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Résumé

Le tissu adipeux est un organe important pour la régulation de I’homéostasie énergétique de
I’organisme. Constitué majoritairement de lipides, ce tissu représente de plus un lieu de stockage pour
de nombreux composés environnementaux lipophiles. Les conséquences de cette accumulation, et plus
généralement de I'exposition du tissu adipeux a des polluants environnementaux ont été encore peu
étudiées. Pourtant, en modulant les fonctions physiologiques ou le développement de ce tissu, ces
polluants pourraient jouer un role dans le développement de pathologies telles que |'obésité ou le
diabete. Le but de cette these était d’améliorer notre compréhension des conséquences de I'exposition
du tissu adipeux humain a des xénobiotiques environnementaux. Dans un premier temps, nous avons
regardé les capacités de métabolisation des xénobiotiques in situ dans le tissu adipeux humain en
caractérisant I'expression des 23 isoformes de cytochromes P450 impliquées dans le métabolisme des
xénobiotiques. Nous avons montré que seuls les CYP1B1 et CYP2U1 étaient exprimés dans le tissu
adipeux humain et que la voie d’induction AhR était fonctionnelle, alors que les voies d’induction CAR et
PXR ne semblaient pas I'étre. Dans un deuxiéme temps, nous avons effectué une étude non ciblée par
transcriptomique et métabonomique par ‘H-RMN des perturbations induites par le traitement de
cultures primaires de préadipocytes humains différenciés in vitro avec 2 polluants en particulier: la
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD) et le mono-2-ethyl hexyl-phthalate (MEHP). L’intégration de
ces données a permis la génération d’'un nombre important d’hypothéses quant aux mécanismes de
toxicité induits par ces composés. Le MEHP en particulier semble posséder un effet pro-différenciateur
sur les préadipocytes humains et induire la glycéronéogenese dans les adipocyte matures, deux
mécanismes par lesquels ce polluant pourrait avoir un effet pro-obésifiant chez I’'Homme.

Abstract

Adipose tissue is a major regulator of energetic homeostasis in organisms. This tissue is filled with lipids,
representing a major storage organ for many lipophilic environmental contaminants. The consequences
of this accumulation, and more generally of the exposure of human adipose tissue to such pollutants
have been poorly investigated. However, by modulating the physiological functions or the development
of this tissue, environmental chemicals could play a role in the development of diseases like obesity or
diabetes. The aim of this thesis was to improve our knowledge on the consequences of the exposure of
human adipose tissue to environmental xenobiotics. First, we investigated the in situ metabolic
capacities toward xenobiotics in human adipose tissue, by characterizing the expression of the 23
isoformes of cytochromes P450 involved in xenobiotic metabolism. Our results showed that only CYP1B1
and CYP2U1 were expressed in this tissue, and that the AhR induction pathway was functional, whereas
CAR and PXR induction pathways were not. Then, we used an untargeted, “top-down”, transcriptomic
and "H-NMR based approach, to characterize the perturbations induced by the treatment of primary
cultures of in vitro differentiated human preadipocytes with 2 pollutants: 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-
dioxine (TCDD) and mono-2-ethyl hexyl-phthalate (MEHP). Data integration allowed the generation of
many hypothesis regarding the mechanisms of toxicity induced by both compounds. MEHP in particular
seemed to possess a pro-differentiating effect on human preadipocytes and to induce neoglycerogenesis
in human adipocytes, two mechanisms through which this compound could have an obesogenic effect in
human.
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Figure 0-1: Tendances en médecine de la reproduction aux Etats-Unis (d’aprés (Sharpe and

Irvine, 2004))
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Dés les années 1950, des études ont mis en évidence dans de nombreux pays
industrialisés une diminution de la fertilité masculine (altérations morphologiques et baisse du
nombre de spermatozoides), une augmentation de la fréquence du cancer du testicule, de la
prostate et du sein (Sharpe and Irvine, 2004) (Figure 0-1). Des études épidémiologiques, puis
des expériences de laboratoire, ont montré que l'exposition a des molécules hormono-
mimétiques pourrait étre en partie responsable de ces phénomenes. La découverte de
I'altération du systéme reproducteur des alligators sauvages vivant dans des lacs contaminés de
Floride a relancé les travaux de recherche sur ce théme dans les années 1990 (Guillette et al.,
1994). Il y a alors eu une prise de conscience de la présence dans l'environnement de
substances capables d’affecter le fonctionnement du systéme endocrinien : les perturbateurs
endocriniens. Les scientifiques qui travaillent sur les animaux sauvages ont été les premiers a
tirer la sonnette d’alarme et leurs études sont, aujourd’hui encore, les plus convaincantes pour
affirmer I'existence d’un lien entre I'exposition a des produits chimiques présents dans
I’environnement et des effets délétéres sur la santé (Carson, 1962). Le lien entre ces expositions
et la santé humaine est beaucoup plus difficile a mettre en évidence. Cependant, de
nombreuses études épidémiologiques ont soulevé I'existence possible d’un effet de ces
polluants sur la fertilité masculine (Swan et al., 2003) et féminine (Cobellis et al., 2003), les
altérations du systeme immunitaire, les troubles du comportement, |'augmentation de
I'incidence de certains cancers (Czene et al., 2002), et plus récemment de certaines maladies

métaboliques comme le diabete ou I'obésité...

Il existe trois voies d’absorption principales de ces composés chimiques : cutanée,
respiratoire et digestive. Chez 'homme en général, I'alimentation est la voie d’exposition
dominante. Quelle que soit la source d’exposition, I'absorption d’'un composé est facilitée par
certaines propriétés chimiques, dont la taille et la lipophilie. Ainsi, les composés de
I’environnement de faible poids moléculaires et trés lipophiles vont pénétrer facilement dans
I'organisme et atteindre la circulation sanguine. De nombreuses études montrent aujourd’hui la
présence de certains de ces composés dans le sang et l'urine des populations (Curtis and

Wilding, 2010). Ces produits proviennent de résidus de produits chimiques utilisés en
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agriculture mais aussi de certains produits de consommation quotidienne (plastiques,
cosmétiques...). Ces résultats suggerent ainsi une exposition constante des populations

humaines a de nombreux composés chimiques.

L'organisme possede des systémes enzymatiques sophistiqués capables de le
débarrasser de la plupart de ces composés. Certains produits échappent cependant a ce
systéme de détoxification et se déposent alors dans les sites adipeux de I'organisme, ou ils
peuvent rester parfois pendant des années : c’est la bioaccumulation. Des chercheurs qualifient
méme le tissu adipeux de « réservoir a produits chimiques » (Mullerova and Kopecky, 2007). Les
conséquences de cette accumulation et les effets directs de ces polluants sur les fonctions
physiologiques du tissu ont été assez peu étudiés. Pourtant, en modulant la différenciation, le
métabolisme et les fonctions physiologiques du tissu adipeux, les polluants pourraient

notamment influencer le développement de maladies comme I'obésité.

La prévalence de I'obésité a augmenté a des taux alarmants, avec 65.4% de la population
adulte en surpoids aux Etats-Unis, et 30.5% des adultes en situation d’obésité (Flegal et al.,
2002). (Wang et al., 2008b) prédisent que si la progression de I'épidémie continue aux mémes
taux, 86% de la population sera en surpoids en 2030 et 51% obeése, et tous les adultes
américains seront en situation de surpoids d’ici 2048. L’étiologie de I'obésité chez 'homme est
complexe. Les principales données épidémiologiques imputent la montée des taux d’obésité
dans la population générale a des régimes hypercaloriques et/ou hyperlipidiques, couplés a une
baisse de l'activité physique. La contribution de composantes génétiques est moins claire.
Méme si certaines variations génétiques contribuent a la propension individuelle a développer
I'obésité, 'augmentation planétaire et rapide de cette maladie suggere que l'interaction avec

I’environnement moderne potentialise ces différences génétiques inhérentes.

En accord avec cette idée, certains auteurs pensent que les polluants jouent un réle dans
le développement de I'obésité (Grun and Blumberg, 2009). Le taux d’accroissement de I'obésité

augmentant en parallele de I'utilisation de composés chimiques industriels depuis 40 ans, il
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semble en effet possible d’associer I'exposition aux composés chimiques, qu’elle soit in utero ou
chronique tout au long de la vie de l'individu, avec le développement de cette épidémie. Ainsi,
un modele d’ « obésogeénes environnementaux » prédit I'existence de composés chimiques qui
dysrégulent le métabolisme lipidique et/ou I'adipogénése, favorisant le développement de
I'obésité. Des preuves concretes pour supporter cette hypothése demanderaient d’identifier ces
obésogenes, leurs cibles moléculaires, et leurs mécanismes d’action. Pour l'instant, seules
certaines données épidémiologiques et in vitro suggérent un lien entre I'obésité et I'exposition
aux polluants. Elles servent de « preuve de principe » a I’hypothése des obésogéenes chimiques.
Par exemple, le risque d’obésité infantile est associé avec la consommation maternelle de tabac
lors de la grossesse : fumer avant ou pendant la grossesse multiplie par deux le risque d’obésité
chez les enfants en age d’aller a I'école (Toschke et al., 2002). In vitro, la capacité de certains
perturbateurs endocriniens a activer des facteurs de transcription qui contrélent le

développement et le métabolisme du tissu adipeux a été démontrée (Feige et al., 2007).

Dans ce contexte, nous nous sommes intéressés lors de ce travail de thése aux
conséquences de I'exposition du tissu adipeux humain a divers composés environnementaux.
Dans la 1° partie de ce manuscrit figure une introduction bibliographique qui décrit tout d’abord
les systémes de métabolisme des composés chimiques dans I'‘organisme, et plus
particulierement celui des cytochromes P450 ; ensuite est présenté le tissu adipeux. Dans la
suite de cette introduction sont résumés les différents travaux s’étant intéressés de maniere
générale au lien entre le tissu adipeux et I'exposition aux polluants, et enfin, les techniques
« omiques » et leurs applications en toxicologie sont décrites. Les deux chapitres suivants
présentent les travaux de recherche menés pendant cette these. Nous avons tout d’abord choisi
d’utiliser des modeles ex vivo et in vitro de tissu adipeux humain, et de caractériser le systeme
de métabolisme des xénobiotiques, et plus particulierement les cytochromes P450, dans ce
tissu. Nous avons ensuite utilisé des techniques —omiques non ciblées sur des adipocytes
humains en culture primaire, afin d’obtenir une vue globale des perturbations induites par
I'exposition des cellules a deux polluants: le mono-2-éthylhexyl-phthalate et la 2,3,7,8-

tétrachorodibenzo-p-dioxine.
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CHAPITRE I: LE METABOLISME DES
XENOBIOTIQUES, LES CYTOCHROMES
P450
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Figure I-1 : Métabolisme des xénobiotiques dans un hépatocyte (d’aprés (Beaune and Loriot,

2000))
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La membrane cellulaire constitue une barriere efficace protégeant la cellule contre les
molécules toxiques et les xénobiotiques hydrosolubles. A 'inverse, la plupart des xénobiotiques
auxqguels nous sommes couramment exposés sont des molécules hydrophobes de faible poids
moléculaire (<1000 Da), ayant la faculté de franchir aisément la membrane. lls peuvent ainsi
s’accumuler dans la cellule et atteindre rapidement un seuil de toxicité. Au cours de leur
évolution, les organismes ont développé des systemes limitant I'accumulation de ces composés:
il s’agit de transporteurs membranaires permettant une sortie rapide des molécules indésirables
et de systemes de conversion chimique des molécules hydrophobes en molécules plus
hydrophiles dont I’élimination par les fluides corporels est ainsi facilitée. Les enzymes du

métabolisme des xénobiotiques (EMX) sont responsables de ces réactions.

Le métabolisme des xénobiotiques se décompose en plusieurs phases qui aboutissent a
I’élimination de ces substances étrangeres dans la bile ou l'urine. La Figure I-1 présente les
différentes phases du métabolisme des xénobiotiques dans un hépatocyte.

Phase 0 : Le xénobiotique hydrophobe qui pénétre dans la cellule peut étre rapidement expulsé
par des pompes d’efflux comme la P-glycoprotéine ou d’autres transporteurs membranaires.
Phase | : Si le xénobiotique n’est pas expulsé directement, il peut étre pris en charge par des
enzymes de phase | (cytochromes P450 ou flavines monooxygénases). Ces enzymes catalysent le
plus souvent des réactions de monooxygénation qui permettent de rendre le xénobiotique plus
polaire en créant dans sa structure un groupement chimique —OH, -NH,, -COOH. Cette phase est
dite « de fonctionnalisation ».

Phase Il : A ce stade, le xénobiotique peut étre éliminé ou pris en charge par les enzymes de
phase Il (UDP-glucuronyl-transférases (UGTs), sulfotransférases, glutathion-S-transférases
(GSTs), N-acétyl-transférases...) qui conjuguent le xénobiotique, fonctionnalisé ou non, avec un
groupement acide glucuronique, sulfate, glutathion, acétyl... respectivement. Le rble de ce
groupement sera, soit de neutraliser un groupement réactif (thiol, amine, aldéhyde...), soit de
rendre le xénobiotique plus hydrophile. Cette phase est dite « de conjugaison ».

Phase Ill : Enfin, le xénobiotique rendu hydrophile peut étre transporté a travers la membrane

cellulaire par des pompes d’efflux.
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Parmi ces EMX, les cytochromes P450 (P450) constituent une super famille
d’hémoprotéines qui jouent un réle important dans le métabolisme oxydatif de nombreux
xénobiotiques, mais aussi de composés endogénes. Une partie du travail de these s’est
intéressée plus particulierement aux P450s dans le tissu adipeux humain, c’est pourquoi la suite

de ce chapitre sera consacrée a ces enzymes, et ne discutera pas le réle des autres EMX.

