou mancozebe présentent une accumulation lipidique observée sous forme de
triglycérides. De ce fait, nos résultats démontrent clairement que le manebe et le mancozebe
aggravent la stéatose liée a la surcharge d’acides gras et suggeérent fortement que celle-ci est

due au manganése contenu dans les dithiocarbamates.
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Figure 18 : Effets du mélange, des dithiocarbamates et du manganése sur I’accumulation
de triglycérides

Quantification des triglycérides par dosage apres deux semaines de co-exposition par le
mélange de pesticides (A), le maneb (B), le mancozeb (C), le manganese (D), en présence
(+FA) ou non d’acides gras (-FA). Les résultats correspondent & la moyenne £ SEM de 3
expériences indépendantes. * significativement différent des HepaRG non stéatosées (-FA). #
significativement différent des HepaRG non traitées (Ctrl).

161



RESULTATS
II-PESTIFAT

Augmentation de I’'import d’acides gras par les pesticides

Dans le but d’étudier par quels mécanismes les dithiocarbamates exacerbent la stéatose induite
par les acides gras, nous avons étudié les principaux mécanismes de mise en place et
d’aggravation de la stéatose. Dans un premier temps, nous avons évalué I’entrée des acides
gras, pour ce faire nous avons utilis¢ une sonde fluorescente dérivée de 1’acide dodécanoique.
Apres 24 et 48 heures d’exposition au mélange, au manébe et au manganése en présence ou non
du mélange d’acides gras, les cellules ont été incubées avec la sonde fluorescente. Aprés deux
heures, I’intensité de fluorescence a été mesurée et rapportée a la quantité de protéines totales
(Figure 19). Dés 24 heures, 1’exposition au mélange, au manébe ou au manganése, pour les
concentrations équivalentes a 3 fois I’ ADI en présence ou non d’acides gras, induit une intensité
de fluorescence nettement supérieure a celle des cellules non exposées aux xénobiotiques. Il
semble que I’entrée des acides gras soit encore plus facilitée pour les concentrations
équivalentes a 3 fois I’ADI étant donné que I’intensité de fluorescence a 48 heures est supérieure
a celles observees a 24 heures. De plus, apres 48 heures d’exposition, les concentrations les
plus faibles (ADI) présentent une intensité de fluorescence significativement supérieure a leur
contrdle respectif. Ces résultats reflétent une augmentation précoce de 1’entrée des acides gras

sous 1’effet des dithiocarbamates et du manganese.
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Figure 19: Impact des dithiocarbamates et de I’ion manganeése sur ’import des acides
gras

Mesure de fluorescence quantifiant I’entrée d’une sonde fluorescente dérivée de 1’acide
dodécanoique aprés 2 heures d’incubation sur des cellules co-exposées 24 ou 48 heures au
manebe, manganése et mélange des 7 pesticides, aux concentrations équivalentes a I’ADI et a
3 fois I’ADI (3ADI), en présence (+FA) ou non d’acides gras (-FA). Les résultats correspondent
alamoyenne + SEM de 3 expériences indépendantes. * significativement différent des HepaRG
non stéatosees (-FA). # significativement différent des HepaRG non traitées (Ctrl).
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Impact des pesticides sur la lipogénese de novo

Le fait que le mélange, les dithiocarbamates et le manganése n’entrainent pas d’accumulations
lipidiques en absence du mélange d’acides gras suggére que 1’augmentation de I’import des
acides gras observée est compensée par d’autres voies métaboliques. Nous avons alors évalué
la lipogenese de novo en utilisant 1’acide acétique marqué au carbone 14 sur le carbone n°2 ([2-
14C] acide acétique) comme précurseur des carbones formant la chaine aliphatique des acides
gras, comme décrit dans une étude récente du laboratoire (Allard et al., 2021). Comme attendu
apres deux semaines de co-exposition, la lipogénese de novo dans les cellules stéatosées non
exposeées (Ctrl+FA) est diminuée de 60% par rapport aux cellules non stéatosées non exposées
(Ctrl-FA) (Figure 20). En présence d’acides gras, le mélange de pesticides, les dithiocarbamates
et le manganese ne modifient pas la lipogenése de novo par rapport au contréle. A I’inverse en
absence d’acide gras, il semble que ces xénobiotiques diminuent la lipogenése de novo, ce qui
est confortée par la diminution significative observée dans les cellules exposées au mancozebe
a la concentration ADI (Figure 20A). Ceci pourrait expliquer pourquoi I’entrée des acides gras
favorisée par les xénobiotiques en absence du mélange d’acides gras n’entraine pas de stéatose

significative.
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Figure 20 : Effets du mélange, des dithiocarbamates et du manganese sur la lipogénese de

novo

Mesure par radioactivité des produits de synthese de la lipogénése de novo marqué au carbone
14 (C) aprés deux semaines de co-exposition par (A) le mélange de pesticides, (B-C) les
dithiocarbamates, (D) le manganése, en présence (+FA) ou non d’acides gras (-FA). Les
SEM de 6 expériences indépendantes. *

résultats correspondent a la moyenne

significativement différent des HepaRG non stéatosées (-FA). # significativement différent des

HepaRG non traitées (Ctrl).

165



RESULTATS
II-PESTIFAT

Impact des pesticides sur la B-oxydation

Le catabolisme des acides gras par la -oxydation est une voie majeure dans le métabolisme
lipidique dont I’altération peut contribuer a la mise en place d’une stéatose. Ainsi, I’oxydation
mitochondriale des acides gras a été étudiée en utilisant de 1’acide palmitique [U-**C] qui est
marqué au carbone 14 sur tous les carbones de la chaine aliphatique. L’oxydation
mitochondriale de cet acide gras génere des corps cétoniques et des dérivés du cycle de Krebs
marqués au carbone 14 et solubles dans I’acide perchlorique, contrairement a 1’acide palmitique
(Allard et al., 2021; Fromenty et al.). L’exposition chronique au mélange de pesticides, aux
dithiocarbamates et au manganése démontre qu’ils n’inhibent pas la B-oxydation dans les
cellules stéatosées ou non (Figure 21). En revanche, il semblerait que ces molécules augmentent
légérement 1’oxydation mitochondriale en absence d’acide gras, ce qui pourrait, comme pour

la lipogenese de novo, expliquer I’absence de stéatose malgré I’augmentation de 1’import des

acides gras.
A Mixture B Maneb
140 140 —
O-FA O-FA
120 m+FA 120 W+FA
£ =
'S = 1001 'S — 100
= g
& 80 SE& 80
28 60 28 o0
== =8
a = 404 o= 40
o 3]
20 20
0- o
C ctrl 110ADI  ADI  3ADI D ctl  1M0ADI  ADI  3ADI
Mancozeb Manganese
140 140
O-FA O-FA
120 m+FA 120- @+FA
£ c
S — 100+ S = 100
g e
& 80+ & 80
:!_3 60 gg 60
=8 =2
o= 40 o = 40+
G G
20+ 20+
0- 0-l
ctrl  1/10ADI  ADI  3ADI Ctrl  0.225)M 225uM  B.75uM

Figure 21 : Effets du mélange, des dithiocarbamates et du manganése sur le catabolisme
des acides gras par p-oxydation

Mesure par radioactivité de I’oxydation mitochondriale des acides gras par utilisation de 1’acide
palmitique marqué au carbone 14 (C%) aprés deux semaines de co-exposition par (A) le
mélange de pesticides, (B-C) les dithiocarbamates, (D) le manganése, en présence (+FA) ou
non d’acides gras (-FA). Les résultats correspondent a la moyenne + SEM de 6 expériences
indépendantes.
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Inhibition de I’export des triglycérides par la voie des VLDL

Enfin, nous avons évalué I’export des triglycérides par la voie des VLDL (very-low-density
lipoproteins). Il est estimé que dans chaque « particule » VLDL, il y a une apolipoprotéine B
(apoB). Nous avons, a partir de cette donnée, dosé ce constituant majeur et essentiel des VLDL
comme « marqueur » d’export indirect des triglycérides dans le milieu de culture (Allard et al.,
2021; Elovson et al., 1988). Le dosage a permis de mettre en évidence une diminution trés
importante de la concentration en apoB dans les surnageants des cellules exposées pendant deux
semaines au mélange de pesticides, au manébe et au manganese, en présence ou non d’acides
gras (Figure 22A). Ces résultats sont en partie retrouvés apres 24 et 48 heures d’exposition mais
de maniere moins marqueée. Ces résultats démontrent une inhibition par les dithiocarbamates et
leur ion manganese de la sécrétion des VLDL. Afin de déterminer les mécanismes impliqués
dans I’inhibition de la sécrétion des VLDL, nous avons évalué 1’expression génique des
apolipoprotéines, apoB et apoC3 ainsi que la MTTP (microsomal triglyceride transfer protein).
Les résultats démontrent que les expressions relatives des ARNm de ces trois protéines sont
tres fortement diminuées, voire totalement inhibées pour 1’apoC3 et MTTP, aprés deux
semaines d’exposition au mélange, au manebe et au manganese en présence ou non d’acides
gras (Figure 22B). L’ensemble de ces résultats mettent en avant une inhibition drastique et
précoce de la formation des VLDL et par conséquent de 1’export des triglycérides par les

dithiocarbamates et le manganeése.
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Figure 22 : Impact des dithiocarbamates et de ’ion manganése sur la sécrétion des VLDL

(A) Quantification de 1’apoB par dosage ELISA dans le surnageant de culture de cellules co-
exposées pendant 24, 48 heures et 2 semaines au manébe, manganese et au mélange de
pesticides, aux concentrations équivalentes a I’ADI, en présence (+FA) ou non d’acides gras (-
FA). (B) Quantification relative par RT-qPCR de I’expression de geénes impliqués dans la
formation des VLDL, dans les cellules co-exposées pendant 2 semaines au manebe, manganese
et mélange de pesticides, aux concentrations équivalentes a I’ADI, en présence (+FA) ou non
d’acides gras (-FA). Les résultats correspondent a la moyenne + SEM de 3 expériences
indépendantes. # significativement différent des HepaRG non traitées (Ctrl).
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Impact des dithiocarbamates sur le stress du réticulum
endoplasmique

Pour en savoir plus sur les mécanismes impliqués dans I’inhibition de la synthése des VLDL
par les dithiocarbamates, nous avons évalué le stress du réticulum endoplasmique. En effet,
dans une étude récente menée au laboratoire, nous avons montré que la diminution de la
synthese des VLDL par certains médicaments stéatogenes pouvait impliquer, en partie, un stress
du réticulum endoplasmique (Allard et al., 2021). De plus, nous avons démontré dans une
précédente étude que les dithiocarbamates et le manganése provoquaient un stress du réticulum
endoplasmique (Petitjean et al., soumis). C’est pourquoi nous avons étudié I’expression des
ARNmM de DDIT3 (CHOP), ERN1 (IREla) et EIF2AK3 (PERK). De facon intéressante, le
mélange des pesticides, le manebe et le manganése augmentent 1’expression de DDIT3 apres

deux semaines d’exposition en présence ou non d’acides gras (Figure 23).
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Figure 23 : Expression génique de marqueurs du stress du réticulum endoplasmique

Quantification relative par RT-qPCR de I’expression de génes impliqués dans le stress du
réticulum endoplasmique, des cellules co-exposées pendant 2 semaines au manebe, manganése
et mélange de pesticides, aux concentrations équivalentes a I’ADI, en présence (+FA) ou non
d’acides gras (-FA). Les résultats correspondent a la moyenne + SEM de 3 expériences
indépendantes. *significativement difféerent des HepaRG non stéatosees (—FA). *
significativement différent des HepaRG non stéatosées (-FA). # significativement différent des
HepaRG non traitées (Ctrl).
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Inhibition de ’activité et de ’expression des cytochromes P450 2E1
et 3A4 par le mélange des pesticides

La stéatose hépatique, induite ou non par les xénobiotiques, étant corrélée a une modification
des capacités de biotransformation des xénobiotiques, nous avons dans un premier temps
évaluer I’impact des pesticides sur I’expression des cytochromes P450 2E1 et 3A4. En effet, la
stéatose hepatique chez le patient est généralement associée a une augmentation et une
diminution de I’expression génique, et de 1’activité, respectivement du CYP2E1 et CYP3A4
(Cobbina and Akhlaghi, 2017). Les activités des CYP2EL et 3A4 ont été quantifiées par HPLC
en utilisant leur substrat respectif, la chlorzoxazone et la testostérone. L’exposition au mélange
des pesticides pendant deux semaines diminue la formation des métabolites du CYP2EL et du
CYP3A4 que les cellules soient co-exposées ou non aux acides gras (Figure 24A). L’analyse
de I’expression génique de ces deux cytochromes révéle une forte diminution de leur expression
dans les cellules exposées au meélange en présence ou non d’acide gras (Figure 24B). Ces
résultats démontrent que le mélange de pesticides diminue la capacité de biotransformation des

xénobiotiques en condition stéatosée ou non.
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Figure 24 : Inhibition de I’ activité et de I’expression génique des cytochromes P450 2E1 et
3A4 par le mélange de pesticides

(A) Mesure de I’activité du CYP2E1 et du CYP3A4 respectivement par dosage en HPLC des
métabolites chlorzoxazone-O-glucuronide et de la 6-hydroxy-testosterone, (B) quantification
relative par RT-qPCR de I’expression des genes codant pour le CYP2E1 et CYP3A4, apres
deux semaines de co-exposition par le mélange de pesticides a des concentrations inférieures a
I’ADI en présence (+FA) ou non d’acides gras (-FA). Les résultats correspondent a la moyenne
+ SEM d’au moins 3 expériences indépendantes. * significativement différent des HepaRG non
stéatosées (-FA). # significativement différent des HepaRG non traitées (Ctrl).