I.1 Les P450s : historique

En 1958, M. Klingenberg et D. Garfinkel mirent en évidence un pigment dans des
fractions microsomales hépatiques de rat et de cochon qui, réduit par le NADPH, présentait une
absorption caractéristique a 450 nm en présence de monoxyde de carbone (Klingenberg, 1958)
(Garfinkel, 1958). Quatre années plus tard, la structure biochimigque de ces pigments était
élucidée : il s’agissait d’hémoprotéines, appelées par la suite « cytochromes P450 » (Omura and
Sato, 1962). Au début des années 60, I'implication des P450s dans la biotransformation des
stéroides (Cooper et al., 1965a) puis dans |'oxydation des composés exogeénes fut établie

(Cooper et al., 1965b).

1.2 Classification et nomenclature

La purification, puis le séquencage des P450s au sein de nombreux laboratoires ont
permis d’identifier chez I'Homme, [|'existence de 57 génes et 58 pseudogenes
(http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html). Chaque isoforme posséde des propriétés
catalytiques propres, dépendantes de la structure de sa partie apoprotéique. Selon le degré
d’homologie entre les séquences primaires en acides aminés constitutifs, les critéres
phylogénétiques et I'organisation génétique, les P450s ont été ainsi répartis en familles et sous-
familles (Nebert et al., 1987).

Ainsi, dans une méme famille, on regroupe les P450s présentant plus de 40%

d’homologie dans leurs séquences en acides aminés. Au sein d’'une méme sous-famille cette
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Figure I-2 : Nomenclature des cytochromes P450 : exemple du CYP3A4
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Les P450s sont localisés dans la membrane du réticulum endoplasmique. La transformation d’un
composé chimique par les P450s a lieu sur la face externe du réticulum endoplasmique ou est
ancrée I'enzyme. Le site actif du P450 contient un atome de fer (Fe) fixé par des liaisons de
coordinances. Deux électrons, provenant d’une molécule de NADPH, sont transférés a
I’'hnémoprotéine par une flavoprotéine (FAD-FMN) en présence du xénobiotique (R-H) et d’un
atome d’oxygéne. Le xénobiotique est oxydé et un atome d’oxygéne moléculaire est incorporé

(R-OH).
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homologie est supérieure a 55%. Chaque sous-famille peut renfermer plusieurs isoformes.
Enfin, les isoformes ayant moins de 3% de divergence sont classés comme variants alléliques.

La nomenclature actuelle des P450s consiste a nommer un gene ou un ADNc par le
symbole CYP, suivi d’un chiffre arabe désignant la famille, d’'une lettre majuscule désignant la
sous-famille, puis d’un chiffre arabe pour chaque géne. Pour désigner ’ARNm ou la protéine, la

méme nomenclature est employée sans 'attribut italique (Figure 1-2).

1.3 Structure

Les P450s sont des hémoprotéines constituées d’une apoprotéine reliée a un
groupement prosthétique (héme) par le groupement thiolate d’'une cystéine. Les isoformes de
PA450s présentent le méme groupement prosthétique (lieu de la réaction enzymatique), mais
différent par leur apoprotéine.

L'apoprotéine est une chaine polypeptidique de masse moléculaire comprise entre 45 et
60 kDa et de séquence variable. Sa composition en acides aminés et sa structure
tridimensionnelle conditionnent la sélection des substrats acceptés.

Le groupement prosthétique est une protoporphyrine IX de fer. Le fer se trouve a I'état
Fe Ill. Il est lié aux 4 azotes pyrroliques de la protoporphyrine, a une cystéine axiale et

éventuellement a un 6° ligand (H,0, CO, O,, autre).

1.4 Localisation subcellulaire et transfert d’électrons

Contrairement aux P450s bactériens, les P450s eucaryotes sont associés a la membrane
externe du réticulum endoplasmique ou se trouvent dans les mitochondries (membrane interne
ou externe). Les P450s permettent un grand nombre de réactions, dont la plus importante est
I’hydroxylation. Afin de les rendre fonctionnels, les P450s ont également besoin d’'une source
d’électrons (Figure 1-3). Ces électrons sont apportés par une autre protéine : la NADPH

cytochrome P450 réductase si le P450 est situé dans le réticulum endoplasmique, la ferredoxine
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Figure I-4 : Réactions d’oxydation généralement catalysées par les P450s (d’aprés (Mansuy

and Battioni, 2000))
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Figure I-5 : Cycle catalytique des P450s (Adapté de (Guengerich, 2007))

NADPH
H:O H.O

% - "
éﬁifﬁ 3 ala @

e NADPH
o CYP450 reductase

XOH XOOH e

2H°

Q—0
3 \,/.\4 ra @
S5 S \/%
A5 0, LN

@ 0 LS co

O/ /02 \ (|i|)
j g
€ g’ff_;‘l__) @



si le P450 est situé dans les mitochondries. Le NADPH est la source majeure d’électrons dans ce

systeme.

1.5 Réactions catalysées et cycle réactionnel

Les P450s catalysent une grande diversité de réactions: mono-oxygénations
principalement, mais aussi isomérisations, déshydratations, et réductions (Figure I-4). Parmi ces
réactions, la plus courante pour le métabolisme des xénobiotiques est la mono-oxygénation,

selon I’équation suivante :

R-H+ O, +2e + 2H" R-O-H + H,0

Le cycle catalytique des P450s est généralement composé de 8 étapes, illustrées dans la
Figure I-5. Le substrat entre dans le cycle, en se liant au P450 de maniéere réversible (2). Puis un
électron, provenant de la réduction du NADPH par la P450 reductase, réduit le Fe** de I'heme
en Fe?* (3). Apres fixation de I’oxygéne moléculaire, il y a production d’un complexe oxygéné (4).
A cette étape, le complexe P450-Fe?* peut aussi lier le monoxyde de carbone (5). Le complexe
qui en résulte, P450-Fe**-CO, absorbe 3 450 nm et permet le dosage des P450s selon la
méthode d’Omura et Sato (Omura and Sato, 1964). Le complexe oxygéné est réduit en un
complexe dit a oxygéne actif (6) par un second électron fourni soit par le NADPH (via la
réductase), soit par le NADH. L’'arrivée de protons dans le cycle va entrainer la libération d’un
des atomes d’oxygéne du complexe et la formation d’une molécule d’eau et d’un complexe
« oxénoide » (7). Le dernier atome d’oxygene est alors transféré sur le substrat. Il y a alors

dissociation du substrat et retour de I’'enzyme a I'état natif (1).

1.6 Fonctions biologiques et substrats

Les fonctions biologiques des P450s peuvent se diviser en deux domaines: d’une part, le

métabolisme de substances endogénes, et d’autre part, le métabolisme des xénobiotiques. Il est

29




Figure 1-6 : Classification des 57 P450s humains, basée sur la nature de leur substrat principal

(d’apreés (Dutheil et al., 2008))

Endogenous Exogenous Unknown
Substrates Substrates

Fat.ty Eicosancids Vitamins Sterols Xenobiotics
Acids
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probable que la plupart des P450s présentent des capacités de métabolisation pour les 2 types
de substrats, a l'instar du CYP3A4, principal P450 métabolisant les médicaments dans le foie,

capable aussi de métaboliser la testostérone (Usmani et al., 2003).

1.6.1 Métabolisme de substances endogénes

Les P450s sont impliqués dans le métabolisme du cholestérol et la biosynthése des
acides biliaires (Andersson et al., 1989), la synthese et le métabolisme des stéroides (Miller,
1998), la synthése et le métabolisme de la vitamine D3 (Kato, 1999), la métabolisation de I'acide
arachidonique (Nebert and Russell, 2002). La plupart des P450s participant a ces réactions
endogenes sont indispensables a I'organisme, ce sont principalement les P450s des familles 4 a

51 (Figure I-6).

1.6.2 Métabolisme des xénobiotiques

Parmi les 57 P450s humains, 23 sont impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques
appartenant essentiellement aux familles 1, 2 et 3. Plus de 90 % du métabolisme des
médicaments passent par I'activité des P450s et plus de 2000 substrats ont été identifiés a ce
jour (Rendic, 2002). Les xénobiotiques sont principalement métabolisés dans le foie. Il est a
noter que, contrairement aux P450s impliqués dans le métabolisme des endobiotiques, la
variabilité inter-individuelle d’expression des isoformes impliquées dans le métabolisme des
xénobiotiques est treés importante.

Ainsi, les P450s métabolisent un nombre considérable de molécules. Contrairement a
une enzyme classique qui métabolise un substrat unique en un seul produit, un P450 peut
transformer des substrats de taille et de polarité différentes. De plus, un méme substrat peut
étre métabolisé par plusieurs P450s (spécificité de substrat relative et chevauchante). Un bon
exemple de cette dualité de fonction (endogéne et exogene) est observé pour les P450s qui
métabolisent I'acide arachidonique. Au moins 14 P450s appartenant aux familles CYP1, 2, 3, 4,
5A et 8A participent directement ou secondairement a ce métabolisme. Les prostaglandines D,

E, F, éicosanoides, leukotrienes et tromboxane A2 ainsi générés jouent un réle dans de
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Figure I-7 : Proportions des différentes isoformes de P450s présentes dans le foie (d’apres

(Guengerich, 2005))
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nombreux processus biologiques : vasoconstriction et vasodilatation, réponse allergique,
agrégation plaquettaire, transport ionique, hyperthermie... L'implication des mémes systémes
de détoxication dans la transformation de molécules exogénes et endogénes peut se traduire

par des interférences entre le métabolisme endogéne et le métabolisme des xénobiotiques.

1.7 Expression tissulaire

Les P450s eucaryotes sont ubiquistes et exprimés dans la plupart des tissus selon leur
fonction (Nishimura et al., 2003). Cependant, ils sont particulierement abondants en quantité et
en diversité au niveau du foie (Figure I-7). C'est le premier organe, apres l'intestin gréle, a étre
en contact avec les xénobiotiques ingérés, via le systéme porte. La distribution tissulaire des
P450s correspond a celle de leurs substrats. Ainsi, les P450s impliqués dans la biosynthése des
stéroides (CYP11A, 11B, 17, 19) s’expriment surtout dans les tissus stéroidogenes (cortex
surrénale, gonades, placenta, TA) (Waterman and Simpson, 1985), tandis que les P450s
impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques se retrouvent plutét dans les organes de
filtration du sang (foie, rein), et aux différentes portes d’entrées des xénobiotiques dans

I’organisme (appareil gastro-intestinal, appareil respiratoire, peau) (Bieche et al., 2007).

Dans la suite de cette thése, nous nous intéresserons uniquement aux P450s des familles

1, 2 et 3, impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques.

1.8 Focus sur les P450s des familles1a 3

1.8.1 Famille 1

Cette famille est composée de trois genes (CYP1A1, 1A2, 1B1) régulés au niveau
transcriptionnel par la voie AhR-Arnt (aryl hydrocarbon receptor-aryl hydrocarbon receptor
nuclear translocator). Cette régulation sera discutée plus en détail par la suite. Le CYP1A1l

humain est exprimé principalement dans les tissus extra-hépatiques, ou son expression
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constitutive est pratiguement indétectable (Bieche et al., 2007), mais est inductible dans de
nombreux organes par des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), tels que le 3-
méthycholantrene et le benzo[a]pyréne, et des hydrocarbures aromatiques halogénés comme
la 2,3,7,8-tétrachorodibenzo-p-dioxine (TCDD) (Gonzalez, 1988). Le CYP1Al est une enzyme
importante du métabolisme des xénobiotiques de par sa large spécificité de substrat et sa
distribution dans I'organisme. Le CYP1B1 est différentiellement exprimé selon les tissus, avec les
niveaux constitutifs d’ARNm les plus importants détectés dans des tissus extra-hépatiques
comme l'utérus, le cceur, le cerveau, les poumons et le rein (Pavek and Dvorak, 2008). Le
CYP1B1 métabolise un nombre important de HAP (Shimada et al., 1996) et est impliqué dans le
métabolisme de stéroides endogenes (Murray et al., 2001). De plus, la 4-hydroxylation de
I'cestradiol semble étre une réaction caractéristique catalysée par le CYP1B1. Chez 'lhomme, le
CYP1B1 est surexprimé dans certaines cellules tumorales et l'activation métabolique des
cestrogénes pourrait étre un facteur essentiel dans le développement des tumeurs mammaires
(Murray et al.,, 2001). Le CYP1A2 est une enzyme hépatique, exprimée constitutivement et
inductible par les mémes composés que les CYP1Al et 1B1 (Gonzalez, 1988). Le CYP1A2

métabolise de nombreux médicaments.