171



RESULTATS
II-PESTIFAT

Role des dithiocarbamates et du manganése dans I’inhibition de
Pactivité et de ’expression des CYP2E1 et 3A4

Dans le but d’identifier les pesticides responsables de 1’inhibition de ’activité et de I’expression
du CYP2E1 et du CYP3A4 et au regard des résultats précédents, nous avons exposées les
cellules, en présence ou non d’acide gras, au mélange de pesticides avec et sans
dithiocarbamates, au manébe et manganése. Nos résultats démontrent que les inhibitions
observées avec le mélange de pesticides sont dues en grande partie au manébe et au manganése
(Figure 25A). Ces diminutions d’activité sont également associées a une réduction de
I’expression des ARNm des CYP2E1 et CYP3A4 (Figure 25B). Fait intéressant, le mélange de
pesticides sans dithiocarbamates diminue également I’expression du CYP3A4 dans les cellules
non exposées aux acides gras, suggérant que d’autres pesticides, ou le mélange des cing par un
effet «cocktail », pourraient également altérer [D’activité d’autres enzymes de
biotransformation. L expression et 1’activité des CYP2E1 et CYP3A4 étant des marqueurs de
différentiation hépatocytaire(Aninat et al., 2006; Gripon et al., 2002) nous avons voulu ainsi
savoir si les effets des dithiocarbamates et du manganese étaient liés a une perte de
différentiation globale en mesurant 1’expression de HNF4a (hepatocyte nuclear factor 4a), un
facteur de transcription jouant un réle majeur dans ce processus biologique (Watt et al., 2003).
Nos résultats indiquent que I’expression d’HNF4a n’était pas modifiée dans les différentes
conditions d’exposition, suggérant que le manebe et le manganése n’entraine pas d’altération

du statut « global » de différenciation des hépatocytes (Figure 27).
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Figure 25 : Inhibition de ’activité et de I’expression génique des cytochromes P450 2E1
et 3A4 par les dithiocarbamates et ’ion manganese

(A) Mesure de I’activité du CYP2E1 et du CYP3A4 respectivement par dosage en HPLC des
métabolites chlorzoxazone-O-glucuronide et de la 6-hydroxy-testosterone, (B) quantification
relative par RT-qPCR de I’expression des génes codant pour le CYP2E1 et CYP3A4, apres
deux semaines de co-exposition au manébe, manganése (MnCl.) et mélange de pesticides avec
ou sans dithiocarbamates (Mixture —-DTC) a des concentrations dix fois inférieures a I’ADI en
présence (+FA) ou non d’acides gras (-FA). Les résultats correspondent a la moyenne + SEM
d’au moins 3 expériences indépendantes. * significativement différent des HepaRG non
stéatosees (-FA). # significativement différent des HepaRG non traitées (Ctrl).
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Impact des dithiocarbamates sur les enzymes de phase | et 11 de
biotransformation

Pour aller plus loin dans la caractérisation de la capacité des dithiocarbamates a perturber la
biotransformation, nous avons étudié 1’expression génique et ’activité d’autres enzymes
majeures de la phase | mais également de la phase Il. Les cellules HepaRG différenciées ont
été exposées pendant deux jours et deux semaines aux pesticides en présence ou non d’acides
gras. L’exposition pendant deux jours n’a révélé¢ aucune différence significative entre les
cellules contréles et les cellules exposées aux pesticides (Figure Supplémentaire 4A-C). En
revanche, aprés deux semaines d’exposition, 1’activité des enzymes de phase I, étudiée par la
formation de leur métabolite respectif par LC-MS/MS, a mis en évidence une inhibition
sélective de certaines enzymes (Figure 26A). En effet, le mélange des sept pesticides, le manébe
et le manganeése provoquent une diminution de I’activité du CYP2B6. A I’inverse ces molécules
ne modifient pas I’activité du CYP1A2 et du CYP2C19. On peut cependant noter qu’il y a une
diminution de I’activité¢ du CYP2C19 dans les cellules stéatosées exposés au mélange des sept
pesticides. Les résultats obtenus pour le CYP2EL et 3A4 suggérent une altération de I’activité
due a la diminution de leur expression génique. Nous avons donc mesuré les ARNm des
enzymes de phase 1. Les modifications de I’expression génique du CYP2B6 et 2C19 sont en
partie similaires aux variations de I’activité de ces enzymes (Figure 26B). De facon intéressante,
I’expression de CYP1A2 dans les cellules stéatosées exposées au mélange avec et sans
dithiocarbamates était augmentée. Ceci suggere un role des autres pesticides dans 1’induction
de I’expression de CYP1A2. Enfin, 1’évaluation de I’activité et I’expression des enzymes de
phase II, UGT et SULT n’a réveélé aucune différence significative (Figure 26C-D). Cependant,
I’expression génique de la GSTa2 dans les cellules exposées aux mélanges des sept pesticides,
le manebe et le manganése etait diminuée (Figure Supplémentaire 4D). Bien que I’expression

des GSTa3 et GSTa4 ne soit pas modifiée, ceci pourrait impliquer une diminution de 1’activité
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des GST que nous n’avons pas analysé a ce stade. L’ensemble de ces résultats suggerent donc
que les dithiocarbamates et le manganese perturbent de fagon sélective certaines enzymes de

phase I et a I’inverse ne modifient pas ’activité des enzymes de phase II.
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Figure 26 : Altération de I’activité et de I’expression génique d’enzymes de détoxification
par les dithiocarbamates et I’ion manganese

(A) Mesure de lactivit¢é du CYP3A4/5, du CYP2B6, du CYP1A2 et du CYP2C19
respectivement par dosage en LC-MS/MS des métabolites hydroxy-midazolam, hydroxy-
bupropion, acétaminophene et de la 4-hydroxy-méphenytoine, (B) quantification relative par
RT-qPCR de I’expression des génes codants pour les enzymes de phase | du métabolisme, (C-
D) mesure de ’activité des UGT et des SULT respectivement par dosage en LC-MS/MS de
I’acétaminophéne glucuronide et de 1’acétaminophéne sulfate et quantification par RT-gPCR
de I’expression des génes codants pour les enzymes de phase II, aprés deux semaines de co-
exposition par le maneb, le manganése (MnCl,) et le mélange de pesticide avec ou sans
dithiocarbamates (Mixture —-DTC) a des concentrations dix fois inférieures a I’ ADI en présence
(+FA) ou non d’acides gras (-FA). Les résultats correspondent a la moyenne £ SEM d’au moins
3 expériences indépendantes. * significativement différent des HepaRG non stéatosées (-FA).
# significativement différent des HepaRG non traitées (Ctrl).
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Inhibition sélective de I’expression des récepteurs nucléaires par les
dithiocarbamates et le manganeése

L’expression des CYP est régulée de maniére importante par les récepteurs nucléaires, par
exemple HNF4a joue un réle majeur dans I’expression de CYP3A4 (Jover et al., 2001). C’est
pourquoi, nous avons ¢émis I’hypothése d’une modulation de I’expression de récepteurs
nucléaires par les dithiocarbamates qui impacterait 1’expression des CYP. Nous avons donc
analysé par RT-gPCR les transcrits des récepteurs nucléaires mettant ainsi en évidence une
diminution de certains d’entre eux (Figure 27). En effet, I’exposition des cellules HepaRG,
stéatosées ou non, au manebe, au manganese et au mélange de pesticides avec et sans
dithiocarbamates ne modifie pas I’expression de HNF4a, AHR et LXR. A [D’inverse,
I’exposition au manebe et au mélange de pesticides contenant les dithiocarbamates diminue de
maniere significative 1’expression de CAR, PXR et FXR. Fait intéressant, 1’exposition des
cellules HepaRG aux acides gras semble diminuer I’expression de PXR et diminue de maniére

significative I’expression de FXR et CAR dans les cellules non exposées aux pesticides.
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Figure 27 : Impact des dithiocarbamates sur I’expression des récepteurs nucléaires

Quantification relative par RT-qPCR de I’expression de génes codant les récepteurs nucléaires,
des cellules co-exposées pendant 2 semaines au manébe, manganése (MnClz) et mélange de
pesticides avec ou sans dithiocarbamates (Mixture -DTC), a des concentrations inférieures a
dix fois I’ADI, en présence (+FA) ou non d’acides gras (-FA). Les résultats correspondent a la
moyenne + SEM de 3 expériences indépendantes. * significativement différent des HepaRG
non stéatosées (-FA). # significativement différent des HepaRG non traitées (Ctrl).
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Impact de I’exposition du mélange de pesticides sur la
biotransformation du chlorpyrifos et du diazinon

Etant donné que les dithiocarbamates altérent 1’activité de certaines enzymes, nous avons
finalement voulu étudier leur impact sur la biotransformation des pesticides contenus dans le
mélange. Pour ce faire, nous avons sélectionné 2 des 7 pesticides dont la biotransformation
hépatique est dépendante d’une ou de plusieurs enzymes et dont les métabolites sont connus
dans la littérature. Ainsi, nous avons choisi le chlorpyrifos, métabolisé notamment par les
CYP3A4, CYP3AS5 et 2B6 (Mutch and Williams, 2006; Rendic and Guengerich, 2021) et le
diazinon, métabolisé par les 4 enzymes (i.e. CYP2E1, CYP3A4, CYP3A5 et CYP2B6) (Mutch
and Williams, 2006; Rendic and Guengerich, 2021). Les cellules HepaRG différenciées ont été
exposées ou non au mélange de pesticides, au manebe et au manganese en présence ou non
d’acides gras pendant deux jours et deux semaines. Apres exposition, les cellules ont été
incubées 8 et 24 heures en présence de chlorpyrifos ou de diazinon a 50uM afin d’évaluer la
métabolisation de ces composés par LC-MS/MS. Les résultats aprés deux jours d’exposition
n’ont pas révélé de différence dans la métabolisation du chlorpyrifos et du diazinon (Figure
Supplémentaire 5). En revanche, aprés deux semaines d’exposition au mélange, manébe et
manganeése, il y a une importante diminution de la concentration en IMP (2-isopropyl-6-methyl-
4-pyrimidinol), métabolite du diazinon, dans les milieux de cultures apres 8 et 24 heures
d’incubation par rapport aux milieux de cultures des cellules non exposées stéatosées (Ctrl+FA)
ou contréle sans traitement pas les acides gras (Ctrl-FA) (Figure 28B). On peut également noter
pour des expositions équivalentes, que les concentrations en IMP dans certains milieux des
cellules stéatosées sont significativement moins élevées que dans ceux des cellules non
stéatosées correspondantes. Malgré I’inhibition de la formation de I’'IMP dans les cellules
exposées aux pesticides, il y a toujours une métabolisation de I’'IMP dans les cellules non

stéatosées. En effet, les concentrations en IMP sont plus importantes aprés 24 heures qu’apres
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8 heures d’incubation. La perturbation de la métabolisation du diazinon est confortée par le
dosage de ce dernier dans les milieux de cultures (Figure 28A). En effet, la teneur en diazinon
est significativement supérieure dans les milieux de cultures des cellules exposées au melange
de pesticides, au manébe et au manganeése aprés 24 heures d’incubation comparée aux valeurs
dans les cultures contréles. Cependant, les concentrations en diazinon a 24 heures dans les
milieux de culture sont toutes nettement moins importantes que dans les milieux a 8 heures,
quel que soit I’exposition des cellules. L’ensemble de ces résultats suggére que les
dithiocarbamates et le manganese conduisent a une importante inhibition de la formation de
I’IMP et également a un ralentissement de 1’¢limination du diazinon. Il apparait donc que le
diazinon est métabolisé par une autre voie que celle conduisant a la formation de I’'IMP.
L’absence de modification des concentrations en TCP (3,5,6-trichloro-2-pyridinol) semble
indiquer que la métabolisation du chlorpyrifos n’est pas altérée par le mélange de pesticides, le

manebe et le manganése (Figure 28C).
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Figure 28 : Impact des dithiocarbamates et de I’ion manganese sur la biotransformation
du diazinon et du chlorpyrifos (A) Quantification par LC-MS/MS du diazinon, (B) de son
métabolite le 2-lsopropyl-6-methyl-4-pyrimidinol et (C) du 3,5,6-Trichloro-2-pyrimidinol,
métabolite du chlorpyrifos, apres 8 et 24 heures d’incubation avec les molécules meéres (50uM)
sur des cellules co-exposées pendant 2 semaines au manebe (Mb), manganese (Mn) et mélange
de pesticides (Mix), a des concentrations inféricures a dix fois I’ADI, en présence (+FA) ou
non d’acides gras (-FA). Les résultats correspondent a la moyenne £ SEM de 4 expériences
indépendantes. #, a, b valeurs significativement différentes respectivement, des cellules
HepaRG non traitées, stéatosées ou non (C), de I’exposition équivalente non stéatosées (-FA)
ou de I’équivalent a 8 heures d’incubation (8h).
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D-Discussion

L’exposition de modeéle in vitro et in vivo aux xenobiotiques, tels que les médicaments ou les
contaminants de I’environnement, est capable d’induire une stéatose hépatique mais également
de ’aggraver (Allard et al., 2021; Bucher et al., 2018b; Duval et al., 2017; Foulds et al., 2017).
Plusieurs études suggérent que 1I’exposition aux pesticides par 1’alimentation pourrait conduire
a une stéatose (Rives et al., 2020). De plus, la stéatose hépatique est connue pour altérer le
métabolisme des xénobiotiques (Cobbina and Akhlaghi, 2017; Merrell and Cherrington, 2011,
Naik et al., 2013). Cependant, les concentrations, les méthodes d’administration et de
traitements ainsi que les modeéles in vivo et in vitro ne refletent pas toujours une exposition
réelle aux pesticides par I’alimentation, et de ce fait permettent rarement une transposition des
résultats 2 I’Homme. Dans ce contexte, nous avons sélectionné sept pesticides freqguemment
retrouvés dans I’alimentation et évalué leur impact lors d’une exposition chronique sur
I’apparition et 1’exacerbation de la stéatose et les modulations du métabolisme des

xénobiotiques.