1.8.2 Famille 2

Cette famille est la plus grande famille de P450 chez 'lhomme. A la différence de la
famille 1, les membres de cette famille ne partagent pas le méme systéme de régulation. Les
spécificités de substrats et de tissus sont également tres différentes. Les CYP2C et CYP2D qui
sont quantitativement les plus importants de cette famille dans le foie jouent un réle majeur
dans le métabolisme des médicaments. La famille CYP2C est composée de 4 génes : CYP2CS,
2C9, 2C18 et 2C19. L'isoenzyme CYP2C9 est la plus abondante, suivi par les CYP2C8 et CYP2C19.
En plus de transformer de nombreux composés endogenes comme I'acide arachidonique, ce
systeme métabolise environ 25% des médicaments (Lewis, 2004). Chez I'homme, le CYP2D6 est
le seul géne actif de la sous-famille CYP2D qui comprend trois genes (2D6, 2D7 et 2D8). Certains
polymorphismes du CYP2D6 entrainant une altération de son expression ou de son activité
enzymatique ont été associés a une déficience du métabolisme des médicaments (Gonzalez et
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al., 1988). A l'inverse, les formes avec plusieurs copies du géne, identifiées chez certains
individus, aboutissent a un métabolisme trés rapide des médicaments (Ingelman-Sundberg,
2005). Cette enzyme intervient également dans le métabolisme de composés endogeénes,
notamment certains neurotransmetteurs (Hiroi et al., 1998). L'expression du CYP2D6 pourrait
également jouer un role dans la métabolisation de polluants chimiques environnementaux tels

gue les pesticides (Dutheil et al., 2008).

1.8.3 Famille 3

La famille 3 comprend seulement une sous-famille, le CYP3A composé de 4 genes 3A4,
3A5, 3A7 et 3A43 dont I'expression tissulaire differe : le CYP3A4 est exprimé principalement
dans le foie, le CYP3A5 dans les tissus extra-hépatiques, et le CYP3A7 dans le foie feetal. Le
CYP3A4 a un role fondamental puisqu’on estime que plus de 50% des médicaments sont
métabolisés par cette enzyme (Gueguen et al., 2006). Le CYP3A4 peut ainsi étre impliqué dans
de nombreuses interactions médicamenteuses importantes en clinique. Des stéroides naturels
tels que la testostérone et la progestérone sont également métabolisés par cette enzyme
(Maenpaa et al., 1993). Un important systéme de régulation contréle son expression,
notamment par I'activation de facteurs de transcription par des ligands spécifiques (Goodwin et
al., 2002). Les propriétés pharmacologiques de ce systéme de régulation expliquent la capacité
de certains médicaments a protéger I'organisme des effets toxiques d’autres composés. Selon
gu’il se produit une activation ou une inhibition de cette enzyme, I'efficacité thérapeutique d’un
médicament ou de sa forme active peut également étre modulée. Par conséquent,
I’administration concomitante par voie orale d’un inhibiteur du CYP3A4 (jus de pamplemousse)
et d’'un médicament substrat de cette méme isoenzyme (statines) peut entrainer une
augmentation trés importante de la concentration plasmatique du médicament et conduire

ainsi a une toxicité accrue (Dresser et al., 2000).
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1.9 Régulation transcriptionnelle de I’expression des P450s

L'expression des P450s des familles 1 a 3 présente de grandes variations inter-tissulaires,
mais aussi inter-individuelles. En effet, I’'expression de ces protéines est sous l'influence de
facteurs génétiques, épigénétiques, physiopathologiques et environnementaux (Beaune and
Loriot, 2000). Des facteurs environnementaux, comme |’exposition aux xénobiotiques, sont en
effet capables de modifier la quantité et/ou I'activité des P450s, agissant comme des
régulateurs de leur propre métabolisme, grace a l'induction ou la répression de ces enzymes.
L'induction des P450s plus particulierement, qui entraine une augmentation de la quantité de
protéines et donc une accélération du métabolisme, apparait comme une réponse adaptative
de I'organisme a un environnement contenant des produits chimiques qui pourraient sinon étre
toxiques. L'induction de la plupart des P450s est transcriptionnelle, mais certains P450s, comme
le CYP2E1, subissent des régulations post-traductionnelles (stabilisation de leur protéine). Seuls
les mécanismes transcriptionnels d’induction des P450s, les plus fréquents dans le cas des
familles 1 a 3, seront présentés dans la suite.

Les génes codant les P450s sont donc inductibles par de nombreux xénobiotiques ou par
des ligands endogénes. Ces molécules vont moduler I'activité transcriptionnelle de certains
récepteurs ayant pour cibles les P450s. Ces récepteurs appartiennent a une grande famille de
facteurs de transcription activés par des ligands. Dans la majorité des cas, la présence d’un
ligand endogene ou exogéne va moduler la transcription des génes cibles selon une séquence
mécanistique maintenant bien établie. Schématiquement, en absence de ligand les facteurs de
transcription sont bloqués par des protéines nucléaires (corépresseurs) ou cytoplasmiques
(chaperonnes). L'arrivée d’'une molécule activatrice (ligand ou autre) va entrainer le départ des
protéines « bloquantes » et la libération des capacités transcriptionnelles du facteur de
transcription. Si de nombreux récepteurs nucléaires ont été associés a la régulation
transcriptionnelle des P450s, nous focaliserons ce paragraphe sur les récepteurs nucléaires des

prégnanes (PXR), de I'androstérone (CAR) et celui de la dioxine (AhR).
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Figure I-8 : Régulation transcriptionnelle de I’expression des P450s par le récepteur Ah
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A I'état basal, le récepteur AhR se trouve dans le cytosol au sein d’'un complexe de molécules
chaperonnes. La fixation d’un ligand sur ce complexe entraine sa translocation vers le noyau,
puis sa dissociation. Le complexe ligand-AhR va ensuite se fixer a la protéine Arnt. Ce nouveau
complexe pourra ainsi se fixer sur une séquence spécifique au niveau du promoteur du gene,
appelée XRE (Xenobiotic Response Element) et activer la transcription de génes comme le
CYP1A1.
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1.9.1 Aryl hydrocarbon Receptor (AhR)

L’aryl hydrocarbon receptor (AhR) est structurellement distinct de la super-famille des
récepteurs nucléaires. Il s’agit d’un facteur de transcription de la famille Per-Arnt-Sim
présentant des domaines d’interaction hélice-boucle-hélice. Détecté chez presque tous les
vertébrés, AhR est présent dans la glande mammaire, le foie, le systeme nerveux central, le
systeme cardiovasculaire, et l'utérus (Gueguen et al., 2006). En absence de ligand, AhR est
séquestré dans le cytoplasme dans un complexe de molécules chaperonnes (Figure I-8). La
liaison du ligand entraine la translocation nucléaire de AhR qui s’associe avec son partenaire
AhR-nuclear translocator (Arnt). Le dimere Arnt-AhR avec son ligand peut alors se fixer en
amont des génes cibles au niveau des promoteurs pour moduler leur activité transcriptionnelle.
Parmi la centaine de génes cibles identifiés, les CYP1A1 et 1B1 occupent une place de choix, car
ils sont impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques. Les ligands de AhR sont de nature
hydrophobe et peuvent étre endogenes ou exogenes. Ainsi, des molécules endogeénes ont une
faible affinité pour AhR comme la bilirubine et certains dérivés de |'acide arachidonique
(Kerkvliet, 2009). Les ligands exogenes de AhR sont une dioxine, la TCDD (2,3,7,8-tétrachloro-
dibenzo-p-dioxin) ou des hydrocarbures polycycliques aromatiques (benzo[a]pyréne et

naphtoflavone).
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Figure I-9 : Régulation transcriptionnelle de I’expression des P450s par le récepteur CAR
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La fixation d’un ligand sur CAR permet a celui-ci de se détacher du complexe protéique dans
lequel il se trouve a I'état basal, et sa déphosphorylation. Le complexe ligand-récepteur formé
va pouvoir migrer vers le noyau puis se fixer a la protéine RXR. Ce nouveau complexe pourra
ainsi se fixer sur des séquences spécifiques au niveau du promoteur du géne, appelées PBREM
(Phenobarbital Responsive Element Module), et activer la transcription de genes cibles comme
le CYP2B6.

39



1.9.2 Constitutive Androstane Receptor (CAR)

Ce récepteur fut cloné pour la premiéere fois en 1994. Il fut nommé « constitutif » en
raison de sa capacité a se lier au Retinoid X Receptor (RXR) et a activer la transcription de génes
cibles en I'absence de ligand (Baes et al., 1994). Il est exprimé essentiellement dans le foie, et
dans une moindre mesure dans l'intestin, les reins, les poumons, le cceur et les muscles. A I'état
basal, CAR est séquestré dans le cytoplasme de la cellule. Il y forme un complexe avec les
protéines chaperonnes HSP90 et CCRP (cytoplasmique CAR retention protein) jusqu’a la fixation
du ligand qui entraine la dissociation de ce complexe, la migration de CAR vers le noyau, son
hétérodimérisation avec RXR et l'activation de la transcription du géne cible (Figure 1-9).
Cependant, un autre mécanisme d’activation de CAR, indépendant de la fixation du ligand sur le
récepteur a été mis en évidence, notamment dans le cas de l'activation de CAR par le
phénobarbital. Cette voie d’activation indirecte semble faire intervenir la déphosphorylation du
récepteur (Mutoh et al., 2009). Dans I'espéce humaine, I'activation de CAR est associée a une

induction des genes codant des P450s tels que CYP2B6, 2C9, 2C19, 3A4.
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Figure I-10 : Régulation transcriptionnelle de I’expression des P450s par le récepteur PXR
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La fixation d’un ligand sur PXR permet a celui-ci de se détacher du complexe protéique dans
lequel il se trouve a I'état basal. Le complexe ligand-récepteur formé va pouvoir migrer vers le
noyau puis se fixer a la protéine RXR. Ce nouveau complexe pourra ainsi se fixer sur des
séquences spécifiques au niveau du promoteur du gene, appelées XREM (Xenobiotic Responsive
Element Module), et activer la transcription de génes cibles comme le CYP3A4.
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1.9.3 Pregnane X Receptor (PXR)

Le récepteur nucléaire orphelin PXR, aussi appelé récepteur des stéroides et des
xénobiotiques (SXR), a été identifié par différentes équipes indépendamment, a la fois chez la
souris et dans I'espéce humaine (pour une revue lire (Kliewer et al., 2002)). Des orthologues ont
été identifiés par la suite chez le rat, le lapin, le chien et le porc. Ce récepteur est exprimé
abondamment dans le foie, I'intestin gréle, le colon et la glande mammaire. Il est intéressant de
noter que ces mémes tissus sont les sites majeurs d’expression des genes codant les
cytochromes CYP3A. Les principales étapes de la voie de signalisation de PXR sont similaires a
celles de la voie CAR (Figure 1-10). PXR est le régulateur transcriptionnel de nombreux genes
impliqués dans le métabolisme et le transport des xénobiotiques. Parmi les genes cibles chez
I’'homme, on retrouve ceux codant les enzymes de la phase | telles les CYP2B6, CYP2C8 et 2C9,
CYP3A4 et 3A7. PXR peut également réguler la transcription des enzymes de conjugaison de la
phase Il comme les glutathion S transférases, les sulfotransférases et les UDP-
glucuronosyltransférases. Enfin, PXR peut activer le gene Multi Drug Resistance 1 (MDR1)
impliqué dans la sortie cellulaire des molécules exogenes. PXR est donc un acteur clé du
systeme adaptatif de défense contre les xénobiotiques. L’analyse cristallographique de la poche
de fixation du ligand a mis en évidence une cavité importante permettant I'interaction du
récepteur avec de nombreux ligands endogénes ou exogenes et de structures variées (stéroides,
antibiotiques, antifongiques, anticancéreux et I'antidépresseur naturel extrait de millepertuis).
Méme si I'analyse des éléments de réponse localisés dans le promoteur des génes suggere que
les voies de régulation CAR et PXR sont distinctes, il existe de nombreuses similitudes entre ces
deux voies, telles qu’un grand nombre de ligands communs (phénobarbital, phénytoine), de
génes cibles communs (CYP3A4, 2B6, 2C9, ABCB1), un méme profil d’expression tissulaire, et
une participation au métabolisme endogéne (acides biliaires). Ces similitudes pourraient étre a

I'origine d’une potentialisation de leurs effets (Pascussi et al., 2008).
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CHAPITRE I : LE TISSU ADIPEUX
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Figure lI-1 : Anatomie du TA (adapté de (Anghel and Wahli, 2007))
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Le tissu adipeux (TA) est un organe important, d’abord quantitativement, puisque méme
chez une personne maigre, il peut atteindre 15 a 25% du poids total, et cette proportion peut
s’élever jusqu’a 50% dans les cas d’obésité morbide. Qualitativement ensuite, le TA posséde
deux fonctions principales au sein de I'organisme. Premiérement, il joue un role primordial dans
le stockage et la libération des lipides, gérant ainsi les réserves énergétiques de I'organisme
selon les besoins et les approvisionnements. Deuxiemement, c’est un organe endocrinien qui
synthétise et sécrete des adipokines, qui peuvent agir au niveau local (par voie autocrine ou
paracrine) ou systémique et influencer tous les autres organes impliqués dans la physiologie. Ce
tissu a été longtemps négligé par les scientifiques, mais il devient maintenant évident que le
tissu adipeux, ou plutdt les tissus adipeux, agissent en collaboration au sein d’un véritable

organe adipeux qui contribue de facon significative a la régulation de ’lhoméostasie.

I1.1 Anatomie du TA

Le TA est composé majoritairement d’adipocytes matures remplis de lipides, ainsi que de
leurs précurseurs les préadipocytes, et d’une fraction stroma-vasculaire qui contient des cellules
sanguines, des cellules endothéliales et des macrophages.

Il existe deux types de TA : le TA blanc et le TA brun, dont les réles métaboliques sont
distincts et complémentaires. Le TA blanc, formé principalement d’adipocytes blancs, accumule
I’énergie en exces dans l'organisme sous forme de graisses et constitue ainsi le plus grand
réservoir d’énergie chez les mammiféres. Au contraire, le TA brun, dont la couleur est due a une
irrigation plus dense et a un nombre important de mitochondries, est spécialisé dans la
thermogenese adaptative. Bien que le réle du TA brun ait été beaucoup étudié chez les
rongeurs et les nouveau-nés d’autres espéces, sa persistance et son importance chez les
humains adultes sont activement étudiées et ses fonctions restent a déterminer.

La suite de cette introduction sera consacrée au TA blanc. Au sein du TA blanc, on trouve
deux types de dépbts: le TA viscéral et le TA sous-cutané, qui possédent des activités

métaboliques et des sensibilités a I'insuline tres différentes (Figure 11-1).
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11.1.1 Le TA blanc viscéral

Le TA viscéral est constitué des compartiments intra- et rétropéritonéaux, et le TA intra-
péritonéal est lui-méme constitué du TA omental, mésentérique et, chez les rongeurs,
périgonadal (épididymal). La délimitation entre les TA intra- et rétropéritonéaux est située le
long de la surface ventrale du rein, et de la surface dorsale des intestins. Chez 'lhomme, le TA
rétropéritonéal est minoritaire et ne représente que 25% du dép6t viscéral total (Wajchenberg,
2000). Le TA viscéral se distingue des autres dépobts par sa connexion directe au foie, via la veine
porte.

Une diminution du TA viscéral améliore la sensibilité a I'insuline de I'organisme et induit
le métabolisme du glucose. En fait, la masse de TA viscéral est positivement corrélée avec
I'intolérance au glucose, 'altération du niveau plasmatique de lipoprotéines, I"'augmentation
des concentrations de triglycérides et de cholestérol, I'hypertension et la dyslipidémie (Thorne
et al., 2002; Klein et al., 2004). De plus, I'analyse des voies de signalisation de l'insuline dans les
TA viscéral et sous-cutané humains montre que le TA viscéral exprime des niveaux plus élevés
de protéines spécifiques de la voie de signalisation de I'insuline et une plus grande sensibilité a
I'insuline (Laviola et al., 2006). En bref, le TA viscéral est plus sensible a la perte de poids que le
TA sous-cutané, plus actif métaboliquement, plus lipolytique et produit plus d’adipokines (Park

and Lee, 2005).

11.1.2 Le TA blanc sous-cutané

Les dépots sous-cutanés sont ceux qui subissent les plus importants changements de
taille sans effet notable sur la sensibilité a I'insuline, le métabolisme du glucose ou le profil
métabolique de I'organisme (Despres et al., 1989). Chez I'homme, il existe deux couches
distinctes de TA sous-cutané : le TA sous-cutané superficiel et le TA sous-cutané profond. 51%
du TA sous-cutané de la femme se trouvent dans les couches profondes de TA sous-cutané,
alors que chez ’homme, ce sont 66% du TA sous-cutané total qui se trouvent dans cette couche.

Il semblerait que I'obésité soit associée avec une augmentation préférentielle de la couche
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Figure 11-2 : ROle du TA blanc et des organes périphériques en état postprandial (A) et a jeun

(B) (adapté de (Anghel and Wahli, 2007))
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profonde, et la perte de poids chez les sujets obéses impacte préférentiellement cette couche,
suggérant que la couche profonde sous-cutanée est plus active que la couche superficielle (He

et al., 2005).

1.2 Le TA et la régulation de ’homéostasie énergétique

Une des fonctions principales du TA est de stocker I'énergie en exces sous forme de
lipides, qui sont ensuite mobilisées par d’autres tissus en réponse a des besoins métaboliques
en périodes de restrictions alimentaires. Aprés de copieux repas, le TA stocke I'énergie
excédentaire sous forme de triglycérides (TG), c’est la lipogenése (Figure lI-2A). L'adipocyte est
capable d’accumuler des quantités incroyablement élevées de TG, qui sont stockés au sein de
gouttelettes lipidiques intracellulaires entourées de protéines appelées périlipines, sans causer
de lipotoxicité (Greenberg et al., 1993). Le jeline induit le catabolisme de ces TG en acides gras
(AG) libres et en glycérol, qui sont libérés dans la circulation (Figure 11-2B), c’est la lipolyse. Les
AG libres servent ensuite de source énergétique pour des tissus actifs métaboliquement comme
les muscles, ou leur oxydation en CO, et en eau génére de I’ATP. Une partie de ces AG libres
peut cependant étre réestérifiée directement dans le TA sans atteindre la circulation. Dans le
foie, la plupart de I'acétyl-CoA produit par I'oxydation des AG libres est utilisée pour synthétiser
des corps cétoniques (acétoacétate, B-hydroxybutyrate), qui sont libérés dans la circulation et
utilisés comme source d’énergie par les tissus périphériques. Le glycérol généré par I'hydrolyse
des TG sert pour la synthése de glucose, qui est réservé pour les cellules qui en dépendent
comme source énergétique (neurones, globules rouges). La régulation des stocks de TG est
cruciale pour la survie, puisque sans le TA et ses réserves lipidiques, les organismes auraient
besoin de s’alimenter de fagon continue, ce qui n’est évidemment pas possible. La régulation du
métabolisme lipidique dans le TA est controlée a 3 niveaux : la captation des AG, la lipogenése,
et la lipolyse. Lipogeneése et lipolyse coexistent « au ralenti » : c’est le jeu de I'offre (en AG des
chylomicrons et des lipoprotéines a tres faibles densités (VLDL)) et de la demande (en AG par les

tissus consommateurs) qui décide de la vitesse de I'une ou I'autre voie. Chacun de ces processus
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Table 1I-1 : Quelques exemples de facteurs sécrétés par le TA (adapté de (Anghel and Wahli,

2007))
Nom Expression Principales fonctions
Leptine Adipocytes Hormone, reflet de la masse adipeuse
Signal de satiété par effet direct sur I'hypothalamus
Stimule la lipolyse, inhibe la lipogénése, stimule I'oxydation des AG
Adiponectine | Adipocytes Hormone insulino-sensitive
Stimule I'oxydation des AG
Action anti-inflammatoire
Adipsine Adipocytes Composante du complément
Stimule le stockage de TG, inhibe la lipolyse
Pref-1 Préadipocytes | Inhibe I'adipogénese
Sa surexpression dans le TA affecte la tolérance au glucose et la
sensibilité a l'insuline
TNFa Macrophages | Cytokine pro-inflammatoire
Induit I'insulino-résistance
Augmente la lipolyse dans les adipocytes
IL-6 Adipocytes Cytokine pro-inflammatoire
Diminue les voies de signalisation de la leptine et de I'insuline
TGFB Adipocytes/ Facteur de croissance, adipokine anti-inflammatoire
Macrophages | Effet sur la prolifération, la différenciation et I'apoptose
Expression augmentée au cours de I'obésité
MCP1 Adipocytes/ Chémokine anti-inflammatoire
Macrophages | Recrute les macrophages sur les sites inflammatoires
Augmente la lipolyse et la sécrétion de leptine
PAI1 Adipocytes Protéines vasculaires, puissant inhibiteur du systeme fibrinolytique
Lié au développement de l'insulino-résistance
Niveaux circulants augmentés en cas d'obésité
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est controlé par des stimuli extérieurs dont l'insuline, les corticoides, les catécholamines, les

peptides natriuretiques, et des cytokines comme le TNF-a.

1.3 Le TA, organe endocrinien

Longtemps considéré comme un organe inerte de stockage et de libération des lipides
en fonction des besoins métaboliques, le TA apparait aujourd’hui comme un véritable organe
endocrinien capable d’intégrer des signaux hormonaux venant de différentes parties de
I'organisme et d’y répondre en sécrétant ses propres peptides de signalisation appellés
adipokines. Ces médiateurs ont un impact sur de nombreux tissus cibles, comme le foie ou les
muscles squelettiques, et participent directement au controle général de la balance
énergétique. Certaines de ces adipokines, comme la leptine ou l'adiponectine, activent des
circuits neuronaux dans I’hypothalamus ou d’autres régions cérébrales avec un impact sur la
régulation systémique de la dépense énergétique et le catabolisme lipidique (Ahima et al.,
2006). En plus de la production de ces adipokines, le TA, en condition de stress, sécrete aussi
des cytokines pro- ou anti-inflammatoires, avec des actions autocrines et/ou paracrines et qui
contribuent aussi au contréle de ’lhoméostasie énergétique. La production et la sécrétion de ces
adipokines et de ces cytokines par le TA sont régulées par la masse adipeuse et le statut
physiologique de I'organisme (Verreth et al., 2004).

Bien que de nouvelles adipokines impliquées dans 'homéostasie énergétique ont été
découvertes ces derniéres années, les plus étudiées restent la leptine, I'adiponectine, la
resistine, I'angiopoietin-like protein 4, et le preadipocyte factor 1. Les autres molécules
sécrétées par le TA (chemokines, adipokines, protéines vasculaires) sont impliquées dans des
réactions pro-inflammatoires (TNFa, IL1, IL6) ou anti-inflammatoire (TGFB, IL1Ra, IL10, MCP1,
IL8, RANTES, IP10, PAI1, TF, angiotensin 2) (Tableau II-1).
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Figure 11-3 : Morphologie d’un adipocyte blanc
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11.4 Focus sur I'adipocyte

11.4.1 Morphologie

L’adipocyte blanc est composé pour I'essentiel d’'une gouttelette de lipides. Le noyau est
refoulé a la périphérie et le cytoplasme limité a une mince couronne autour des lipides
intracellulaires (Figure 11-3). Les adipocytes mettent en réserve les AG libres sous forme de TG
qui sont stockés dans la gouttelette lipidique (lipogeneése). La taille des adipocytes peut varier
grandement, jusqu’a 20 fois. A l'inverse, en cas de besoin énergétique, les TG sont hydrolysés,

ce qui libére des AG libres dans la circulation (lipolyse).

1.4.2 Lipogeneése

Les TG stockés dans les adipocytes sont synthétisés dans ces cellules a partir d’AG et de
glycérol, I'un et l'autre devant étre prélablement activés respectivement en acyl-CoA et en
glycérol-3-phosphate (G3P). La plupart des AG utilisés pour cette synthése proviennent des
lipides plasmatiques circulants, tandis que le G3P peut avoir deux origines, la glycolyse et la
glycéronéogenése. Le site exact de la synthése des TG et le moyen par lequel les nouveaux TG

sont dirigés vers les gouttelettes lipidiques sont encore débattus.

11.4.2.1 Sources d’AG

La plupart des AG utilisés pour la synthése de TG dans le TA humain provient des lipides
plasmatiques circulants. Ces AG circulants sont, soit des AG non estérifiés (AGNE) liés a
I'albumine, soit des TG incorporés dans des lipoprotéines, principalement des VLDL en état post-
absortif et des chylomicrons en état post-prandial. Ces lipoprotéines doivent tout d’abord étre
hydrolysées par la lipoprotéine lipase (LPL), enzyme liée aux capillaires du TA (Mead et al.,
2002), afin de libérer leurs AG. L'expression et I'activité de la LPL sont augmentées dans le TA a

I’état nourri, particulierement lors d’'un régime riche en carbohydrates, probablement par
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I'action de l'insuline, tandis que son expression et son activité sont réduites en période de jeline

et sous régime riche en lipides (Braun and Severson, 1992).

Quelque soit leur origine, la captation des AG a longue chaine par les adipocytes requiert
des processus spécifiques pour leur permettre de traverser la membrane plasmique (Luiken et
al.,, 2004). Il est probable qu’un transport par des transporteurs spécifiques et une diffusion
passive coexistent. Les adipocytes blancs humains expriment différents transporteurs des AG,
qui facilitent et controlent leur transport: la protéine Cluster of Differentiation 36 (CD36)
(homologue du transporteur des AG murin Fatty Acid Transporteur (FAT)), la protéine de
transport des AG (Fatty Acid Transport Protein, FATP), et la protéine de la membrane plasmique
liant les AG (Fatty-Acid-Binding Protein, FABP), CD36 étant responsable de la majorité de la
captation des AG (lbrahimi and Abumrad, 2002). L'insuline favorise ce transport en stimulant
I'expression de ces transporteurs et leur transport jusqu’a la membrane plasmique (Czech,

2002).