Nos résultats montrent une exacerbation de la stéatose par les dithiocarbamates manébe et
mancozebe et par le manganése (Figure 16, 17 et 18). Ces résultats sont en accord avec une
¢tude réalisée sur le modele cellulaire HepG2 incubé avec un mélange d’acides oléique et
linoléique (Pirozzi et al., 2016). En revanche, 1’absence d’apparition d’une stéatose induite
uniquement par 1’exposition aux dithiocarbamates est en désaccord avec deux études observant
une accumulation de triglycérides chez le rat exposé au manébe et au mancozeébe (Ben Amara
et al., 2015; Yahia et al., 2019). De méme, nous n’avons pas mis en évidence d’impact des
autres pesticides du mélange sur 1’apparition ou I’aggravation de la stéatose, alors que le
chlorpyrifos, le diazinon et ’imazalil sont également connus pour favoriser 1’accumulation des
triglycérides en modéles in vitro et/ou in vivo (Aramjoo et al., 2021; Howell et al., 2016;

Lichtenstein et al., 2021). Les discordances de nos observations avec la littérature pourraient
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s’expliquer par le fait que nous avons choisi des concentrations trés faibles de pesticides afin
de mimer au mieux 1’exposition réelle par I’alimentation. Il est donc probable que les effets
stéatogenes des pesticides soient soumis a des doses seuils. Ainsi, hous ne pouvons pas exclure
qu'une exposition a plus forte concentration et/ou a plus long terme pourrait favoriser

I’apparition d’une stéatose.

Pour la premiére fois a notre connaissance, notre étude démontre que les dithiocarbamates
exacerbent la stéatose en augmentant I’entrée des acides gras dans les hépatocytes et en
réduisant la sécrétion des VLDL, effets reproduits par le chlorure de manganése (Figure 19 et
22). Cependant, le mécanisme d’induction de I’import des acides gras par les dithiocarbamates
n’a pas pu étre identifié dans cette étude. En effet, I’analyse de I’expression des génes codant
les transporteurs tels que FAT/CD36 ou FATP2, FATP4 et FATP5 (Gimeno, 2007; Li et al.,
2022) n’a révélé aucune induction par les dithiocarbamates ou le manganese (résultats non
montrés). Or, il a été démontré que I’expression et ’activité de FAT/CD36 jouent un réle dans
I’augmentation de ’entrée des acides gras et les pathologies hépatiques associées aux lipides
(He et al., 2011 ; Zhao et al., 2018). Des investigations supplémentaires seraient nécessaires
afin de déterminer le(s) mécanisme(s) impliqué(s) dans I’augmentation de 1’entrée des acides
gras. Il serait important d’étudier notamment 1’abondance protéique des transporteurs, Cités ci-
dessus, par Western blot et par immunofluorescence, étant donné que 1’expression en ARNm
n’est pas toujours le reflet de I’expression de la protéine qui peut subir de nombreuses
régulations post-transcriptionnelles (Pradet-Balade et al., 2001). A expression protéique

constante, nous pourrions conclure a une augmentation de 1’activité de transport.

La diminution de la sécrétion de VLDL par les dithiocarbamates, que nous avons mis en
évidence pourrait étre due a une inhibition de la synthése des VLDL. En effet, nos résultats
démontrent une importante diminution de 1’expression de I’apoB, 1’apoC3 et de MTTP qui sont
essentielles a la formation des VLDL (Fisher et al., 2014; Yao and Wang, 2012). Ces résultats
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sont concordants avec ceux d’une précédente étude dans laquelle les médicaments induisent
une stéatose par diminution de la sécrétion/synthése des VLDL. Par ailleurs, cette récente étude
a mis en évidence que I’inhibition de la sécrétion des VLDL et de I’expression des genes
associes a leur synthése étaient la conséquence d’un stress du réticulum endoplasmique par
certains médicaments (Allard et al., 2021). De plus, notre étude précédente sur la toxicité de ce
mélange de pesticides a réveélé que les dithiocarbamates et le manganése provoquaient un stress
du réticulum endoplasmique (Petitjean et al., soumis). L’analyse de 1’expression des génes
impliqués dans le stress du réticulum montre que DDIT3 (CHOP) est induit par les
dithiocarbamates et le manganése. Ainsi, I’inhibition de la synthése des VLDL par les
dithiocarbamates pourrait également étre en partie due au stress du réticulum endoplasmique
qu’ils provoquent. Il serait donc intéressant d’étudier I’expression protéique de ces marqueurs
dans ces conditions expérimentales de co-traitement aux acides gras et dithiocarbamates ainsi
que d’autres marqueurs du stress du réticulum endoplasmique par analyse transcriptionnelle et

protéique.

Fait intéressant, nos résultats démontrent que 1’augmentation de I’entrée des acides gras dans
les hépatocytes et I’inhibition de la sécrétion des VLDL, induites par les dithiocarbamates et le
manganese, sont des mécanismes précoces. En outre, ces modulations sont observées en
présence ou non d’acides gras. Or, il n’y a pas d’apparition de stéatose en absence d’apport en
acides gras (Figure 16, 17 et 18). L’ensemble de nos résultats suggere que 1’exposition aux
dithiocarbamates et au manganése favoriserait le développement d’une stéatose hépatique en
cas d’exces d’apport d’acides gras survenant pendant ou immédiatement apres 1’exposition aux

pesticides.

Nous avons démontré que ’effet délétere des dithiocarbamates sur les hépatocytes stéatosés est
porté par le manganése. Peu de données cliniques existent concernant la relation entre
I’exposition au manganeése et la présence d’une stéatose. Cependant, des investigations
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cliniques suggérent qu’il existe une association positive entre les concentrations plasmatiques
de manganése et la présence d’une stéatose (Liu et al., 2022; Spaur et al., 2022), bien que ces
données ne soient pas confirmées par d’autres études (Zhang et al., 2022). Malheureusement,
ces recherches cliniques n’ont pas été congues pour montrer que 1’exposition au manganese est

capable d’aggraver une stéatose préexistante liée a 1’obésité.

Notre travail met en évidence une inhibition par les dithiocarbamates et le manganése de
I’activité des CYP2E1, CYP3A4/5 et CYP2B6 (Figure 26 et 27). Toutefois, cette inhibition des
enzymes de phase | est sélective puisqu’elle n’a pas été observée pour I’ensemble des CYP. On
peut cependant noter que I’activité du CYP2CI19 est significativement diminuée dans les
hépatocytes stéatosés exposes au mélange de pesticides par rapport aux hépatocytes stéatoses
non exposés. Ceci suggere une sensibilité et des mécanismes variables entre les différents
cytochromes. De plus, nos investigations n’ont montré aucune différence d’activité¢ des CYP
apres deux jours d’exposition (Figure Supplémentaire 4). Ceci concorde avec le fait que
I’induction des CYP, notamment celle du CYP3A4 est dépendante du temps d’exposition et de
la concentration des inducteurs canoniques tels que la rifampicine ou la dexaméthasone
(Lehmann et al., 1998). Ainsi, il est possible que I’exposition aux dithiocarbamates inhibe
’activité d’autres CYP a des concentrations plus importantes ou a plus long terme. L’inhibition
de I’activité des CYP est probablement liée a la diminution de leur expression en ARNm
observée dans cette étude. L’analyse des transcrits des génes codant les récepteurs nucléaires a
mis en évidence des inhibitions d’expression spécifique (Figure 27). L’expression stable de
AHR, quelle que soit I’exposition, et I’induction de I’expression de CYP1A2, uniquement par
le mélange de pesticides, pourraient suggérer qu’un ou plusieurs pesticides, et
dithiocarbamates, activent AHR. En effet, I’induction de CYP1A2 lors de I’exposition a
certains xénobiotiques est due a I’activation de AHR par ces composés (Bucher et al., 2018a;

Zhao et al., 2019).
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Par ailleurs, nos résultats démontrent que 1’exposition aux dithiocarbamates inhibe en partie
I’expression de CAR, de PXR et de FXR, au méme titre que celles des CYP, suggérant une
corrélation. Cette hypothése d’association entre I’inhibition de 1’expression de ces récepteurs
nucléaires et des CYP est en accord avec le role majeur de CAR et PXR dans I’induction de
CYP2B6 et CYP3A4 (Sueyoshi et al., 1999; Xie et al., 2000). De méme, FXR est connu pour
réguler I’expression du CYP3A4 (Gnerre et al., 2004). De plus, certaines études ont démontré
que I’inhibition de CAR et PXR conduit a une diminution de 1’expression du CYP2B6 et du
CYP3A4 (Beigneux et al., 2002; Forman et al., 1998). Notre hypothese d’un lien entre la
diminution de I’expression de récepteurs nucléaires et de CYPs est également confortée par
plusieurs études qui démontrent que I’inhibition a la fois de I’expression de CAR et de PXR est
responsable de la diminution d’expression de CYP2B6 et CYP3A4 (Bachmann et al., 2021; Xie
etal., 2000). Par ailleurs, cette régulation de plusieurs récepteurs pourrait expliquer I’importante
inhibition d’expression des CYP mise en évidence malgré une diminution partielle de
I’expression de PXR et CAR (Wang et al., 2003). De méme, on peut noter que CAR et PXR
sont impliqués, dans une moindre mesure, dans la régulation des CYP2C, ceci pourrait
expliquer pourquoi nous observons, uniquement en présence du mélange, une diminution de
’activité et de I’expression du CYP2C19 (Bachmann et al., 2021).

Néanmoins, bien que confortées par la littérature, ces hypotheses restent a confirmer par des
expériences supplémentaires. Si ces hypotheses sont validées, elles pourraient permettre
d’identifier CAR et PXR comme récepteurs nucléaires impliqués dans la régulation du CYP2E1
dont I’expression est similaire a celles de CYP2B6 et CYP3A4 aprés exposition aux
dithiocarbamates ou au manganese.

Enfin, P’activation de FXR par la liaison des acides biliaires est connue pour inhiber
I’expression de CYP7A1 et CYP8BI1. A I’'inverse FXR induit I’expression des transporteurs des

acides biliaires qui favorise leurs excrétions vers la bile (Keitel et al., 2019). Ainsi, FXR a un
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réle majeur dans la régulation du métabolisme des acides biliaires et son inhibition conduit a
une dérégulation de 1’expression des CYP7A1, CYP8BI et des transporteurs (Sinal et al., 2000;
Zollner et al., 2003). 11 serait donc intéressant d’étudier plus en profondeur les impacts de la
diminution 1’expression de FXR par 1’exposition des dithiocarbamates, notamment par 1’étude
de la synthese des acides biliaires par quantification de la 7a-hydroxy-4-cholesten-3-one (C4)
et du CYP7AL impliqués dans sa production.

Concernant les enzymes de phase I, notre étude n’a révélé aucune modification de leur activité
(Figure 26). De plus, I’expression d’un certain nombre des membres de la famille des UGT et
SULT a été mesurée et n’a mis en évidence aucune modification significative. Néanmoins,
I’analyse des enzymes de la famille des GST a révélé que I’expression de la GSTa2 était
diminuée. Aussi, I’exposition aux dithiocarbamates et au manganése ne semble pas impacter
globalement les enzymes de phase 1. Le fait que 1’expression d’AHR, qui est capable de réguler
plusieurs enzymes de phase Il tels que les UGT, ne soit pas modulée pourrait expliquer
I’absence d’impact des dithiocarbamates sur les enzymes de phase II (Shelby and Klaassen,
2006). Toutefois, cette hypothese reste a confirmer. De plus, il faut compléter notre étude par
I’analyse de I’activité des GST.