Les AG n’étant pas solubles dans le cytosol et pouvant avoir des effets toxiques sur les
membranes, ils sont ensuite fermement liés par des protéines cytosoliques de liaisons aux
lipides appelées FABP. Ces protéines transportent les AG de membranes en membranes
jusqu’au site d’action de I'enzyme acyl-CoA synthase. Les adipocytes blancs humains expriment
deux FABPs : adipocyte Protein 2 (aP2), produit du géne FABP4, exprimée uniquement dans les
adipocytes et majoritaire, et la protéine de liaison des lipides des kératinocytes, exprimée aussi
dans les macrophages, minoritaire (Fisher et al., 2002). Le premier pas du métabolisme des AG
apres leur captation et leur liaison aux FABP est leur activation en acyl-CoA a chaine longue
(Long Chain Fatty Acyl-CoA, LCFA-CoA) par l'acyl-CoA synthase (ACS). Les LCFA-CoA peuvent
ensuite étre dirigés vers I'oxydation ou dans la synthése de lipides plus complexes comme les
TG. Comme dans d’autres tissus, I'oxydation nécessite I'entrée des LCFA-CoA dans la

mitochondrie par 'action de la carnitine-palmitoyl transférase I.
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A part la captation d’AG circulants, une deuxieme source d’AG est possible dans les
adipocytes : la lipogenese de novo. La lipogenese de novo est la synthese de nouvelles
molécules d’AG a partir de substrats non lipidiques, principalement des carbohydrates chez les
mammiféeres. L'expression et |'activité des chemins lipogénique et glycolitique sont ainsi
intimement liées dans les tissus lipogéniques. Les deux principaux sites de lipogenése de novo
sont le foie et le TA. L'importance quantitative de ce phénomene, et les contributions
respectives du foie et du TA varient selon les especes. Globalement, la lipogenése de novo est
moins active chez I’homme que chez le rongeur et contribue bien moins aux stocks lipidiques de
I'adipocyte que les TG alimentaires (Marin et al., 1992). Les enzymes clefs de la lipogenése sont
exprimées dans les adipocytes mais leur expression et leur activité sont plus faibles chez
I'homme que chez le rat (Letexier et al., 2003). Il semble que la lipogenése de novo chez
I’'homme soit moins active dans les adipocytes que dans le foie, exprimé par gramme de tissu,
mais, en considérant I'organisme en entier, les contributions du foie (1.5 kg) et du TA (12 a 15
kg) sont comparables (1 a 2 grammes par jour pour chaque tissu) (Diraison et al., 2003). Elles

restent cependant minoritaires comparées a I'ingestion des TG alimentaires (>100 g/jour).

11.4.2.2 Sources de G3P

La synthése de TG nécessite du G3P pour I'étape initiale de I'estérification des AG.
L'activité de la glycérol-kinase est tres faible dans les adipocytes, et le G3P est produit soit a
partir de glucose, par les premieres étapes de la glycolyse, soit a partir de précurseurs
gluconéogeniques, par la glycéronéogenese (Reshef et al., 2003). Le glucose entre dans les
adipocytes a l'aide des transporteurs de glucose 1 et 4 (Glut-1 et Glut-4) responsables
respectivement de I'entrée de glucose basale et stimulée par l'insuline. L'autre source de G3P
est la glycéronéogeneése, une version abrégée de la gluconéogenese qui produit du G3P a partir
de substrats gluconéogeniques comme le lactate et le pyruvate (Figure 1I-5). L'étape limitante de
cette réaction est controlée par la forme cytosolique de la phosphoenol pyruvate carboxy kinase
(PEPCK). Les contributions relatives de la glycolyse et de la glycéronéogenése a la production de

G3P varient en fonction de facteurs nutritionnels et pharmacologiques. La disponibilité globale
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Figure 11-4 : Synthése des triglycérides dans I’adipocyte
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de G3P contréle le taux d’estérification des AG provenant de la lipogénése de novo ou des

lipides circulants, mais aussi la ré-estérification partielle des AG libérés lors de la lipolyse des TG.

11.4.2.3 Syntheése des TG

Les TG sont constituées d’'une molécule de glycérol, lite a 3 molécules d’AG. La
biosyntheése des TG résulte de I'estérification successive des groupes alcool du G3P par
différentes enzymes : trois acyl transférases et une phosphatase qui forment la triglycéride
synthase, complexe multienzymatique lié a la membrane du réticulum endoplasmique (Figure II-

4).

11.4.3 Lipolyse

Les TG du TA sont hydrolysés lorsque les besoins énergétiques de I'organisme ne sont
pas satisfaits par I'alimentation. Lors de cette lipolyse intracellulaire, les TG sont hydrolysés
successivement en diacylglycérols (DAG) et monoacylglycérols (MAG), pour aboutir finalement a
la libération de 3 molécules d’AG et d’une molécule de glycérol par molécule de TG. Cette
hydrolyse est généralement compléte, méme si quelques DAG et MAG peuvent d’accumuler. Le
TA ayant une activité glycérol-kinase trés faible, le glycérol produit est libéré dans la circulation
pour étre utilisé par d’autres tissus. Cette libération de glycérol dépend en partie de
I’aquaporine (AQP), une protéine formant un canal dans la membrane plasmique. Les AG libérés
par I'hydrolyse des TG, au contraire, peuvent étre soit libérés dans la circulation, soit ré-
estérifiés en TG sans apparaitre dans la circulation. Ce recyclage intracellulaire d’AG dépend de
la disponibilité en G3P, et de I'expression des enzymes de ré-estérification. A I'état basal, post-
absorptif, ce recyclage est limité, mais le taux de ré-estérification augmente en période de
jeline, ou dans des situations pathologiques comme I’hyperthyroidisme (Beylot et al., 1991), ou
le stress (Bahr et al., 1990). Ces mécanismes de régulation du taux de ré-estérification

participent a la régulation des taux d’AG plasmatiques (Figure 1I-5).

56



Figure II-5 : Glycéronéogenése et ré-estérification (adapté de (Beale et al., 2002))

Post-prandial Jeun
Triglycérides
Alimentation Triglycérides Re-estérification ipolyse
o sangES térification /_,Glycérol-S- 60% Glycérol
Glycérol-3-P thydroxyacétone-P - Acides gras 100%
Dihydroxyacétone-P ; . ‘
Acides gras P-enolpyruvate 40% i
P-enolpyruvate PEPCK Oxaloacétates
Pyruvate Py = :
Cycle de Krebs Substrats néogluco-  Glycéronéogénése
géniques dans sang

La glycéronéogénese module la libération d’acides gras en période de jeun. Lorsqu’il n'y a plus
d’énergie directe de I'alimentation, la lipolyse libére du glycérol et des acides gras a partir des
triglycérides stockés dans le TA. Le jeine diminue l'insuline et augmente I’AMPc intracellulaire,
ce qui entraine une réduction de |'utilisation de glucose et une augmentation de la production
de PEPCK-C. La libération d’acides gras est restreinte a cause de l'augmentation de la
glycéronéogenése et de la ré-estérification. Au contraire, presque 100% du glycérol est libéré
dans la circulation car il ne peut pas étre phosphorylé dans les adipocytes.

Figure 11-6: Hydrolyse des triglycérides dans le TA (lipolyse) (adapté de (Zechner et al., 2005))

TG —LVDAG —LbMAG —f—bGl cérol

ATGL MGL

LHS

L'adipocyte triglyceride lipase (ATGL) hydrolyse les triglycérides (TG) en diacyl-glycérol (DAG).
Les DAG sont ensuite hydrolysés par la lipase hormono-sensible (LHS) en monoacylglycérol
(MAG). La derniere étape d’hydrolyse des MAG par une monoglycéride lipase (MGL) libére le
dernier acide gras (AG) et le glycérol.
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La lipase hormono-sensible (LHS) posséde un réle clef dans I'hydrolyse des TG. La
lipolyse est activée par les hormones ou médiateurs activant le systéme adénylate cyclase
(adrénalise, noradrénaline, glucacon), entrainant l'augmentation de la concentration
intracellulaire en AMP cyclique, qui phosphoryle une protéine kinase A, qui a son tour active en
les phosphorylant la LHS et les périlipines. L’inhibition de I'expression de la LHS chez la souris se
traduit par 'accumulation de DAG au lieu de TG. Ceci suggere que, bien que la LHS soit capable
d’hydrolyser les TG, ses substrats principaux sont les DAG.

L'adipose triglycéride lipase (ATGL), est une autre lipase présente dans le TA. L'inhibition
simultanée de I'ATGL et de la LHS se traduit par une inhibition de plus de 90% de I’hydrolyse des
TG dans le TA (Zimmermann et al., 2004). Ainsi, I'hydrolyse des TG est d’abord et
majoritairement dépendante de I'ATGL, et accessoirement sous la dépendance de la LHS,
I’hydrolyse des DAG est assurée par la LHS, puis une MAG lipase produit le dernier AG et un
glycérol. Il est admis que la MAG lipase représente I'étape limitante de la libération de glycérol

et d’AG libres (Figure II-6).

1.5 Origine et développement du TA

Dans la plupart des especes, la formation du TA adipeux débute avant la naissance.
L’expansion du TA se déroule rapidement apres la naissance par une augmentation du nombre
et de la taille des cellules adipeuses, phénoménes appelés respectivement hyperplasie et
hypertrophie. De nombreuses études suggérent que I'expansion du TA a I'age adulte ne résulte
pas seulement de I'augmentation de la taille des adipocytes, mais aussi d’une augmentation de
leur nombre. L’hyperplasie adipocytaire a en effet été observée dans de nombreux modeéles
murins (Okuno et al., 1998) (Gregoire, 2001). Méme si |'existence de I'hyperplasie adipocytaire
reste controversée chez 'homme, des précurseurs adipocytaires pouvant étre différenciés in
vitro en adipocytes ont été isolés de TA adulte humain (Sen et al., 2001), démontrant que la
capacité a générer de nouvelles cellules adipocytaires persistait tout au long de la vie. De plus,
des cellules dérivant de cellules de la fraction stroma-vasculaire de TA humain peuvent se

différencier in vitro en cellules adipogénique, chondrogénique, myogénique et osteogénique en
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Figure 1I-7 : Les différentes étapes de la différenciation adipocytaire (adapté de (Ailhaud et al.,

1992))
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Les différentes étapes de la différenciation adipocytaire sont représentées en vert, les stades cellulaires
en noir, et les marqueurs caractéristiques exprimés lors des différentes étapes en rouge.
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présence de facteurs d’induction spécifiques (Zuk et al., 2001), confirmant la plasticité du TA.
Cela suggere qu’en plus de cellules fibroblastiques déja déterminées en adipocytes (les
préadipocytes), le TA humain adulte contient des cellules précurseuses multipotentes.
Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués dans la détermination de cellules primitives
au lignage adipocytaire sont encore mal connus. Au contraire, les évenements moléculaires et
cellulaires qui permettent la transition des cellules indifférenciées fibroblastiques en adipocytes

matures ont été tres étudiés. Ce dernier phénomeéne est appelé différenciation ou adipogenése.

1.6 La différenciation adipocytaire (adipogenése)

Pendant la différenciation adipocytaire, I'acquisition du phenotype adipocytaire est
caractérisée par des changements chronologiques dans I'expression de nombreux genes. Cela se
reflete par lI'apparition de marqueurs précoces, intermédiaires et tardifs d’ARNm ou de
protéines, et par I'accumulation de TG. Ces changements sont principalement transcriptionnels.
Les changements dans |'expression de genes pendant les phases précoces et tardives de la
différenciation adipocytaires ont été principalement caractérisés en utilisant des lignées
cellulaires de préadipocytes, comme la lignée murine 3T3-L1 qui sera présentée ci-apres. Les
principales étapes de la différenciation adipocytaire sont présentées ci-dessous et résumées sur

la Figure 1l-7. Pour une revue compléte sur ce phénomene, voir (Gregoire et al., 1998).

11.6.1 Arrét de la prolifération

Aprés une phase de croissance exponentielle (régulée par des facteurs mitogéniques),
I'adipoblaste, qui présente un aspect fibroblastique, atteint un stade de confluence marqué par
un arrét de la prolifération. Plus que les phénomenes de contact cellulaire, cette interruption de
croissance semble requise pour |'engagement vers la différenciation adipocytaire des
adipoblastes qui deviennent alors des préadipocytes. Les deux facteurs de transcription
CCAAT/Enhancer binding protein-a (C/EBP-a) et peroxisome proliferator-activated receptor y

(PPARy), dont I'expression ne cesse d’augmenter au cours de la différenciation, semblent déja
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jouer un role dans cet arrét de la prolifération cellulaire, malgré leur niveau d’expression faible
dans les préadipocytes. Ces préadipocytes arrétés en phase GO/G1 du cycle cellulaire expriment
des marqueurs précoces tels que la chaine a2 du collagéne de type VI (A2COL6) ou la LPL. C’est
aussi a ce moment la que s’éteint I'expression de pref-1 (preadipocyte factor 1), protéine

soluble ayant un effet inhibiteur sur la différenciation adipocytaire (Sul et al., 2000).

11.6.2 Expansion clonale

Les préadipocytes ne peuvent progresser dans la différenciation que s'ils subissent une
phase d’expansion clonale, qui correspond a plusieurs cycles de mitoses postconfluentes (Tang
et al., 2003). Cependant, les préadipocytes primaires issus de TA humain ne nécessitent pas de
division cellulaire pour entrer dans le processus de différenciation (Entenmann and Hauner,
1996). Dans ces cellules, I'inhibition de la mitose avec de la cytosine arabinoside n’affecte pas le
développement adipocytaire, indiquant que I'amplification clonale de cellules déterminées n’est

pas une étape critique.

Ces deux phases, I'arrét de la croissance et I'expansion clonale s’"accompagnent par des
changements complexes dans |’expression des génes qui peuvent dépendre du modéle
cellulaire et des protocoles de différenciation utilisés. L'expression de I’ARNm de la LPL a été
souvent citée comme un marqueur précoce de la différenciation adipocytaire, mais I'expression
de la LPL est spontanée dans les préadipocytes a confluence et ne dépend pas de I'addition des
agents nécessaires a la différenciation. Ceci suggére que la LPL serait plutét un marqueur de la

phase d’arrét de croissance des cellules, plutot qu’une étape précoce de la différenciation.

Au moins deux familles de facteurs de transcription sont induites précocement lors de la
différenciation adipocytaire : C/EBP et PPAR. L’expression précoce de C/EBP et PPAR est logique,
sachant leur implication majeure dans la phase de différenciation terminale des cellules, par
transactivation de génes spécifiques des adipocytes. PPARy est adipocyte spécifique, il est

exprimé a des niveaux faibles mais détectables dans les préadipocytes, et son expression
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augmente rapidement aprées lI'induction hormonale de la différenciation, jusqu’a atteindre un
niveau maximal d’expression dans les adipocytes matures. Une induction transitoire de
I'expression de C/EBP-B et C/EBP-6 précéde linduction de I'expression de PPARy. La
décroissance de I'expression de C/EBP-B et C/EBP-6 lors des stades précoces a moyen de la
différenciation s’accompagne ensuite de l'induction de C/EBP-a. L'induction de C/EBP-a de

déroule tout juste avant I’expression de genes adipocytaires spécifiques.

Enfin, lors de la différenciation adipocytaire, les cellules passent d’'un phénotype
fibroblastique allongé a une cellule de forme sphérique, et des changements drastiques sont
observés dans la morphologie cellulaire, les éléments du cytosquelette et les composants de la
matrice extracellulaire. Une baisse de 90 et 95% de la synthéese de I'actine et de la tubuline sont
observées dans les phases trés précoces, ce phénomene représentant un événement a part
entiere du processus de différenciation et non une conséquence de I'accumulation de lipides
(Spiegelman and Farmer, 1982). De méme, un switch dans I'expression des génes de collagéne
est un événement précoce de la différenciation adipocytaire, les concentrations de procollagéne
de type | et lll diminuant lors de la différenciation des cellules 3T3-L1, et la sécrétion des
collagenes de type IV augmentant (Weiner et al., 1989). Enfin, une augmentation de la

production de chondroitin sulfate protéoglycanes (versican) a aussi lieu (Calvo et al., 1991).

11.6.3 Phase terminale de différenciation

Lors de la phase terminale de différenciation, les adipocytes en culture augmentent
fortement la lipogénése de novo et acquierent leur sensibilité a I'insuline. L'activité, la protéine
et 'ARNm des enzymes impliqués dans le métabolisme des TG augmentent de 10 a 100 fois :
ATP citrate lyase, enzyme malique, acétyl CoA carboxylase, stearoyl-CoA desaturase, glycérol-3-
phosphate acyltransférase, glycérol-3-phosphate dehydrogénase, fatty acid synthase... Les
transporteurs au glucose (GLUT4) et a l'insuline, ainsi que la sensibilité a I'insuline augmentent.
D’autres genes spécifiques de I'adipocyte voient leur expression augmenter: aP2, CD36,

perilipine, adipsine, leptine, PEPCK...
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Table 1I-2 : Modeéles in vitro de lignées de préadipocytes et cultures primaires (adapté de

(Gregoire et al., 1998))

Lignées Origines/Stade de développement Agents utilisés pour induire la
cellulaires différenciation
Cellules ES | Blastocytes de souris* Acide rétinoique
CH3 10T1/1 | Embryons de souris** Agent déméthylant 5-azacytidine
TA1 Dérivées de T1/2 traitée au S-azacytidine§ 10% FBS, insuline, Dex
3T3-L1 Embryons de souris de 17-19 jours 10% FBS, Dex et MIX, insuline (haute
désagrégés® concentration)
3T3-F442A | Idem 10% FBS, insuline
Ob17 Dépbts épididymaux de souris adultes Ob/Ob® | 8% FBS, insuline, T;
Cultures Source/Age Agents utilisés pour induire la
primaires différenciation
Rat Sous-cutané, épididymal, rétropéritonéal 10% FBS, insuline (faible concentration)
ou
Nouveau-né (48h), 4 semaines ou adulte
Sans sérum, insuline (haute
concentration)
Souris Sous-cutané / 8 a 12 jours Sans sérum, insuline, HDL, Dex
Lapin Péri rénal / 4 semaines Sans sérum, insuline, Dex
Cochon Péri rénal, sous-cutané Sans sérum, insuline, avec ou sans
glucocorticoides
Foetus, nouveau-né (1 a 7 jours)
Humain Sous-cutané abdominal / Age variable Sans sérum, insuline (haute

concentration), glucocorticoides

FBS : Fetal Bovine Serum ; MIX : méthylisobutylxanthine ; Dex : déxaméthazone ; HDL : High

density Lipoproteins; Ts: 3,3’,5-triiodothyronine. *:

cellules totipotentes; **: cellules

multipotentes ; § : cellules déja engagées dans le lignage adipocytaire.

63




1.7 Les modeles d’étude du TA

11.7.1 Les lignées de préadipocytes

La grande majorité des mécanismes participant a I'adipogenése ont été découverts grace
a l'utilisation de lignées de préadipocytes, et sont maintenant largement confirmés par
I"utilisation de souris transgéniques. Les lignées de préadipocytes, ainsi que les préadipocytes
primaires (voir paragraphe suivant) sont déja déterminés au lignage adipocytaire, méme s'ils

peuvent représenter différents stades de différenciation.

Les lignées cellulaires les plus utilisées sont les 3T3-L1 et les 3T3-F442A, qui ont été
clonées a partir de cellules de souris Swiss 3T3 dérivées d’embryons désagrégés de 17 a 19 jours
(Green and Kehinde, 1975). La lignée TA1 a été établie en traitant des fibroblastes d’embryons
de souris CH310T1/2 avec I'agent déméthylant 5-azacytidine (Konieczny and Emerson, 1984).
Les cellules Ob17 et leurs dérivés (Ob1771) ont été générées a partir de précurseurs
adipocytaires présents dans les dépots épididymaires de souris adultes génétiquement obéses
Ob/Ob (Negrel et al., 1978).

En plus de ces modéles, des cellules souches embryoniques de souris ont montré Ila
capacité a se différencier en adipocytes matures in vitro, donnant 'opportunité de mieux
comprendre les événements qui gouvernent le processus de détermination des progéniteurs au
lignage adipocytaire (Dani et al., 1997). Les principales caractéristiques de ces modeles et leurs

protocoles de différenciation sont présentés dans le Tableau II-2.

Malgré quelques différences entre les lignées de préadipocytes et les cultures primaires,
les expériences menées in vivo ont clairement démontré que I'essentiel du processus
adipogénique dans les lignées n’était pas aberrant ou pathologique. En effet, quand des cellules
3T3-L1 ou Ob117 sont injectées dans des souris nude, les cellules se développent en un dépobt

adipeux non distinguable du TA d’origine des animaux (Vannier et al., 1985).
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La valeur de ces lignées préadipocytaires murines comme modeles expérimentaux est
ainsi incontestable. Cependant, la biologie de I'adipocyte présente quand méme quelques
différences entre les rongeurs et I’humain. Par exemple, la distribution régionale des dép6éts
adipeux, leur composition cellulaire (TA blanc vs brun, infiltration par des macrophages), et la
régulation de la résistine, de I'adipsine et des récepteurs adrénergiques sont différents chez
I’'homme et chez le rongeur (Ben-Jonathan et al., 2008). Un autre exemple des différences
intrinseques entre les especes se retrouve dans la suppression de I'expression de I'adiponectine
dans les cellules 3T3-L1 par I'insuline versus son augmentation en réponse a l'insuline dans du
TA humain isolé (Whitehead et al., 2006). De méme, les préadipocytes et les adipocytes matures
humains sécrétent de la prolactine, mais I'expression de cette prolactine n’est pas détectable
dans le TA de rats, de souris, ou dans les cellules 3T3-L1 ou 3T3-F442A (Ben-Jonathan et al.,

2008).

Des lignées de préadipocytes humains ont été développées ces derniéres années
(Wabitsch et al., 2001) (Hugo et al., 2006). Hugo et al. ont par exemple développé une lignée
cellulaire de préadipocytes humains spontanément immortalisée, appelée LS14, issue d’un
patient avec un liposarcome métastatique. Les cellules LS14 sont capables de se différencier in
vitro en adipocytes et deviennent des adipocytes matures capables de stocker des TG et de

libérer des adipokines. Ces modeles restent cependant pour l'instant trés peu utilisés.

11.7.2 Les préadipocytes en culture primaire

Le niveau de différenciation et le lignage des lignées de préadipocytes n’étant pas
toujours bien établi, les cultures primaires peuvent étre tres utiles pour valider les résultats
obtenus dans les lignées. Des cultures primaires de préadipocytes ont été cultivées avec succes
a partir d’un grand nombre d’especes dont 'lhomme et possédent quelques avantages par
rapport aux lignées (Gregoire et al., 1991) (Hausman et al., 1992) (Deslex et al., 1987). Les
cellules primaires sont diploides et refletent ainsi certainement mieux le contexte in vivo que les

lignées cellulaires aneuploides. Deuxiemement, elles peuvent étre obtenues a partir de
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différentes especes, a divers stades de développement, et de divers dépots adipeux (Tableau II-
2). Pour ces cultures primaires, la capacité de différenciation est clairement donneur

dépendante et diminue significativement avec I’age (Kirkland et al., 1990).

Les protocoles de différenciation in vitro sont globalement similaires entre lignées et
préadipocytes primaires. Les cellules sont maintenues et multipliées a I'état de préadipocytes.
Elles commencent a se différencier peu aprés avoir atteint la confluence et leur taux de
prolifération diminue. La différenciation des cellules primaires et des lignées est communément
améliorée en traitant les cellules post-confluentes avec un cocktail de différenciation, une
combinaison d’insuline, isobutylmethylxanthine (IBMX) et dexamethasone, un régime qui
impacte trois voies de transduction du signal distinctes. Les cellules sont généralement traitées
avec ce cocktail hormonal pendant quelques jours puis maintenues dans un milieu plus standard
jusgu’a leur différenciation totale, 8 a 10 jours plus tard. La réponse des cultures primaires et
des lignées a ces agents différenciant varie considérablement. L'insuline par exemple, augmente
le taux de remplissage lipidique des lignées, mais augmente le pourcentage de cellules qui se

différencient dans les cultures primaires.

11.7.3 Les adipocytes isolés

Les fonctions du TA sont régulées par des mécanismes de court et de long terme. Les
adaptations a long terme a des facteurs hormonaux, nutritionnels et développementaux
peuvent se faire sur des durées de quelques heures a quelques jours. Par exemple, des
altérations chroniques du milieu hormonal ont des effets a long-terme sur les capacités
lipogéniques et lipolytiques des adipocytes. Pour comprendre ces mécanismes adaptatifs de
long terme, il faut posséder des modeles qui maintiennent la fonction du TA ex vivo au moins
pendant une semaine. Il existe deux principales méthodes permettant I'étude des régulations a
long terme du métabolisme adipocytaire : les explants de TA (voir paragraphe suivant), et les

cultures primaires d’adipocytes isolés par digestion a la collagénase de TA.
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Les cultures d’adipocytes isolés sont faites par maintien en culture primaire d’adipocytes
isolés de différents dépobts adipeux par digestion du tissu a la collagénase. Un des avantages de
cette méthode, par rapport aux explants, c’est que ces cultures ne contiennent que des
adipocytes. La culture primaire d’adipocytes matures isolés est différente des cultures primaires
de cellules nouvellement différenciées dérivées de précurseurs de la fraction stroma-vasculaire.
Ces dernieres restent en général multiloculaires (multiples gouttelettes lipidiques dans le
cytoplasme) en culture monocouche, et il est possible que ces cellules ne soient pas tout a fait
différenciées. Ainsi, I'avantage majeur des cultures primaires d’adipocytes matures isolés est la
possibilité d’étudier des adipocytes compléetement différenciés, uniloculaires, provenant de

dépots adipeux animaux ou humains.

11.7.4 Les explants de TA

Les explants de TA sont des fragments intacts de TA placés dans un milieu de culture
complet qui contient des nutriments et des électrolytes (glucose, acides aminés, vitamines,
minéraux), tamponné a pH 7.4.

Le TA contient de nombreux types cellulaires, dont les adipocytes, des cellules
endothéliales, des préadipocytes et des fibroblastes. La culture d’explants de TA permet de
préserver les interactions paracrines entre ces différentes cellules, qui peuvent influencer le
métabolisme adipocytaire. Cependant, la complexité du systéme rend aussi les interprétations
mécanistiques difficiles. La présence de types cellulaires multiples complique l'interprétation
des données. Par exemple, il est difficile de conclure a l'aide d’explants de TA si les effets
observés apres I'ajout d’hormones ou de substrats dans le milieu sont directement dus a un
effet sur les adipocytes, ou s’ils sont médiés par les autres types cellulaires. En plus des actions
paracrines, il est possible que la matrice extracellulaire présente dans le TA soit aussi
indispensable pour maintenir la structure et la fonction des adipocytes a long terme, ce que
permet la culture d’explants.

Ce modele d’étude du TA est utilisé comme modele in vitro de TA depuis presque un

siecle, avec de nombreux succeés comme le fait que des adipocytes isolés d’explants en culture
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Table 1I-3: Principales différences entre les TA de souris, de rat et d’homme (adapté de

(Casteilla et al.))