Nous confirmons I’altération de I’activité du CYP3A4 et CYP2E1 dans un contexte de stéatose
liee a une surcharge en acides gras qui est décrit chez les patients présentant une stéatose
dysmétabolique liée a 1I’obésité (Bucher et al., 2018a; Cobbina and Akhlaghi, 2017). Ceci
pourrait étre due a la diminution d’expression de récepteurs nucléaires tels que CAR, PXR et
FXR, gue nous avons mis en évidence entre les cellules HepaRG stéatosées et non stéatosées.
Ces altérations sont en effet connues pour perturber le métabolisme des xénobiotiques en
modulant leur toxicocinétique (Cichocki et al., 2017; Merrell and Cherrington, 2011; Naik et
al., 2013). Bien que I’on n’observe pas d’impact des dithiocarbamates et du manganése sur la

stéatose a ces concentrations, ils diminuent fortement 1’activité de certains CYP (Figure 16, 17
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et 18). Or, les CYP2E1, CYP3A4, CYP3A5 et CYP2B6 métabolisent non seulement beaucoup
de médicaments mais également de nombreux autres xénobiotiques dont des pesticides (Rendic

and Guengerich, 2021).

Pour évaluer I’impact de I’exposition des dithiocarbamates et du manganése en condition
stéatosée ou non sur la biotransformation des autres pesticides, nous avons étudié le
métabolisme du chlorpyrifos et du diazinon (Figure 28). Ces deux pesticides partagent deux
voies majeures de biotransformation, I’une étant considérée comme une détoxification et I’autre
comme une bioactivation. La détoxification de ces molécules est due a une déarylation
conduisant a la formation du TCP et de I’ IMP respectivement pour le chlorpyrifos et le diazinon.
A I’inverse, la désulfuration conduit a la bioactivation par la formation du chlorpyrifos-oxon et

du diazoxon.

Nos résultats suggérent d’une part qu’il n’y a pas de modification de la métabolisation du
chlorpyrifos. En effet, la teneur en TCP n’est pas modifiée, ce qui pourrait s’expliquer par le
fait que I’activité du CYP2C19 n’est pas affecté par les dithiocarbamates, or cette enzyme est
considérée comme majeure dans la déarylation du chlorpyrifos (Tang et al., 2001). Par ailleurs,
la désulfuration conduisant a la formation du chlorpyrifos-oxon serait majoritairement favorisée
par le CYP2B6 dont I’activité est diminuée par les dithiocarbamates (Imaishi and Goto, 2018;

Tang et al., 2001).

Notre etude démontre d’autre part que I’inhibition des CYP diminue la biotransformation du
diazinon. En effet, les quantifications de I’IMP et du diazinon apres deux jours d’exposition
n’ont révélé aucune modification de la biotransformation du diazinon correspondant a une
absence de modification des enzymes de phase | (Figure Supplémentaire 5). En revanche,
I’exposition aux dithiocarbamates et au manganése pendant 2 semaines induit une réduction

significative de la dégradation du diazinon et une forte réduction de la formation de I’IMP.
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Ainsi, la dearylation formant I'IMP est trés nettement diminuée par 1’exposition aux
dithiocarbamates et au manganese. Ceci est en accord avec I’inhibition de 1’activité des
CYP2B6 et CYP3A4, impliqués dans la production d’IMP (Mutch and Williams, 2006; Sams
et al., 2004). Fait intéressant, la co-exposition par les acides gras réduit également, mais de
manic¢re plus modérée la biotransformation du diazinon. Ceci, pourrait s’expliquer par
I’inhibition des différents CYP observée en condition stéatosée. Enfin, la réduction
systématique de la concentration en IMP alors que la teneur en diazinon diminue au cours du
temps, suggere que le diazinon est métabolisé par une voie non identifiée dans ce travail. Celle-
ci pourrait correspondre a la désulfuration conduisant a la production du diazoxon. Cette
hypothéese est confortée par le fait que I’activité du CYP2C19 n’est pas modifiée dans notre
étude. En effet, bien que les CYP1A2, CYP2B6 ou CYP3A4 soient impliqués, le CYP2C19 est
I’enzyme majeure dans la formation du diazoxon (Kappers et al., 2001; Sams et al., 2004).
L’ensemble de ces résultats suggere que 1’exposition aux dithiocarbamates et au manganese
provoque une altération importante dans la détoxification du diazinon. Malheureusement, nous
n’avons pas pu quantifier la formation du diazoxon, des expériences supplémentaires seraient

donc nécessaires pour confirmer I’hypothése d’une toxicité accrue du diazinon.

Les conséquences de I’inhibition de certains CYP et de la perturbation de la toxicocinétique
mises en évidence dans cette étude supposent que 1’exposition aux dithiocarbamates et au
manganése pourrait augmenter non seulement la toxicité de certains pesticides mais également
modifier leur pharmacocinétique et par conséquent la toxicité des médicaments. En effet, les
CYP2E1, CYP3A4 et CYP2B6 sont responsables de la détoxification d’un grand nombre de

xenobiotiques dont les médicaments et pesticides (Rendic and Guengerich, 2015).
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En conclusion, nous avons pu mettre en évidence des effets délétéres des dithiocarbamates liés
au manganese qu’ils contiennent malgré des concentrations bien inférieures a celles retrouvées
dans la littérature. D une part, nous avons démontré que les dithiocarbamates et le manganese,
augmentent 1’import d’acides gras et 1’inhibition de la sécrétion des VLDL aggravant la
surcharge en lipides des hépatocytes lors d’un exces d’acides gras. L’exposition réelle aux
dithiocarbamates et au manganése par 1’alimentation pourrait non seulement favoriser la
progression d’une simple stéatose hépatique vers une stéatohépatite mais également
« prédisposer » le foie au développement d’une stéatose en cas d’excés d’apport d’acides gras.
D’autre part, notre étude met en évidence que les dithiocarbamates et le manganese diminuent
fortement I’activité d’enzymes majeures de la phase | de biotransformation des xénobiotiques,
ce qui est corrélé a une modification de la toxicocinétique du diazinon. L’exposition aux
dithiocarbamates a des concentrations dix fois inférieures a 1’ADI pourrait ainsi favoriser la
toxicité hépatique des xénobiotiques tels que les médicaments ou les contaminants de

I’environnement.

E-Informations supplémentaires

Meéthode Supplémentaire

Evaluation de la viabilité cellulaire par contenu en ATP

La viabilité cellulaire a été évaluée en mesurant la luminescence relative au contenu
intracellulaire en ATP en utilisant le CellTiter-Glo Luminescent Cell viability assay (Promega).
Briévement, apres exposition, les cellules sont incubées 10 min avec le CellTiter-Glo reagent.
Le lysat est transféré dans une plaque opaque et la luminescence est quantifiée a 540nm par le

lecteur de plaque Polarstar Omega (BMG Labtech).
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Informations supplémentaires
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Figure supplémentaire 1 : Structures et références des pesticides
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Figure supplémentaire 2

Chromatogrammes représentatifs d’un mélange (0,1uM pour diazinon, diazoxon et IMP et
1uM pour chlorpyrifos, chlorpyrifos-oxon et TCP) dans un mélange milieu William’s sans
rouge de phénol/eau HPLC 50/50 par UPLC/MSMS (diazinon a 6,7min, diazoxon a 5,1min,
IMP a 2,8min, chlorpyrifos a 7,4min, chlorpyrifos-oxon a 6,1min et TCP a 5,2min)

ADI
Pesticides CAS Number (mg/kg/days) (mg/L) (LM)
Chlorpyrifos 2921-88-2 0.01 0.12 0.3423
Diazinon 333-41-5 0.0002 0.0024 0.0078
Dimethoate 60-51-5 0.001 0.012 0.0523
Imazalil 35554-44-0 0.025 0.3 1.009
Iprodione 36734-19-7 0.06 0.72 2.181
Maneb 12427-38-2 0.05 0.6 2.262
Mancozeb 8018-01-7 0.05 0.6 2.251
Tableau supplémentaire 1 : Acceptable Daily Intake (ADI) ou dose acceptable journaliére
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Composés / | n° CAS Tr Vc | Transition de | Transition de | LQ
étalons internes (min) | (V) | quantification confirmation (uma) et | (UM)
(uma) et (énergie | (énergie de collision
de collision - eV) eV)
Diazinon 333-41-5 6.7 40 | 305>169 (29) 305>153(21) 0.03
Diazoxon 962-58-3 5.1 40 | 289>153 (21) 289>84 (40) 0.03
IMP 2814-20-2 2.8 40 | 153>84 (17) 153>70 (20) 0.03
chlorpyrifos 2921-88-2 7.4 25 | 350>198 (19) 350>125 (21) 0.03
Chlopyrifos-oxon | 5598-15-2 6.1 35 | 334>278 (20) 334>306 (12) 0.03
TCP 6515-38-4 5.2 40 | 198>107 (28) 198>134 (22) 0.03
Diazinon-dio 100155-47-3 | 6.6 40 315>170 (22) 315>154 (22) 0.03
IMP-13C4 - 2.7 40 | 157>88 (18) 157>70 (20) 0.03
Chlorpyrifos-dig | 285138-81-0 | 7.3 35 | 362>131 (20) 362>99 (30) 0.03
Chlorpyrifos- 1794779- 6.0 40 344>280 (18) 344>312 (13) 0.03
0xon-dig 85-3
TCP-13C3 - 5.2 40 | 205>111 (31) 205>139 (22) 0.03

Tableau supplémentaire 2

Parameétres d’identification UPLC-MS/MS du diazinon dy chlorpyrifos et leurs métabolites et
étalons internes (Tr : temps de rétentention ; V¢ : tension de cone ; LQ : limite quantification

Primer sequence

Forward Reverse
AHR 5'-GCC-GGT-GCA-GAA-AAC-AGT-AA-3' 5'-TAG-CCA-AAC-GGT-CCA-ACT-CT-3'
ApoC3 5'-TGC-TCC-AGG-AAC-AGA-GGT-3' 5'-CCC-TGC-ATG-AAG-CTG-AGA-A-3'
ApoB 5'-CCC-TCA-GTC-CTC-TCC-AGA-TAA-A-3' 5'-GCT-GCC-TCT-TCT-TCC-CAA-TTA-3'
CAR 5'-CCC-CGG-GAT-CGG-TTT-CT-3' 5'-GTA-GGC-CTC-ATT-AAT-GCT-CCG-3'
CYP1A2 5'-GGT-TCA-AGG-CCT-TCA-ACC-AG-3' 5'-ACA-TGA-GGC-TCC-AGG-AGA-TG-3'
CYP2B6 5'-CTT-CCG-GGG-ATA-TGG-TGT-GA-3' 5'-CAC-TGA-GCC-TCC-TCC-TGA-AT-3'
CYP2C19 5'-CCA-GGG-TTT-AAT-CTT-TTT-CAG-CTT-C-3' 5'-GCT-TTG-GAG-ATG-ACA-TGA-GGC-3'
CYP2E1 5'-TTG-AAG-CCT-CTC-GTT-GAC-CC-3' 5'-CGT-GGT-GGG-ATA-CAG-CCA-3'
CYP3A4 5'-CTT-CAT-CCA-ATG-GAC-TGC-ATA-AAT-3' 5'-TCC-CAA-GTA-TAA-CAC-TCT-ACA-CAG-ACA-A-3'
DDIT3 5'-GTC-TAA-GGC-ACT-GAG-CGT-ATC-3' 5'-CAC-TTC-CTT-CTT-GAA-CAC-TCT-CT-3'

FXR 5'-TAA-AAA-CGG-GGG-CAA-CTG-TG-3' 5'-GCC-TGT-ATA-CAT-ACA-TTC-AGC-CA-3'

GSTa2 5'-TGC-AAC-AAT-TAA-GTG-CTT-TAC-CTA-AGT-G-3' 5'-TTA-ACT-AAG-TGG-GTG-AAT-AGG-AGT-TGT-ATT-3'
GSTa3 5'-AAG-TCG-CTA-TTT-CCC-TGC-C-3' 5'-GAA-GTT-GGA-GAT-AAG-GCT-GGA-G-3'
GSTa4 5'-GAC-GGG-ATG-AAG-TTG-GTA-CAG-3' 5'-TCC-ACG-TAC-ATG-TCA-ATC-AGG-3'
HNF4a 5'-CAG-ATG-ATC-GAG-CAG-ATC-CA-3' 5'-CGT-TGG-TTC-CCA-TAT-GTT-CC-3'

IREla 5'-CCA-GAC-AGA-CCT-GCG-TAA-AT-3' 5'-CCG-GTA-GTG-GTG-CTT-CTT-ATT-3'

LXR 5'-TGA-TGT-TCC-CAC-GGA-TGC-TA-3'
MTTP 5'-TAC-CAG-GCT-CAT-CAA-GAC-AAA-G-3'
PERK 5'-GAC-CTC-AAG-CCA-TCC-AAC-ATA-3'
PXR 5'-TCC-TTT-GCA-CCG-GAT-TGT-TC-3'
SULT1A1 5'-GGA-TGT-GGC-AGT-TTC-CTA-CTA-C-3'
SULT1A3 5'-CCT-ACT-ACC-ATT-TCC-ACC-GTA-TG-3'
TBP 5'-GAG-CTG-TGA-TGT-GAA-GTT-TCC-3'

5'-GGT-GGG-AGC-TTT-TTG-TCC-TG-3'
5'-CTG-ACA-CCC-AAG-ACC-TGA-TTT-3'
5'-CTG-GTC-CAT-TGC-AGT-CAC-TAA-3'
5'-TGG-ACT-GCT-TGG-TGG-TAA-GT-3'
5'-TTT-CGG-GTT-CTC-CTT-CAT-GTC-3'
5'-GGA-CCC-GTA-GGA-CAC-TTC-T-3'
5'-TCT-GGG-TTT-GAT-CAT-TCT-GTA-3'

UGT1Al 5'-TGA-CGC-CTC-GTT-GTA-CAT-CAG-3' 5'-CCT-CCC-TTT-GGA-ATG-GCA-C-3'
UGT1A3 5'-ACA-TAA-TGA-GGC-CCT-GAT-CAG-3' 5'-AGG-AAT-CGA-CAG-GTA-CTT-AGC-3'
UGT2B7 5'-CAA-CGT-AAT-TGC-ATC-AGC-CC-3' 5'-AAG-CTC-TGG-TCT-TTG-GAT-GAC-3'

Tableau supplémentaire 3 : Séquences des amorces utilisées pour les quantifications
d’expression de génes par RT-qPCR
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Figure supplémentaire 3 : Effets individuels ou en mélange des pesticides sur la viabilité

cellulaire

Evaluation de la viabilité cellulaire par mesure du contenu intracellulaire en ATP aprés deux
semaines de co-exposition aux pesticides en présence (+FA) ou non d’acides gras (-FA). Les

résultats correspondent a la moyenne

+

SEM de 3 expériences indépendantes.

significativement différent des HepaRG non stéatosées (-FA). # significativement différent des
HepaRG non traitées (Ctrl).
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Figure supplémentaire 4: Activité et expression génique d’enzymes majeures de
détoxification apres deux jours d’exposition aux dithiocarbamates et I’ion manganeése

(A) Mesure de P’activit¢ du CYP3A4/5, du CYP2B6, du CYP1A2 et du CYP2C19
respectivement par dosage en LC-MS/MS des métabolites hydroxy-midazolam, hydroxy-
bupropion, acétaminophéne et de la 4-hydroxy-méphenytoine, (B) mesure de I’activité du
CYP2E1 par dosage en HPLC de la chlorzoxazone-O-glucuronide, (C) mesure de 1’activité des
UGT et des SULT respectivement par dosage en LC-MS/MS de I’acétaminophéne glucuronide
et de I’acétaminophéne sulfate apres deux jours de co-exposition au manebe, manganese
(MnCl2) et mélange de pesticides avec ou sans dithiocarbamates (Mixture -DTC) a des
concentrations dix fois inférieures a I’ADI en présence (+FA) ou non d’acides gras (-FA). (D)
quantification relative par RT-qPCR de I’expression des genes codants les GSTa aprées deux
semaines de co-exposition au manébe, manganese (MnCl,) et mélange de pesticides avec ou
sans dithiocarbamates (Mixture —-DTC) & des concentrations dix fois inférieures a I’ADI en
présence (+FA) ou non d’acides gras (-FA). Les résultats correspondent a la moyenne + SEM
d’au moins 3 expeériences indépendantes. * significativement différent des HepaRG non
stéatosées (-FA). # significativement différent des HepaRG non traitées (Ctrl).
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Figure supplémentaire 5: Impact de DIexposition pendant deux jours des
dithiocarbamates et de I’ion manganese sur la biotransformation du diazinon et du
chlorpyrifos (A) Quantification par LC-MS/MS du diazinon, (B) de son métabolite le 2-
isopropyl-6-methyl-4-pyrimidinol et (C) du 3,5,6-trichloro-2-pyrimidinol, métabolite du
chlorpyrifos apres 8 et 24 heures d’incubation avec les molécules meres (50pM) sur des cellules
co-exposées pendant 2 jours au manébe (Mb), manganese (Mn) et mélange de pesticides (Mix),
a des concentrations inférieures a dix fois I’ADI, en présence (+FA) ou non d’acides gras (-
FA). Les résultats correspondent a la moyenne + SEM de 4 expériences indépendantes. #,a,b
significativement différent respectivement des cellules HepaRG non traitées stéatosées ou non
(C), de I’exposition équivalente non stéatosée (-FA), de ’équivalent a 8 heures d’incubation
(8h).
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I-DITHIOCARBAMATES DE MANGANESE ET HEPATOTOXICITE

Le rapport de ’EFSA en 2017, qui révele une contamination par des résidus de pesticides dans
44% des aliments analysés parmi lesquels 28% présentent de multiples résidus, interroge quant
aux effets de ’exposition de I’Homme auX pesticides par 1’alimentation (EFSA, 2017). Dans le
cadre du projet intitulé « Pesticides and Tumor Niches » (PeNiCa), s’inscrivant dans le
consortium créé au sein du Cancérop6le Grand-Ouest visant a évaluer I’impact de 1’exposition
a plusieurs pesticides retrouvés dans 1’alimentation, nous avons sélectionnés sept pesticides.
Afin de correspondre au mieux a une exposition réelle aux pesticides par I’alimentation, le
consortium a choisi d’étudier 1) le chlorpyrifos, le diazinon, le diméthoate, I’imazalil,
I’iprodione, le manébe et le mancozébe qui sont fréquemment retrouvés dans I’alimentation (
EFSA, 2017), 2) en mélange, 3) a des concentrations extrapolées de 1’ADI. Dans I’article 1,
nous nous sommes concentrés sur I’impact de ce mélange sur le foie étant donné que cet organe
est une cible majeure dans la toxicité des xénobiotiques et qu’il assure leur biotransformation
conduisant a leur élimination. L’utilisation de différents modeéles hépatiques in vitro nous a
permis de révéler une importante cytotoxicité du mélange des 7 pesticides vis-a-vis des

hépatocytes lors d’une exposition aigue.

Nous avons identifié les dithiocarbamates, manebe et mancozebe, comme porteurs de
I’hépatotoxicité. Nous avons également mis en évidence que I’exposition aux dithiocarbamates
entrainait un stress du réticulum endoplasmique et oxydant qui entraine I’activation de la voie
intrinséque de ’apoptose et la mort cellulaire. La majeure partie de ces résultats ont été
confirmé dans les hépatocytes humains en culture primaire suggérant que 1’extrapolation de nos

résultats vers ’Homme est pertinente.

Ces résultats sont en accord avec plusieurs études in vitro et in vivo demontrant la toxicité de

ces composés bien que les concentrations utilisées dans celles-ci soient trés nettement
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supérieures a celles que nous avons utilisé (Ben Amara et al 2015, Sefi et al 2019, Yahia et al
2019, Saber et al 2019, Gok and Deveci 2022). De méme, 1’exposition aux dithiocarbamates
est connue pour provoquer un stress oxydant associé a la mort cellulaire, notamment au niveau
rénal, gastrique ou encore cérébral (Domico et al., 2007; Hoffman and Hardej, 2012; Kumar et
al.,, 2019; Roede et al., 2011). En outre, I’exposition aux dithiocarbamates favorise le
développement de pathologies neurodégénératives telle que la maladie de Parkinson (Ferraz et
al., 1988; Meco et al., 1994). 1l semblerait que les mécanismes impliqués dans 1’apparition de
la maladie de Parkinson induite par les dithiocarbamates soient en partie similaire aux
mécanismes d’hépatotoxicité que nous avons mis en évidence. En effet, 1’inhibition du stress
oxydant et du stress du réticulum, induit par les dithiocarbamates diminuent leur toxicité (Colle
et al., 2018; Dastidar et al., 2020). Dans une approche similaire a nos expériences de co-
exposition avec la NAC, il serait intéressant de co-exposer les hépatocytes HepaRG avec I’acide
phénylbutyrique ou 1’acide tauroursodéoxycholique afin de déterminer si 1’inhibition du stress
du RE est suffisant pour pallier a la toxicité des dithiocarbamates (Ozcan et al., 2006). En
revanche, Zhang et ses collaborateurs démontrent que le manebe inhibe le complexe 111 de la
chaine respiratoire des mitochondries, isolées a partir du cerveau de rat (Zhang et al., 2003). Or
le dosage de I’activité des complexes que nous avons effectués n’a révélé aucune altération de
la chaine respiratoire aprés exposition aigue aux dithiocarbamates. Cependant, dans nos
conditions expérimentales, la mesure de ’activité des complexes de 1a chaine respiratoire se
fait sur mitochondries isolées perméabilisées sans qu’il y ait ajout de pesticide ou de MnClo. Il
est possible que I’accumulation intra-mitochondriale liée a I’exposition au manebe soit perdue
dans ces conditions expliquant ainsi le fait que nous n’ayons pas observé d’altération de leur
activité.

Par ailleurs, nous avons mis en évidence que 1’hépatotoxicité est associée a une métabolisation

des dithiocarbamates, qui conduit a la formation de ’ETU et la libération de I’ion manganese.
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Notre étude démontre que le métabolite principal des dithiocarbamates, I’ETU, n’est pas
impliqué dans 1’hépatotoxicité (Somerville, 1986). En revanche, I’ensemble des effets du
manebe et du mancozebe était retrouvés lors de I’exposition des cellules HepaRG par le
chlorure de manganese. Dans ce sens, certaines études suggerent que le manganese pourrait
jouer un réle dans les effets déléteres des dithiocarbamates contenant du manganese (Anderson
et al., 2018; Costa-Silva et al., 2018; Hoffman and Hardej, 2012). D’autres auteurs démontrent,
comme dans notre étude, que les effets des dithiocarbamates sont retrouvés avec 1’ion
manganése (Carmona et al., 2014; Domico et al., 2006; Domico et al., 2007). Par exemple,
selon Domico et ses collaborateurs les peroxydes d’hydrogene sont générés a la fois par les

dithiocarbamates et I’ion manganése (Domico et al., 2007).

L’étude de la métabolisation des dithiocarbamates dans nos expériences a également révélé la
présence de la xanthine et de ’hypoxanthine dans les milieux de culture des hépatocytes
exposés aux dithiocarbamates. En se basant sur un document de la Commission Européenne
sur le métiram, un analogue du mancozebe, nous avons émis I’hypotheése que la xanthine et
I’hypoxanthine pourraient étre issus du métabolisme des dithiocarbamates en purines
(European Commission, 2017). Notre deuxieme hypothése était basée sur la littérature qui
décrit la xanthine comme un biomarqueur de stress cellulaire (Kathiwala et al., 2010; Turgan
et al., 1999). L’exposition des hépatocytes HepaRG par le chlorure de manganese a révélé que
la xanthine et I’hypoxanthine était également présent dans le surnageant de culture. Ces résultats
infirmaient la premiére hypothése. De plus, I’absence de formation de ces molécules par les
cellules exposées a des concentrations toxiques de paracetamol nous a permis de valider la
deuxiéme hypothése. Ainsi, le stress cellulaire di aux dithiocarbamates induirait au sein des
hépatocytes la formation et la sécrétion de la xanthine et de I’hypoxanthine. Par ailleurs, 1’étude
de Domico et al. démontre que le mancozébe genére plus de ERO en présence de xanthine et

xanthine oxydase et que I’ajout de I’allopurinol (inhibiteur de la xanthine oxydase) diminue
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fortement la formation des ERO (Domico et al., 2007). 1l est donc possible que la formation de
la xanthine et de I’hypoxanthine joue un réle dans la production des ERO induit par les

dithiocarbamates.

L’ensemble de ces résultats suggerent que la formation de la xanthine induite par les
dithiocarbamates et le manganése pourrait également favoriser la production des ERO

responsable de la toxicité des dithiocarbamates.

Enfin, nous avons observé, uniquement dans les hépatocytes, que 1’exposition au manebe
provoquait une surcharge intracellulaire et mitochondriale du contenu en manganése au méme
titre qu’une exposition au chlorure de manganése. La littérature conforte en partie ces résultats,
puisque la surcharge en manganese suite a une exposition au manebe et/ou au mancozebe est
retrouvée dans les modeles in vitro du colon, du cerveau ou chez le poisson au niveau cérébral
(Carmona et al., 2014; Costa-Silva et al., 2018; Hoffman and Hardej, 2012). En outre, cette
surcharge en manganese était concomitante a une diminution du contenu intracellulaire en Zinc.
En restaurant le pool en zinc, par la co-exposition avec du chlorure de zinc, nous avons en partie
diminué la surcharge en manganese, ce qui était suffisant pour inhiber les mécanismes de
toxicité induit par 1’exposition aux dithiocarbamates. Ceci concorde avec une récente étude in
vivo démontrant chez la souris que 1’apport en zinc est capable de pallier a 1’ensemble des
dommages induit par le manébe, tels que le stress oxydant ou la génotoxicité (Sefi et al., 2020).
En revanche, & notre connaissance, la diminution du contenu intracellulaire en Zn concomitante
a une surcharge de manganese dans les hépatocytes n’avait pas encore été identifiée. Ainsi, nos
investigations mettent en évidence un role majeur de 1’homéostasie du zinc et du manganese

dans les phénomenes de stress oxydant induits par 1’exposition aux dithiocarbamates.