Localisation des dép6ts adipeux:
Interscapulaire

Péri-ovarien

Epididymal

Persistance du TA brun chez 'adulte
Conversion

TA brun=>TA blanc

TA blanc=>TA brun

Site principal de lipogenése

Sensibilité a I'insuline du transport de glucose

Lipolyse stimulée par les catécholamines

Rats et souris

+++

+++
TA
+++

B1, B2, B3

Homme
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restent sensibles a des stimulations hormonales. Plus récemment, des cultures d’explants a plus
court terme ont été extensivement utilisées pour caractériser le métabolisme adipocytaire. Les
explants de TA sont généralement considérés comme étant représentatif du TA in vivo, car ils
conservent I'architecture du tissu. Cependant, pour obtenir des résultats cohérents, les explants
doivent étre lavés et préincubés précautionneusement. Le temps pendant lequel un explant
peut étre incubé avant de commencer a subir des changements dans ses fonctions
métaboliques est une question fréquente. Il est maintenant admis que les préparations
incubées plus de quelques heures commencent a subir des dommages irréversibles si le tissu
n‘est pas maintenu dans milieu enrichi. Cependant, méme dans de bonnes conditions de
culture, il n’est pas certain que les explants soient stables sur de trés longues durées. Des
adipocytes issus d’explants de TA humain sous-cutané sur-expriment rapidement le tumor
necrosis factor-a (TNFa) et le hypoxia-induced factor-1a (HIF-1a) et sous-expriment des genes
spécifiques des fonctions adipocytaires comme la LHS, la LPL, et PPARy, indiquant une réponse

cataboligue méme aprées une préparation simple et soigneuse des explants (Gesta et al., 2003).

11.7.5 Le TA in vivo

Les modeles de rongeurs sont des modéles valables et pratiques dans beaucoup de cas,
sauf pour I'étude du métabolisme et du développement du TA humain. En effet, de trop
nombreuses différences existent entre les TA de souris ou de rats, et le TA humain (Tableau II-
3). En terme de métabolisme, il ne semble pas y avoir de différence majeure entre les
adipocytes des primates humains et non humains (Lafontan et al., 1995), c’est pourquoi les
primates semble un bon modéle physiologique d’étude du TA. En ce qui concerne les études de
développement, les lapins semblent présenter les mémes caractéristiques métaboliques que les

humains, au moins jusqu’au sevrage (Cambon et al., 1998).
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CHAPITRE III : TISSU ADIPEUX ET
XENOBIOTIQUES
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70% de la masse du TA est formée par des lipides, faisant ainsi de ce tissu le plus grand
réservoir de contaminants lipophiles de I'organisme. La plupart d’entre eux sont des polluants
organiques persistants (POPs) qui s’accumulent dans les niveaux les plus élevés de la chaine
alimentaire. L'alimentation, particulierement via les poissons gras, la viande et les produits
laitiers, est ainsi la source principale de I'exposition humaine aux POPs. D’autres polluants
moins persistants, mais provenant de produits d’utilisation quotidienne comme les

cosmétiques, sont aussi soupconnés d’étre une source de contamination pour le TA humain.

Le but de ce chapitre est d’abord de présenter rapidement les différents polluants
pouvant interagir avec le TA humain. Nous regarderons ensuite si le TA posséde les armes
nécessaires pour les combattre, i.e. si les enzymes du métabolisme des xénobiotiques sont
présentes dans ce tissu. La finalité de cette thése n’étant pas de comprendre les effets des
polluants sur la santé humaine en général, mais de se concentrer sur les effets directs de ces
composés sur le fonctionnement du TA, nous conclurons ce chapitre par une revue des études
publiées dans la littérature qui se sont intéressées aux conséquences directes pour le TA de son

exposition a des xénobiotiques d’origine environnementale.

lll.1 Exposition du TA aux polluants environnementaux

111.1.1 Polluants organiques persistants (POPs)

Les POPs sont des composés organiques qui résistent aux dégradations photolytiques,
chimiques et biologiques. Ces composés chimiques trés stables servent comme pesticides ou
sont employés dans l'industrie, mais ils apparaissent aussi involontairement, comme sous-
produit de la combustion ou des procédés industriels. Les POPs sont souvent halogénés et le
plus souvent chlorés. Le lien chlore-carbone est trés stable face a I'hydrolyse, et un chlore
attaché a un noyau aromatique (benzéne) est plus stable qu’un chlore attaché a une structure
aliphatique. Ainsi, les POPs chlorés sont typiquement des noyaux aromatiques ou des structures

en branche. Plus le nombre de substitutions chlorées et/ou de groupes fonctionnels est
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important, plus le composé est résistant a la dégradation biologique et photolytique. Grace a
leur haut degré d’halogénation, les POPs sont trés peu solubles dans I'eau, et tres lipophiles, ce
qui leur confere la propriété de passer facilement au travers des phospholipides des membranes
biologiques, de s"accumuler dans les dépdts adipeux et de s’accumuler tout au long de la chaine
alimentaire. Les POPs sont de plus des composés semi-volatiles, ce qui leur permet de parcourir

de longues distances dans I'atmosphére avant de se déposer (Ritter L., 2007).

En mai 1995, le conseil d’administration du Programme des Nations Unies pour
I’Environnement a, par décision 18/32, demandé de mettre en route un processus international
d’évaluation scientifique sur les douze premiers POPs, connus sous le nom des « dirty dozen »:
les pesticides, aldrine, chlordane, dichlorodiphenyltrichloroéthane (DDT), dieldrine, endrine,
heptachlore, hexachlorobenzéne (HCB), mirex, toxaphéne ; les produits chimiques industriels,
les polychlorobiphényles (PCBs) ; et les sous produits: dioxine et furane. Le 22 mai 2001, la
convention de Stockholm sur les POPs, accord international visant a interdire certains produits
polluants, est signée par 151 pays. Cette convention vise a restreindre fortement I'utilisation du
DDT, a prévenir et réduire les émissions de dioxines et de furanes, et a interdire les autres
membres des « dirty dozen ». Depuis lors, la liste des POPs a été élargie a d’autres substances
comme les HAPs, certains retardateurs de flammes bromés (RFBs), ainsi qu’a certains composés

organométalliques comme la tributyline (TBT).

111.1.2 Autres composés

11l.1.2.a Bisphénol A (BPA)

Le bisphénol A (BPA) est utilisé comme monomere pour la fabrication industrielle par
polymérisation des plastiques de type polycarbonate et de résines époxy. Il est également utilisé
comme antioxydant dans les plastifiants et le chlorure de polyvinyle (PVC), et comme inhibiteur
de polymérisation dans le PVC. Les polycarbonates sont tres largement utilisés dans des

produits de consommation courants depuis les lunettes de soleil et les CDs jusqu'aux récipients
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pour I'eau et la nourriture. Au Canada en 2008, ils sont présents dans 90% des biberons (Polyzou
et al., 2008). Le BPA est connu pour s'extraire des plastiques spontanément a tres faible dose et
plus significativement s'il est nettoyé avec des détergents puissants ou utilisé pour contenir des
acides, ou des liquides a hautes températures. Des études du Center for Disease Control and
Prevention (CDCP) ont trouvé des niveaux quantifiables de BPA dans 95% des échantillons
d’urine collectés auprées d'adultes américains (Calafat et al., 2005). Le BPA n’est pas considéré
comme persistent et il est généralement admis dans la littérature que la présence de BPA dans
les échantillons humains résulte d’une exposition constante a ce composé, principalement par
I'alimentation, et qu’il est ensuite éliminé rapidement et complétement de I'organisme.
Cependant, Stahlhut et al. ont montré que les niveaux de BPA dans I'urine d’hommes adultes ne
diminuaient pas en période de je(ine, suggérant soit une exposition au BPA indépendante de
I’alimentation, soit une accumulation du BPA dans les tissus comme le TA, soit les deux

(Stahlhut et al., 2009).

111.1.2.b Phthalates

Les phthaltes sont des esters de l'acide phthalique utilisés principalement comme
plastifiants, notamment dans les produits en PVC. Les phthalates entrent dans la composition
de nombreux produits dont des colles, des adjuvants agricoles, des matériaux de construction,
de nombreux cosmétiques, du matériel médical, des détergents, des emballages, des jouets, des
médicaments... Les phthalates les plus utilisés sont le di-2-ethyl hexyl phthalate (DEHP), le
diisodecyl phthalate et le diisononyl phthalate. En 2006, la production mondiale annuelle de
phthalates atteignait les 2 millions de tonnes, largement dominée par le DEHP (OFSP, 2006). Les
phthalates n’étant pas chimiquement liés au PVC, ils peuvent facilement s’infiltrer dans la
nourriture ou I'atmosphére. L'alimentation est ainsi considérée comme la source d’exposition
majoritaire au DEHP et aux autres phthalates dans la population générale. Les enfants sont de
plus considérés comme étant plus exposés aux phthalates que les adultes, d’une part a cause
des nombreux objets qu’ils portent a leur bouche, et d’autre part via l'utilisation de

cosmétiques. La population générale est ainsi constamment exposée aux phthalates et plus de
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Table IlI-1: Caractéristiques des xénobiotiques environnementaux pouvant avoir un effet

direct sur le TA humain

Compound Origins and uses

Effects on human health

Levels in human

. . Reference
adipose tissue
Organochlorine pesticides
Widely used insecticide since | Epi jiological evi f ti
DDT y pidemiologica ewde_nce or pancreatic from 0.4 to 17.4 (Beard, 2006)
1945 cancer, adverse birth outcomes, L .
: . ug/g lipids (Li et al., 2006)
DDE Main metabolite of DDT neuropsycological disorders
Acute exposure causes liver disease (Arrebola et al,
. posure . ’ 18.3 (women) - 2009)
HCB Fungicide dermatologic, neurologic and
. . 6.8 ng/g (men) (Gocmen et al.,
orthopedic symptoms in human
1989)
Dioxins, furans and PCBs

PCDDs Unintentional by-products of

combustion and chemical
processes (waste
incinerators)

PCDFs

TCDD causes chloracné, lymphatic and
hematopoietic tissue neoplasms, and

breast cancer

from 0.14 to 49

Prenatal exposure causes retarded
growth, behavioral problems and
reproductive disorders

ng/g lipids

(Pesatori et al.,
2009)

(Li et al., 2006)

(Guo et al., 2004)

Widely used as coolants and
lubricants in electrical
components and paint
additives
Banned in the 1970s by most
developed nations

Brominated flame retardants

PCBs

Prenatal exposure causes impaired
immune system development

Epidemiological evidences for thyroid
hormone levels pertubations in adults

from 35 to 3000
ng/g lipids

(Salay and
Garabrant, 2009)
(Hertz-Picciotto et
al., 2008)
(Li et al., 2006)

Flame retardants used in

platics, textiles, electronic
circuitry and other materials
to supress combustion

PBDEs

Animal studied show neurobehavioral

impairment, thyroid hormone level
perturbations

and reproductive system development

from 3.7 to 85.7
ng/g lipids

(Talsness, 2008)
(Li et al., 2006)

Organometallic compounds

Widely used as biocide in

High level exposure cause hepatic,
neural and immunotoxicity in animal
studies

from 0 to 155
ng/mL in blood

(Antizar-Ladislao,
2008)
(Boyer, 1989)

Epidemiological evidences that BPA is
significantly associated with heart
disease, diabetes, and abnormally high
levels of certain liver enzymes

0.3to5ng/mL (1
to 20nM) in
plasma, urine,
breast milk

(Welshons et al.,
2006)
(Lang et al., 2008)

TBT .
naval painting
Other compounds
Key monomer in production

Bisphenol of epoxy resins and in the

A most common form of

polycarbonate plastic.

Phthalates

Used as plastizicers in PVC

Endocrine disruptor : human phthalate
exposure during pregnancy resulted in
decreased anogenital distance among

baby boys

ND-2.19 mg/kg

(Zhang et al.,
2003)
(Swan et al., 2005)
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75% des américains testés par le CDCP avaient des métabolites de nombreux phthalates dans
leur urine (Silva et al., 2004). La métabolisation et I'élimination de ces composés étant

considérées comme rapides, ces données suggérent une exposition constante.

111.1.3 Classification des xénobiotiques

Ainsi, les xénobiotiques qui nous intéressent peuvent étre regroupés en 2 grandes catégories :

1. Ceux quis’accumulent dans le TA humain, les POPs, constitués des :

e Pesticides organochlorés comme le DDT et le HCB

e Dioxines (polychlorodibenzo-p-dioxines (PCDDs) et polychlorodibenzo-furanes (PCDFs))
e PCBs (dioxin ou non-dioxin like)

e RFBs (par exemple les polybromodiphényléthers (PBDEs))

e Organotines (par exemple la TBT)

2. Ceux qui peuvent atteindre le TA du fait de I’exposition constante des organismes
e LeBPA

e Les phthalates

Le Tableau llI-1 présente certaines caractéristiques de ces xénobiotiques environnementaux,

ainsi que leurs niveaux d’accumulation dans le TA humain.

1.2 Enzymes du métabolisme des xénobiotiques et TA

Divers composés environnementaux peuvent ainsi atteindre le TA humain et

potentiellement s’y stocker. Une des premiere questions que l'on peut alors se poser est
Xi u ité mé ique in situ 3s, i.e. I'exi u

I'existence d’une capacité métabolique in situ de ces composés, i.e. I'existence ou non des

diverses EMX présentées dans le chapitre | de ce manuscrit au sein du TA humain.
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Table I1I-2 : Niveaux relatifs d’ARNm de P450s dans le foie et le TA de rat (d’apreés (Yoshinari et
al., 2004))

Relative mRNA Level

Gensa
Liver WAT WAT/Liver Ratio

CYP1A1 0.068 = 0.007 0.028 = 0.002 0.43
CYP1A2 198 = 23 0.095 = 0.074 0.00048
CYP1E1 0.016 = 0.002 1.22 = 0.18 76
CYP2E1 26= 038 0.26 = 0.06 0.10
CYP2EZ2 T8 =* 13 0.093 = 0.077 0.0012
CYP2E1 150 = 18 0.30 = 0.21 0.0020
CYP3A1 2980 = 140 49 = 4.8 0.0021
CYF3A2 1320 = 330 0.64 = 0.56 0.00048
OR G 4 98 = 25 1.7

WAT, white adipose tissue.