Ces premiers travaux, ainsi que ceux présenter dans le chapitre 2, démontrent que les effets

déléteres de I’exposition aux dithiocarbamates semblent dus majoritairement au manganése. Le
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manganese ¢tant un élément essentiel il n’existe pas d’ADI. Au contraire, il est établi une valeur
d’apport recommandé¢ appelé Adequate Intake (Al). Pour la population européenne 1I’Al a été
fixée entre 2 et 3 mg par jour (EFSA, 2013). En revanche, 1’absence d’effet délétere chez des
personnes effectuant un régime végétarien a permis d’estimer que la NOAEL pour
I’alimentation pouvait étre fixé a 11mg par jour (Greger, 1999; Institute of Medicine (US),
2001). Si I’on rapporte 1’Al au poids corporel moyen considéré dans notre étude c’est a dire
60kg, on obtient une ADI entre 0,33 et 0,5 mg/kg/jour. Fait intéressant, la valeur la plus haute,

0,5mg/kg/jour correspond a I’ADI du manébe et du mancozebe.

Cependant, moins de 5% du manganese ingéré est absorbé au niveau intestinal, ce qui joue un
role majeur dans I’homéostasie du manganése (Katz and Rader, 2019). Ceci pourrait expliquer
I’absence de toxicité du manganése a des doses équivalentes a I’ADI du manébe et du
mancozebe. Ainsi, les résultats que nous avons obtenu in vitro sont difficilement extrapolables
aune exposition réelle par I’alimentation. Néanmoins, I’absorption du manebe et du mancozébe

est probablement différente de celle du manganese.

C’est pourquoi, nous avons utilisé le modéle ex vivo des chambres de Ussing (Ussing and
Zerahn, 1951). Ce modéle permet, entre autres, d’étudier le passage des molécules a travers les
tissus. Dans nos expériences, nous avons ajouté du mancozebe du c6té séreux et étudier son
passage a travers le duodénum et le colon de porc. Malheureusement, les échantillons analysés
en HPLC, qu’il soit prélevé du coté séreux ou luminal, n’ont pas permis de détecter le manebe
ou I’ETU en HPLC probablement parce que les concentrations étaient en dessous de la limite
de quantification de la technique analytique. L’utilisation de la méthode d’analyse par LC-
MS/MS, développée lors de ma thése, devrait permettre de quantifier ces molécules. On pourrait
également imaginer doser par ICP-MS le manganése dans les tissus utilisés afin de démontrer
si le métal est retenu au niveau intestinal. Si les dithiocarbamates se révélent étre en capacité
de franchir la barriére intestinale, il pourrait étre une forme de vecteur pour le manganese. Alors,
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le foie serait directement exposé au manganese, auquel cas nos résultats seraient transposables

a une réelle exposition de I’Homme aux dithiocarbamates issus de I’alimentation.

Lors de mes travaux de these nous avons egalement mis en évidence que les pesticides a faibles
doses impactaient négativement la différenciation des hépatocytes HepaRG (Figure 29A).
Ainsi, I’exposition durant la phase de prolifération des progéniteurs de la lignée HepaRG
conduit & une diminution de I’expression de marqueurs de différenciation hépatocytaire tels que
le CYP3A4 et I’Aldolase B (Gripon et al., 2002; Watt et al., 2003). De plus, cette inhibition de
différenciation était retrouvée malgré I’arrét du traitement aux pesticides et 1’ajout de DMSO

pour potentialiser la différenciation hépatocytaire.

Par ailleurs, I’exposition aux pesticides des cellules progénitrices de la lignée HepaRG a réveélé
un effet pro-prolifératif (Figure 29B-C). En effet, le contenu intracellulaire en ATP et en ADN
ainsi que la quantification des noyaux par marquage au Hoechst étaient augmentés dans les
cellules HepaRG exposées au mélange de pesticides. Il sera important de poursuivre 1’étude de
cet effet sur la prolifération, d’en déterminer les mécanismes et de rechercher si les pesticides
génerent des mutations de génes participant a la régulation du cycle cellulaire. La lignée
HepaRG présente la particularité de ne pas avoir de mutations sur des génes clefs du cycle
cellulaire tels que P53, WNT, B-caténine ou encore Rb et de croitre trés lentement en milieu
semi-solide. L’exposition chronique des cellules progénitrices pourrait potentiellement
produire de nouveaux ‘hits’ oncogéniques qui modifieraient leur capacité proliférative et leur
niveau de « transformation ». Ce résultat est a rapprocher d’un précédent article publié par le
consortium PeNiCa qui avait démontré que des cellules mésenchymateuses rendues « pré-
néoplasiques » par expression constitutive de hTERT et invalidation de P53 généraient plus de

tumeurs en souris Nude aprés exposition aux pesticides (Hochane Stem Cells 2017).
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Des mutations des cellules progénitrices du foie peuvent conduire a différents types de cancer
du foie (Cabillic and Corlu, 2016; Kim et al., 2004; Lazarevich et al., 2010). Il serait donc
important de poursuivre ce versant de I’étude qui permettrait d’évaluer I’impact des pesticides
sur la progression tumorale. La cancérogeénicité des pesticides étant étudiée lors de la
détermination des valeurs références, les résultats obtenus contribueraient a compléter notre

¢valuation de I’exposition aux pesticides par I’alimentation.
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Figure 29 : Effets des pesticides sur la prolifération des progéniteurs HepaRG et sur leur
différentiation en cellules hépatocytes-like

Pendant 21 jours les progéniteurs de la lignée HepaRG ont été exposés aux mélanges apres quoi
les cellules ont été cultivées sans pesticides et leur différenciation a été potentialisée par I’ajout
de DMSO environ une semaine plus tard. (A) Analyse par RT-qPCR de I’expression des
marqueurs de différenciation hépatocytaires au cours du temps en présence ou non de
pesticides. (B) Images représentatives des cellules HepaRG en lumiére blanche et marquages
de leur noyau au Hoechst apres exposition de 21 jours aux pesticides. (C) Mesure de la
prolifération, par quantification de I’intensité de Hoechst, du contenu en ADN et en ATP, des

cellules HepaRG apres 21 jours d’exposition aux mélanges de pesticides avec et sans
dithiocarbamates
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II- DITHIOCARBAMATES DE MANGANESE ET STEATOSE

La deuxiéme partie de mes travaux de thése s’inscrivait dans le contexte d’augmentation des
cas d’obésité¢ et de surpoids. Plus particulierement aux maladies métaboliques qui y sont
associees telle que la stéatose hépatique. Ces travaux financés par I’ANSES, avaient pour but
d’étudier I’'impact de I’exposition aux pesticides par I’alimentation sur 1’apparition et
I’aggravation de la stéatose et sur la capacité¢ de détoxification des xénobiotiques par le foie
sain et stéatosé. Nous avons choisi de garder le mélange de pesticides utilisé dans la premiére
étude ainsi que les concentrations extrapolées de I’ADI. En revanche, pour mimer au mieux
I’exposition réelle aux pesticides par 1’alimentation nous avons, cette fois-Ci, exposées les
cellules HepaRG différenciees pendant deux semaines. De plus, le modele a été modifié afin de
réduire la cytotoxicité des dithiocarbamates. Apres différenciation selon le protocole classique
des 30 jours, le cellules HepaRG sont maintenues dans un milieu réduit en sérum (5%) et en
DMSO (1%). Dans ces conditions, 1’exposition aux pesticides aux concentrations de 1’ordre de
I’ADI n’engendrent pas la toxicité décrite dans le 1*" chapitre. L’hypothése est que I’expression
de certaines enzymes de biotransformation, notamment des CYP450 trés sensibles au DMSO,

serait diminuée, réduisant ainsi la métabolisation des composes et la libération de manganese.

L’utilisation du modele de stéatose HepaRG a permis de mettre en évidence une exacerbation
de la stéatose par 1’exposition aux dithiocarbamates et au manganése. Un certain nombre de
mécanismes ont éte identifiés dans 1’accumulation lipidique mise en place lors de la stéatose
tels que I’entrée des acides gras, la B-oxydation, la lipogénese de novo et 1’export par la voie
des VLDL (Allard et al., 2021; Begriche et al., 2011; Fromenty and Pessayre, 1995; Massart et
al., 2022). En étudiant ces différentes pistes, nous avons pu mettre en évidence que les
dithiocarbamates et le manganése augmentaient de manicre précoce I’entrée des acides gras.
De méme, la sécrétion des VLDL était inhibée a la fois dans les cellules non stéatosées et

stéatosees. Cette inhibition était également retrouvée lors de 1’exposition de deux semaines et
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associée a une diminution de I’expression de facteurs essentiels dans la formation des VLDL
que sont I’apoB, 1’apoC3 et de MTTP (Fisher et al., 2014; Yao and Wang, 2012). Ces résultats,
ainsi que 1’absence d’accumulation des lipides due aux dithiocarbamates dans les cellules
HepaRG non stéatosées, suggeérent que 1’exposition aux dithiocarbamates et au manganése
prédispose le foie au développement d’une stéatose hépatique dans le cas d’un apport en exces
d’acides gras. A I’instar de I’hypothése « two hit » de la stéatohépatite, les dérégulations dues
a I’exposition aux dithiocarbamates par 1’alimentation pourrait correspondre au « first hit » et
I’apport d’acides gras au « second hit » conduisant a 1’apparition d’une stéatose (Day and

James, 1998)

Par ailleurs, il a été démontré que 1’inhibition de la sécrétion des VLDL et de I’expression des
genes associées a leurs synthéses €tait la conséquence d’un stress du réticulum endoplasmique
pouvant étre induit par des xenobiotiques (Allard et al., 2021; Liao and Chan, 2001; Rutkowski
et al., 2008). Nos investigations suggerent la mise en place d’un mécanisme similaire lors de
I’exposition aux dithiocarbamates qui reste a confirmer. Par ailleurs, les résultats du chapitre 1
révélent un stress du réticulum induit par 1’exposition aigue aux dithiocarbamates (Petitjean et
al., soumis). Il serait nécessaire d’étudier d’autres marqueurs du stress du réticulum
endoplasmique par analyse génomique et transcriptionnelle. Egalement, la co-exposition de
cellules en présence d’inhibiteur du stress du RE, tel que I’acide tauroursodéoxycholique,
permettrait de confirmer le role du stress du RE dans ’exacerbation de la stéatose par les

dithiocarbamates (Allard et al., 2021; Basseri and Austin, 2012; Ozcan et al., 2006).

Les maladies du foie telle que la stéatose ainsi que 1’exposition aux xénobiotiques sont connues
pour altérer la capacité métabolique du foie (Cichocki et al., 2017; Merrell and Cherrington,
2011; Michaut et al., 2016; Naik et al., 2013). Nous avons donc utilisé les cellules différenciées

de la lignée HepaRG qui disposent d’une capacité de métabolisation proche des hépatocytes
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humains (Berger et al., 2016). Ainsi nos travaux ont mis en évidence une perturbation du
métabolisme des xénobiotiques par I’exposition aux dithiocarbamates et au manganése. En
effet, la biotransformation du diazinon était altérée par les dithiocarbamates notamment par une
formation de I’IMP fortement diminuée et une dégradation du diazinon réduite. Notre étude a
également mis en evidence une inhibition de certains CYP dont CYP2B6 et CYP3A4 impliqués
dans la production d’IMP (Mutch and Williams 2006 ; Sams et al 2004). L’ensemble de ces
résultats suggérent donc que 1’inhibition par les dithiocarbamates du CYP2B6 et CYP3A4 est
responsable de la diminution de la biotransformation du diazinon, cependant des expériences
supplémentaires restent nécessaires pour confirmer cette hypothese. De méme, notre étude
démontre une inhibition de la déarylation du diazinon en IMP, or cette réaction est considéree
comme une détoxification, ¢’est pourquoi 1’exposition aux dithiocarbamates pourrait accroitre
la toxicité du diazinon (Mutch and Williams, 2006; Sams et al., 2004). Cependant, nous n’avons
pas réussi a quantifier le diazoxon qui est le métabolite issu de la bioactivation du diazinon
(Kappers et al., 2001; Sams et al., 2004). D’une part, il serait important de mettre au point une
méthode permettant d’évaluer la formation de ce métabolite considéré comme plus toxique que
le diazinon. D’autre part, il faudrait comparer 1’ECso du diazinon vis a vis des cellules exposees
aux dithiocarbamates par rapport aux cellules non exposées. Ainsi, la formation du diazoxon
devrait étre plus importante et la toxicité du diazinon plus élevée dans les cellules pré-exposées

aux dithiocarbamates.

En outre, I’inhibition de D’activit¢ des enzymes de biotransformation et [’altération du
métabolisme du diazinon, suggere que 1’exposition aux dithiocarbamates pourrait perturber la
toxico-cinétique et toxico-dynamique d’un grand nombre de xénobiotiques. En effet, les
CYP2E1, CYP3A4 et CYP2B6 sont fréquemment impliqués dans le métabolisme des

xenobiotiques tels que les pesticides et les médicaments (Rendic and Guengerich, 2015).
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Nos résultats mettent en évidence une association entre 1’inhibition de CYP2B6 et CYP3A4 et
I’inhibition des récepteurs nucléaires PXR, CAR et FXR par I’exposition aux dithiocarbamates.
Certaines ¢tudes démontrent que la diminution de 1’expression des CYP2B6 et CYP3A4 est
liee a une inhibition de CAR et PXR (Forman et al 1998 ; Beigneux et al 2002). Nous émettons
I’hypothése, qui restera a confirmer, que I’exposition aux dithiocarbamates diminue
I’expression de CAR et PXR, par un mécanisme non identifié, ce qui conduit a une inhibition
des CYP2B6 et CYP3A4. L’utilisation d’un géne rapporteur tel que la luciférase, largement
utilisé pour 1’étude du réle des récepteurs nucléaires, permettrait de confirmer ou infirmer cette
hypothése (Cevenini et al., 2016; Lasch et al., 2021; Luckert et al., 2018; Miraglia et al., 2011,
Schenborn and Groskreutz, 1999). Il faudrait pour cela que le gene codant pour la luciférase
soit sous le controle d’un promoteur présentant des sites de liaisons aux récepteurs PXR et/ou
CAR (Laschetal., 2021; Luckert et al., 2018). On peut également imaginer un systéme similaire
avec une expression basale de luciférase mais dépourvu des sites de liaison de PXR et/ou CAR,

dans ce cas la luminescence ne serait pas atteinte par I’exposition aux dithiocarbamates.

Concernant le récepteur nucléaire FXR, il joue un r6le majeur dans le métabolisme des acides
biliaires et son inhibition conduit & une perturbation des CYP7AL et CYP8B1 (Keitel et al.,
2019; Sinal et al., 2000; Zollner et al., 2003). 1l est donc possible que I’exposition aux
dithiocarbamates puisse modifier le métabolisme des acides biliaires. La quantification de la
7a-hydroxy-4-cholesten-3-one (C4) et de 1’activité et de I’expression du CYP7AT1 dans les

cellules exposées aux dithiocarbamates pourrait permettre de répondre a cette hypothese.

Par ailleurs, I’invalidation du géne codant FXR chez la souris a mis en évidence que I’inhibition
de FXR favorisait I’accumulation lipidique (Sinal et al., 2000). De plus, une étude révele une
action anti inflammatoire de FXR, a la fois dans un modele in vitro et in vivo, lie a la voie NF-
kB (Wang et al., 2008). Les auteurs démontrent également que 1’activation de la voie Nf-kB et
donc l’inflammation réprime I’action de FXR. Il serait ainsi intéressant, dans les cellules
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présentant une stéatose exacerbée, d’étudier I’expression de FXR qui pourrait jouer un réle dans
I’accumulation lipidique et la progression vers une stéatohépatite induite par les

dithiocarbamates.
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La simple stéatose hépatique peut évoluer en stéatohépatite caractérisée par une inflammation
et une accumulation lipidique plus importante (Aly and Kleiner, 2011). Le concept « two hits »
dans le cadre d’une stéatohépatite correspond a une accumulation lipidique caractéristique
d’une stéatose « first hit » et le « second hit » qui peut étre divers, stress oxydant, inflammation,
conduit a la progression en stéatohépatite (Day and James, 1998). Parmi les facteurs favorisant
la progression de la stéatose en stéatohépatite, on peut citer les xénobiotiques comme 1’alcool,
les médicaments ou les contaminants de I’environnement (Bucher et al., 2018b; Duval et al.,

2017; Minato et al., 2014).

L’ensemble de nos études suggerent que I’exposition aux dithiocarbamates et au manganese
serait un facteur de progression de la stéatose vers la stéatohépatite que 1’on pourrait considérer
comme « second hit ». En effet, nous avons démontre, d’une part que les dithiocarbamates et le
manganeése provoguaient un stress du réticulum endoplasmique, un stress oxydant et une mort
par apoptose et d’autre part, qu’ils favorisaient la progression de la stéatose par une plus forte

accumulation lipidique et qu’ils perturbaient I’expression des enzymes de biotransformation.

La stéatose hépatique peut étre induite par le stress du réticulum endoplasmique (RE) qui peut
étre provoqué par 1’excés de lipides mais également par 1’exposition aux xénobiotiques (Allard
et al., 2021; Ota et al., 2008; Sharma et al., 2008). De plus, la dérégulation de I’une des voies
de ’UPR est suffisante pour provoquer un changement dans I’accumulation des lipides au
niveau hépatique (Kammoun et al., 2009; Rutkowski et al., 2008). La stéatose est associée a
une forte diminution de 1’apolipoprotéine B qui est indispensable a la formation des VLDL (Ota
et al., 2008; Yamaguchi et al., 2007). Par ailleurs, I’inhibition de la sécrétion des VLDL,
nécessaire a 1’élimination des triglycérides, joue un rdle majeur dans la progression de la

stéatose induite par le stress du RE (Allard et al., 2021; Liao and Chan, 2001; Ota et al., 2008).
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Il apparait que le stress du RE peut étre a la fois une cause et une conséquence, ce qui en fait
un mécanisme d’importance dans I’étude du développement et de la progression de la stéatose.
Bien que nos travaux ne permettent pas de démontrer une telle hypothése, I’ensemble des
résultats suggérent néanmoins que 1’exposition aux dithiocarbamates induirait un stress du RE

qui serait responsable en partie de la mise en place et de I’exacerbation de la stéatose.

Le stress du RE a également été identifié dans la progression vers une stéatohépatite (Ji and
Kaplowitz, 2006; Kim et al., 2018; Nakagawa et al., 2014). Il serait impliqué dans
I’inflammation caractéristique de la stéatohépatite et dans la mort des cellules par apoptose
(Nakagawa et al., 2014; Zhang et al., 2014). Plusieurs rdles de la protéine CHOP, issue de la
réponse UPR, ont été mis en évidence dans le cadre de la stéatohépatite. Par exemple, son
activation est associée a I’apoptose induite par les lipides dans les hépatocytes (Cao et al., 2012).
CHOP est également responsable en partie de I’activation de NF-kB et de I’inflammasome
NLRP3, ce qui pourrait expliquer la sécrétion des cytokines pro-inflammatoire tels que 1’IL-6,
I’TL-1B ou le TNFa (Lebeaupin et al., 2015; Willy et al., 2015). Ces études sont en cohérence
avec I’expression de CHOP chez les patients atteints d une stéatohépatites et dont les marqueurs
de I’inflammation sont augmentés (Gonzalez-Rodriguez et al., 2014; Ribeiro et al., 2004). Nos
résultats démontrent que 1’expression de CHOP (DDIT3) est augmentée dans les hépatocytes
exposés de maniere chronique aux dithiocarbamates et dans le cas d’une exposition aigue nous
avons confirmé I’induction du stress du RE. Ainsi, I’exposition aux dithiocarbamates, par le
stress du RE, pourrait favoriser la progression de la stéatose vers une stéatohépatite en induisant
I’expression de CHOP conduisant a la sécrétion des cytokines proinflammatoires. Cependant,
le role de CHOP dans la stéatohépatite reste controversé. En effet, des études demontrent que
I’expression de CHOP est associée a une diminution de 1’expression des protéines chaperones
de I’UPR qui favoriserait une activation de 1’apoptose (Lee et al., 2017). Au contraire, d’autres

études révelent une augmentation de la réponse UPR, ce qui limiterait I’apoptose (Lake et al.,
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2014). Par ailleurs, Nakagawa et ses collaborateurs démontrent que 1’utilisation d’inhibiteur du
stress du RE tels que I’acide phénylbutyrique ou 1’acide tauroursodeoxycholique est capable
d’inhiber le développement de la stéatohépatite (Nakagawa et al., 2014; Ozcan et al., 2006).
Dans I’hypothése ou le développement de la stéatohépatite soit confirmé, il serait intéressant de
co-exposer les cellules a de tels inhibiteurs afin de mettre en évidence le réle indispensable ou

non du stress du RE induit par les dithiocarbamates.

Les ERO et la dysfonction mitochondriale ont également été montrés comme favorisant
I’évolution vers la stéatohépatite (Begriche et al 2013). Ainsi, plusieurs études démontrent que
I’apparition de la stéatohépatite due a I’exposition a des xénobiotiques est associée a un stress
oxydant (Bucher et al., 2018a; Lin etal., 1996; Santra et al., 2000; Shi et al., 2012) . Par ailleurs,
la production des ERO est considérée comme plus élevée dans les cas de stéatohépatite que
dans la simple stéatose (Begriche et al., 2013; Di Ciaula et al., 2021). De méme, la dysfonction
mitochondriale semble apparaitre uniquement au stade de stéatohépatite (Pérez-Carreras et al.,
2003). Enfin, certaines études suggerent que dans les cas de stéatose, la production d’ERO
provoque une inflammation caractéristique de la stéatohépatite (Pérez-Carreras et al., 2003;
Satapati et al., 2015). De fait, le stress oxydant induit par les dithiocarbamates, que nous avons
mis en évidence dans la premiére partie de ma these, pourrait contribuer a ’apparition d’une
stéatohépatite. Il serait donc intéressant d’étudier la production des ERO et la dysfonction

mitochondriale dans les cellules dont la stéatose est aggravée par les dithiocarbamates.

Enfin, I’activation de 1’apoptose induite par les dithiocarbamates que nous avons révélée,
conforte I’hypothese d’une progression vers un stade de stéatohépatite. En effet, 1’apoptose est
un mécanisme crucial dans le développement de la stéatohépatite (Feldstein et al., 2003;

Wieckowska et al., 2006). Il a en effet été démontré, que les fragments de la cytokératine 18,
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clivée par la caspase 3 activée, étaient produits chez les patients atteints de la stéatohépatite
(Wieckowska et al., 2006). De plus, I’augmentation de 1’activation de la caspase 3 et de
I’apoptose sont corrélées a la progression de la stéatohépatite (Feldstein et al., 2003; Ferreira et

al., 2011).

L’inhibition de I’activité¢ des enzymes de biotransformation est une des caractéristiques de la
stéatose mais également de la stéatohépatite (Cobbina and Akhlaghi, 2017). Ainsi, la
diminution de I’activité du CYP3A4 est d’autant plus marquée que la stéatose s’aggrave
(Kolwankar et al., 2007; Woolsey et al., 2015). De méme, I’inhibition de 1’activité du Cyp2bl
(orthologue chez le rat du CYP2B6 de I’Homme) est corrélée a 1’apparition et au
développement de la stéatose vers la stéatohépatite (Gao et al., 2016). Cependant, ces résultats
ne sont pas retrouveés dans les tissus de patients atteints d’une stéatohépatite (Fisher et al., 2009).
Des études ont démontré dans le modéle HepaRG que la sécrétion de I’IL-6 provoquait une
diminution de I’expression des enzymes de biotransformation (Dubois-Pot-Schneider et al.,
2014; Tanner et al., 2018). Notamment, I’action des récepteurs nucléaires PXR et CAR jouant
un réle majeur dans 1’expression des CYP3A4 et CYP2B6 était diminu¢ par I’'IL-6 (Tanner et
al., 2018). De plus, il a recemment été mis en évidence que les enzymes de biotransformation
étaient inhibées dans le cas d’une stéatohépatite induite par des xénobiotiques (Bucher et al.,

2018b).

Ainsi, bien que I’inhibition des enzymes de biotransformation par les dithiocarbamates ait été
mise en évidence a des concentrations n’entrainant pas de stéatose, nos résultats concordent
avec les caractéristiques retrouvées dans les stéatohépatites. Dans I’hypothése ou les
dithiocarbamates favorisent une sécrétion des cytokines pro-inflammatoires, celles-ci

pourraient étre responsables de la diminution de 1’activité et de 1’expression des CYP via les
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récepteurs nucléaires. Ainsi, ces modulations, induite par les dithiocarbamates, pourraient

favoriser la progression de la simple stéatose vers une stéatohépatite.

La stéatohépatite est caractérisée notamment par une inflammation engendrée par des cytokines
telles que I’IL-6, I’IL1-B ou encore le TNFa (Crespo et al., 2001; Mridha et al., 2017;
Wieckowska et al., 2008). Par ailleurs, le manganése favorise la sécrétion de ces cytokines
inflammatoires au niveau neuronal (Kirkley et al., 2017; Yin et al., 2018). C’est pourquoi,
I’étude de 1’expression de ces cytokines par analyse des transcrits et la quantification des
protéines par Western Blot et/ou ELISA devra étre réalisée. Dans ce but, nous avons, par RT-
qPCR, analysé 1’expression du géne codant pour I’'IL-6 dont I’expression semble fortement
augmentée lors d’expositions aigues, puis maintenue de maniere plus modérée apres deux
semaines, dans les cellules exposées aux dithiocarbamates (Figure 30). Ceci suggeére une

induction de I’inflammation par les dithiocarbamates.

Ainsi, ce résultat préliminaire encourageant et I’ensemble de nos résultats suggérent fortement
qu’il y aurait une exacerbation de la stéatose vers la stéatohépatite induite par I’exposition aux

dithiocarbamates.
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Figure 30 : Expression genique de la cytokine inflammatoire IL-6 dans les cellules
exposées aux pesticides

Quantification relative par RT-qPCR de I’expression du géne codant pour I’IL-6 dans les
cellules co-exposées pendant 24, 48 heures et 2 semaines par le manebe, le manganése (MnCI2)
et le mélange de pesticides avec (Mixture) ou sans dithiocarbamates (Mixture -DTC) aux
concentrations équivalentes a I’ADI, en présence (+FA) ou non d’acides gras (-FA).

Mes travaux de thése révelent des discordances avec la littérature. En effet, nous n’avons
identifié aucun role des pesticides, hormis les dithiocarbamates manebe et mancozébe, dans
I’ensemble des mécanismes que nous avons ¢étudié. Pourtant au niveau hépatique, le
chlorpyrifos serait impliqué dans [D’inhibition des enzymes de biotransformation des
xénobiotiques, 1’iprodione provoquerait un stress du RE et le diazinon ainsi que 1’imazalil
induirait I’apoptose (Giron-Pérez et al., 2021; Goel et al., 2007; Nakagawa and Tayama, 1997;
Washington and Tchounwou, 2004). De plus, ces sept pesticides sont connus pour induire un
stress oxydant (Astiz et al., 2009; Giron-Pérez et al., 2021; Goel et al., 2005; Jin et al., 2018;
Radice et al., 1998). Egalement, le chlorpyrifos, le diazinon et 1’imazalil favoriseraient
I’accumulation des triglycérides (Aramjoo et al., 2021; Howell et al., 2016; Lichtenstein et al.,
2021; Nakagawa and Tayama, 1997). Ceci peut s’expliquer par le fait que nous avons choisi
des concentrations tres faibles afin de mimer au mieux 1’exposition réelle aux pesticides par
I’alimentation, alors que la plupart des études utilisent des concentrations bien supérieures aux

valeurs de références telles que I’ADL
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A D’inverse, nos résultats sur les dithiocarbamates, malgré des concentrations inférieures, sont
en accord avec certaines études. Ainsi, il a été démontré in vitro que le mancozeébe est capable
en présence d’un mélange d’acides oléique et linoléique de provoquer une accumulation de
triglycérides (Pirozzi et al., 2016). En revanche, deux études in vivo suggerent que 1’apport
d’acide gras en exces n’est pas nécessaire a I’induction d’une stéatose par le mancbe et le
mancozebe (Ben Amara et al., 2015; Yahia et al., 2019). De plus, comme nous 1’avons
démontré, le manébe et le mancozeébe ont été identifiés dans 1’altération des enzymes de
biotransformation, la génotoxicité, le stress oxydant et 1’apoptose (Ahmad et al., 2013; Ben

Amara et al., 2015; Saber et al., 2019; Sefi et al., 2019; Yahia et al., 2019).

Néanmoins, nos résultats concernant 1’impact des dithiocarbamates peuvent étre remis en
question par un certain nombre de facteur comme, le fait que nous ayons considéré une stabilité
et une absorption totale des pesticides. En outre, ils ont été obtenus principalement dans le
modeéle de cellules d’hépatome HepaRG, bien qu’en partie reproduits avec des hépatocytes en

culture primaire.

C’est pourquoi, I’extrapolation de nos résultats dans le cadre d’une exposition de I’Homme aux
pesticides par 1’alimentation reste limitée. En revanche, les études utilisant des concentrations
tres importantes de pesticides interrogent quant a la pertinence de 1’évaluations des risques liés
a ’exposition de ’'Homme par ’alimentation. Mes travaux de thése démontrent comme
d’autres études, que I’utilisation de concentrations trés faibles de pesticides permet d’observer
des effets délétéres qui correspondraient plus a une exposition réelle par I’alimentation (Carpy
et al., 2000; Foucault et al., 2021a; Foucault et al., 2021b; Hochane et al., 2017; Leveque et al.,
2019; Nimako et al., 2021; Rouimi et al., 2012). lls démontrent également I’importance de
I’utilisation des mod¢les in vitro dans la détermination des valeurs références tels que la
NOAEL et ’ADI. Comme les modeéles in vitro qui comportent un grand nombre de lacunes
(systéme fermé, absence d’interactions avec d’autres types cellulaires etc), les mod¢les in vivo
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ont également des limites. Par exemple, le pourcentage de poids corporels que représente le foie
ou encore la quantité de CYP par rapport au poids corporel sont plus élevés chez les petits
animaux que chez ’Homme (Martignoni et al., 2006). Cette différence suggere une élimination
plus rapide des xénobiotiques chez les especes modéles, telles que le rat ou la souris, que chez
I’Homme. De plus, les espéces modeles présentent des différences dans la localisation de leur
expression des CYP. Par exemple, le CYP2B, qui est exprimé dans le foie chez toutes les
especes, est fortement présent dans 1’intestin des rats et des souris, ce qui n’est pas le cas chez
I’Homme (Lindell et al., 2003; Martignoni et al., 2005). Ainsi, I’évaluation des risques de
xénobiotiques pourraient étre sous-estimée par une importante détoxification au niveau
intestinal dans les modéles murins, dont 1’absence conduirait a une hépatotoxicité chez
I’Homme. De méme, les CYP2C dont I’expression et 1’activité, chez le rat sont sexe
dépendantes ou encore chez le chien dont I’activité est différente de celle retrouvée chez
I’Homme, peuvent conduire a d’importants biais dans 1’évaluation des risques des
xénobiotiques (Agrawal and Shapiro, 1997; Graham et al., 2003; Morgan et al., 1985). Enfin,
le rat ne serait pas un bon modéle puisque les CYP3A, qui ont un réle majeur dans la
détoxification des xénobiotiques, présentent d’importantes différences avec I’Homme telles que
I’absence d’induction par la rifampicine ou 1’absence de métabolisation de substrats des CYP3A
humain (Guengerich, 1997; Lu and Li, 2001). Néanmoins, il existe de nombreuses similitudes
entre les CYP des especes modeles et ’'Homme notamment avec le CYP2E1 dont les
caractéristiques inter-espéces semblent indiquer une extrapolation des résultats fiables
(Bogaards et al., 2000; Guengerich, 1997; Martignoni et al., 2006). Ainsi, 1’utilisation de
modeles in vivo dans la détermination des valeurs références de toxicité présente des limites,
au méme titre que les modéles in vitro. Il apparait alors clairement que I’ utilisation systématique

des deux types de modeéles soit indispensable afin obtenir des résultats pertinents dont

220



DISCUSSION
111-DISCUSSION GENERALE

I’extrapolation refléte au mieux les risques liés a I’exposition de I’Homme aux pesticides par

[’alimentation.

Le développement embryonnaire fait partie de 1’évaluation des risques des pesticides (EFSA,
2020). Une partie de mes résultats de thése ont permis d’obtenir le financement d’un projet,
aupres de I’ANSES, intitulé « Perturbations endocriniennes et altérations métaboliques dans le
foie et le tissu hématopoiétique induites par 1’exposition chronique a de faibles doses de
pesticide contenant du manganése » (MANGA-21 EST-239). Le projet MANGA a pour but
notamment d’étudier le développement des embryons de souris dont les méres ont été exposees
au manebe pendant la gestation. En plus, d’apporter le versant in vivo faisant défaut a mes
travaux, ce projet devrait permettre de compléter les données de toxicologie de notre laboratoire
sur I’impact des dithiocarbamates et le role du manganése lors d’une exposition par

I’alimentation.
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RENNES 1

Evaluations des effets cytotoxiques et métaboliques des dithiocarbamates manébe et mancozébe dans
des modeéles in vitro de cellules hépatiques.

L'utilisation intensive des pesticides génere une contamination des denrées alimentaires, une exposition de I’Homme
a ces contaminants environnementaux et un probleme de santé majeur. L'EFSA a établi pour chaque pesticide une dose
journaliere admissible (DJA), qui est un seuil de sécurité théorique pour la santé humaine. Néanmoins, la DJA ne tient
pas compte des effets cumulatifs potentiels des mélanges de pesticides. Le premier objectif de cette étude était d'évaluer
les effets d'un mélange de pesticides fréqguemment retrouvé dans I'alimentation humaine (chlorpyriphos, diméthoate,
iprodione, imazalil, diazinon, manébe, mancozébe) dans des modéles hépatocytaires. En utilisant des cellules HepaRG
différenciées, nous avons mis en évidence un effet cytotoxique majeur du mélange suite a une exposition unique a de
faibles concentrations extrapolées a partir de la DJA. De plus, nous avons démontré que la toxicité de ce mélange est
portée par les dithiocarbamates (Mn-EBDC), le manebe et le mancozebe, qui contiennent du manganése. Une
exposition aigué au mélange, Mn-EBDC ou chlorure de manganese (MnCly) induit une surproduction d’espéces
réactives de I’oxygene, qui a conduit a la mort cellulaire par apoptose. Nous avons également montré une surcharge
intracellulaire/mitochondriale de manganése concomitante & une diminution intracellulaire des niveaux de zinc suite a
une exposition au manébe ou au MnCl,. Enfin, une co-exposition avec du chlorure de zinc (ZnCl,) a partiellement
restauré les niveaux intracellulaires/mitochondriaux de manganése et prévient la toxicité induite par les Mn-EBDC.
Dans une seconde étude, nous avons utilisé un modele de stéatose des cellules HepaRG induite par les acides oléique
et stéarique et démontré que I'exposition chronique au mélange pesticide, Mn-EBDC ou MnCl; aggravait la stéatose
induite par ces acides gras (AG) en l'absence de cytotoxicité. Le mécanisme impliquait une absorption accrue de AG
et l'inhibition de la sécrétion de VLDL. De plus, nous avons constaté que I'exposition a des concentrations non
cytotoxiques du mélange de pesticides ou de MnCl, (SADI/10) réduisait fortement I'expression et les activités
enzymatiques des CYP2E1, CYP3A4 ou CYP2B6. Fait intéressant, ces inhibitions étaient associées a une réduction
de I'expression des régulateurs transcriptionnels PXR et CAR des CYP. Ces altérations des enzymes de phase | par le
mélange de pesticides réduisaient le catabolisme du diazinon. L’ensemble de ces résultats a démontré que les
expositions aux Mn-EBDC et au MnCl, produisent des effets cytotoxiques et alterent les métabolismes des lipides et
des xénobiotiques dans les hépatocytes humains in vitro.
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Evaluations of cytotoxic and metabolic effects of maneb and mancozeb dithiocarbamates in models
of liver cells in vitro.

The worldwide and intensive use of pesticides results in their dissemination in food as residues. Therefore, human
exposure to these environmental contaminants is a major health issue. EFSA established for each pesticide an
Acceptable Daily Intake (ADI), which is a theoretical safety threshold for human health. Nevertheless, ADI does not
consider potential cumulative effects of pesticide mixtures. The first aim of this study was to evaluate the effects of a
low-dose pesticide mixture, frequently found in human food (chlorpyriphos, dimethoate, iprodione, imazalil, diazinon,
maneb, mancozeb) in human hepatic cell models. Using differentiated HepaRG cells, we unveiled a major cytotoxic
effect of the mixture following a single exposure at low concentrations extrapolated from the ADI. Moreover, we
demonstrated that the toxicity of this mixture is carried by dithiocarbamates (Mn-EBDC) maneb and mancozeb, which
contain manganese. Acute exposure to the mixture, Mn-EBDC or manganese chloride (MnCl,) triggered the production
of reactive oxygen species, which led to cell death by intrinsic apoptosis. We also showed an
intracellular/mitochondrial overload of manganese concomitantly with an intracellular decrease in zinc levels
following a single exposure to maneb or MnCl,. Finally, a co-exposure with zinc chloride (ZnCl,) partially restored
manganese intracellular/ mitochondrial levels which was sufficient to alleviate manganese overload-induced toxicity.
In a second study, we used a model of steatosis in HepaRG cells induced by oleic and stearic acids and demonstrated
that chronic exposure to the pesticide mixture, Mn-EBDC or MnCl; aggravated steatosis induced by these fatty acids
(FA) in absence of cytotoxicity. The mechanism involved an increased uptake of FA and the inhibition of VLDL
secretion. In addition, we found that exposure to non-cytotoxic concentrations of pesticide mixture and MnCl;
(<ADI/10) strongly reduced the expression and enzymatic activities of CYP2E1, CYP3A4 or CYP2BS6. Interestingly,
these inhibitions were associated with reduction in the expression of PXR and CAR transcriptional regulators of CYP.
These alterations of phase | enzymes by the pesticide mixture reduced the catabolism of diazinon. Together, these
results demonstrated that the expositions to Mn-EBDC and MnCl; triggered cytotoxic effects and alteration of the lipid
and xenobiotic metabolisms in human hepatocytes in vitro.
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