Les niveaux d’ARNm ont été déterminés par RT PCR en temps réel, calculés en divisant le niveau
d’ARNm de P450 par le niveau d’ARNm de RPS9 et sont donnés en unité arbitraire.

Figure llI-1 : Niveaux relatifs d’ARNm des principaux facteurs de transcription impliqués dans
les mécanismes d’induction des P450s dans le foie et le TA de rat (d’aprés (Yoshinari et al.,

2004))
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111.2.1 EMX de phase 1

Une premiere étude conduite chez le rat (Yoshinari et al., 2004) a montré la présence de
certaines isoformes de P450s dans le TA blanc des animaux. Les niveaux d’expression de
différentes isoformes de P450s ont été comparés a ceux du foie et les résultats ont montré des
niveaux comparables d’ARNm entre le foie et le TA pour les CYP1A1l et 2B1, et une expression
beaucoup plus importante du CYP1B1 dans le TA que dans le foie. Pour toutes les autres
isoformes testées, le ratio AT/foie était inférieur a 0.001 (Table 1lI-2). Les animaux ont ensuite
été traités pendant trois jours avec des inducteurs classiques de P450s : le phenobarbital, la
dexamethazone et la B-naphtoflavone (BNF), qui induisent respectivement les CYP2B, CYP3A et
les CYP1. Les niveaux d’expression des P450s ont tous été augmentés apres traitement avec les
inducteurs, tant dans le foie quand dans le TA, avec d’'importantes variations interindividuelles
pour les CYP2B et 3A dans le TA. Enfin, les auteurs ont montré I'existence des ARNm de CAR,
PXR, RXRa, AhR et Arnt, avec le ratio TA/foie le plus important pour AhR (Figure IlI-1).

Dans une deuxieme étude (Yoshinari et al., 2006), les mémes auteurs se sont concentrés sur la
voie d’induction dépendante d’AhR. Des rats ont été traités pendant 24h avec de la BNF et les
niveaux d’induction des CYP1A1 et CYP1B1 ont été comparés dans divers dépots de TA. Les
résultats montrent I'induction des CYP1 est beaucoup plus importante dans les TA viscéraux
(épididymal, périrénal ou mésenterique) que dans le TA sous-cutané. De méme, la comparaison
des facteurs d’induction entre les adipocytes et les cellules de la fraction stoma-vasculaire au
sein du TA épididymal montre que les adipocytes sont beaucoup plus sensibles a la BNF que les
autres cellules du TA. Enfin, en utilisant une souche de souris ne répondant pas aux inducteurs
d’AhR (DBA/2), les auteurs ont démontré que I'induction du CYP1A1 par la BNF dans le TA était

médiée par AhR (Figure IlII-2).

Ces études ont ainsi montré pour la premiére fois dans le TA de rats et de souris I’existence de
certaines isoformes de P450s des familles 1 a 3, ainsi que I'existence et la fonctionnalité des

voies classiques d’induction de ces enzymes dans ce tissu.
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Figure 11I-2 : Induction du CYP1A1 par la BNF chez des souris sensibles (C57BL/6) ou non

(DBA/2) aux inducteurs de AhR (d’aprés (Yoshinari et al., 2006))

WAT

Liver

WAT

Liver

C57BL/6
co BNF40 BNF80 3mMC
DBA/2

co BNF40 BNF80 3MC

Les souris ont été traitées avec de I’huile de mais (corn oil CO, vehicle), 40 ou 80 mg/kg de BNF
(BNF40 ou BNF80), ou 40 mg/kg de 3 methylcholanthrene (3MC) 24h avant leur sacrifice. Les TA
épididymaux et les foies ont été extraits pour une analyse par RT PCR. Chaque dépot représente

une souris différente.

78


http://www.google.fr/search?hl=fr&client=firefox-a&rls=org.mozilla:fr:official&hs=Bfm&ei=eWRhS6jeEobx4gaF4uXdCw&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&ved=0CBMQBSgA&q=3+methylcholanthrene&spell=1

111.2.2 EMX de phase 2

Tchernof et al. se sont intéressés au lien entre 'obésité et le métabolisme local des
androgenes dans le TA humain (Tchernof et al., 1999). lls ont ainsi recherché la présence des
UGT2B15 et 2B17 dans le TA humain sous-cutané et viscéral. Les niveaux d’ARNm de l'isoforme
UGT2B17 n’étaient quasiment pas détectables par PCR en temps réel (RT PCR), alors que ceux
de 'UGT2B15 étaient élevés dans les deux types de TA, a des niveaux inférieurs a ceux trouvés
dans le foie ou le poumon, mais comparables a ceux de la prostate, des testicules ou des
glandes mammaires. Bien que leur intérét premier fat le métabolisme local des androgenes,
I"'UGT2B15 posséde aussi une activité de glucuronidation envers de nombreux xénobiotiques
(Green et al., 1994), et cette étude permet donc de s’interroger sur le role de cette isoforme au

sein du TA humain.

Barbier et al. ont recherché les mécanismes de régulation de 'UGT1A9, qui catalyse la
glucuronidation de certains activateurs de PPAR comme le gemfibrozil, le fenofibrate et la
troglitazone (Barbier et al., 2003). Ils ont montré, dans les cellules murines 3T3-L1 différenciées,
I'induction de I'ARNm de I'UGT1A9 par la rosiglitazone, et la présence de peroxisome
proliferator response elements (PPRE) dans le promoteur de cette enzyme. Ainsi, 'UGT1A9
semble étre régulée au niveau transcriptionnel par PPARy dans les adipocytes.

Enfin, plus récemment, la présence de 'UGT2A3 a été démontrée dans le TA humain, a des
niveaux d’expression comparables a ceux du foie (Court et al., 2008). Celle des protéines de
GSTM1, GSTP1/2 et de la GSTA4 a été démontrée dans des cellules 3T3-L1 différenciées ou non,

et celle de la GSTA3, uniquement dans les cellules différenciées (Jowsey et al., 2003).

111.2.3 Etude globale

Dans une étude plus générale, Forner et al. ont comparé par spectrométrie de masse les
protéomes mitochondriaux des TA blancs et bruns chez la souris (Forner et al., 2009).

Etonnamment, une étude d’enrichissement de termes (Gene Ontology) en utilisant les protéines
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mitochondriales les plus exprimées dans le TA blanc fait ressortir la voie métabolique
« métabolisme des xénobiotiques et systemes redox » parmi les voies les plus significatives. Les
auteurs ont identifié des EMX de différentes phases dans ce TA blanc : le CYP2E1, des amines
oxydases comme la FMO1, MAO-A et MAO-B, la carbonyl reductase, la quinone oxidoreductase,
des esterases comme la triacylglycerol hydrolase, quelques GSTs (GST-1, GST-3, et GSTK1-1),
ainsi que des isoformes de la famille des aldéhydes dehydrogénases. lls concluent que les
adipocytes blancs, comme les hépatocytes, pourraient avoir un réle important dans la
transformation des xénobiotiques et que les mitochondries joueraient un réle dans cette

nouvelle fonction des adipocytes.

Il semble ainsi exister au sein du TA quelques enzymes possédant des capacités de
métabolisation des xénobiotiques. Cependant, cette capacité de métabolisation in situ des
xénobiotiques a été peu étudiée, et seules deux études se sont, jusqu’a présent, directement

intéressées au TA humain (Tchernof et al., 1999) (Court et al., 2008).

l11.3 Toxicité directe des xénobiotiques environnementaux sur le TA

Les conséquences de I'exposition aux xénobiotiques environnementaux ont été étudiées
principalement en lien avec des maladies comme le cancer, la neurotoxicité, les anomalies de
développement de l'appareil reproducteur... Comme annoncé dans l'avant-propos de cette
thése, certains auteurs ont récemment énoncé des hypotheses liant les xénobiotiques et
diverses maladies métaboliques liées au TA, comme I'obésité. L'obésité, le diabéte ou d’autres
perturbations métaboliques ne sont pas uniquement causés par des perturbations du
fonctionnement du TA, mais ces perturbations existent et contribuent au développement de
chacune de ces maladies. Ainsi, comprendre comment les xénobiotiques peuvent perturber
directement le fonctionnement du TA est essentiel pour comprendre leur role potentiel dans le

développement de ces pathologies. La suite de ce chapitre est une revue, la plus exhaustive
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possible, des différentes études qui se sont intéressées au lien direct entre exposition aux

xénobiotiques environnementaux et fonctionnement du TA.

111.3.1 Effet des xénobiotiques sur le poids corporel

De nombreuses revues posent aujourd’hui la question de la relation entre polluants
environnementaux et obésité, essayant de comprendre les mécanismes moléculaires par
lesquels différents polluants pourraient influer sur le développement ou I'expansion du TA
(Grun and Blumberg, 2006) (Grun and Blumberg, 2009) (Rubin and Soto, 2009). Nous allons
chercher a décrire, dans un premier temps, quels sont les xénobiotiques qui ont effectivement
montré une capacité a influer sur le poids corporel ou sur celui du TA, d’abord chez 'Homme,

puis dans des études animales.

111.3.1.1 Etudes épidémiologiques

Les études épidémiologiques menées ces derniéres années se sont souvent concentrées
sur les liens entre I'exposition des populations a des polluants et les maladies du syndrome
métabolique en général (diabéte, hypertension, maladies cardiovasculaires, hyperlipidémies...).
Certaines cependant, ont fait un lien entre I'exposition a un xénobiotique en particulier et
I'indice de masse corporelle (IMC) ou d’autres indicateurs d’une perturbation de la masse

adipeuse d’un individu.

Stahlhut RW et al. ont par exemple montré une corrélation significative entre les
concentrations urinaires de métabolites de différents phthalates et le tour de taille chez des
hommes participant a la National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES) aux Etats-
Unis entre 1999 et 2002 (Stahlhut et al., 2007). Une association similaire a été démontrée entre
les concentrations plasmatiques de pesticides organochlorés, et celles de PCBs, et le tour de
taille dans une population d’adultes américains non diabétiques ayant participé a la méme

étude (Lee et al., 2007). De méme, si la plupart de études épidémiologiques menées sur la TCDD
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s’intéressent a ses effets diabétogenes (pour revue voir (Remillard and Bunce, 2002)), certaines
ont montré une corrélation significative entre I'IMC et les concentrations plasmatiques de TCDD
(Henriksen et al., 1997) (Longnecker and Michalek, 2000).

Enfin, d’autres études montrent clairement le lien de cause a effet entre I'exposition in
utero des individus et les risques accrus de surpoids. Par exemple, Smink et al. ont mesuré les
concentrations en HCB dans le cordon ombilical de 482 enfants et montré qu’a 6 ans, les
enfants les plus exposés au HCB in utero avaient un IMC plus important et un risque accru de

surpoids et d’obésité, indépendamment du poids de leur mére (Smink et al., 2008).

111.3.1.2 Etudes sur les animaux

a. Ligands de AhR

L’exposition a la TCDD induit dans de nombreux modeéles animaux (rats, souris, cochons
d’inde) un syndrome de cachexie (« wasting syndrome »), c'est-a-dire une perte de poids
importante, ainsi qu’une réduction de la prise alimentaire (hypophagie), du temps de repos et
de la consommation totale en oxygéne. On a d’abord pensé que la sous-alimentation était
responsable de la perte de poids observée chez les animaux (Kelling et al., 1985), mais il est
maintenant admis qu’elle est une conséquence et non pas la cause de la toxicité de la TCDD
(Seefeld et al., 1984a). Cette perte de poids s’accompagne d’une perte importante de la masse
adipeuse, et ’hypothése qui domine aujourd’hui est que la TCDD agit sur le métabolisme et le
transport du glucose au niveau de plusieurs organes (tissu adipeux, pancréas, cerveau, foie)

(Enan et al., 1992a) (Viluksela et al., 1999).

Des souris C57BL/6, des souris AhR-/- et des souris ApoE-/- ont été traitées avec un
congénere coplanaire de PCB : le PCB77, un ligand d’AhR (Arsenescu et al., 2008). Chez les souris
sauvages, mais pas chez les AhR-/-, le PCB77 a induit une augmentation du gain de poids. Chez
les souris hypercholesterolémiques ApoE-/-, le PCB77 a induit de méme une augmentation du

gain de poids, associée a une hypertrophie des adipocytes épididymaux, une expansion des TA
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épididymaux et retropéritonéaux, et des dépdbts adipeux ectopiques. Les résultats de cette
étude semblent montrer que I'exposition au PCB77 est capable d’induire le gain de poids et une
augmentation de la masse adipeuse chez les souris, et que cet effet est médié par AhR. Au
contraire, dans une autre étude, les méme souris C57BL/6 traitées avec le méme congénere
dilué dans la nourriture pendant 16 semaines ont montré une réduction de leur poids (Goodwill
et al., 2007).

Ces résultats contradictoires peuvent peut étre s’expliquer par la différence dans les
doses de PCB administrées aux souris dans les deux cas. Goodwill et al. ont donné aux souris 30
mg/kg/jour dans la nourriture pendant 16 semaines, alors qu’Arsenescu et al. ont injecté par
voie intrapéritonéale, 4 fois 49 mg/kg sur 6 semaines. La dose injectée dans I’étude d’Arsenescu
et al. est plus importante dans I'absolu, mais bien moins cumulative, et rapportée aux temps
respectifs des deux études, on peut considérer que ces auteurs ont étudié des doses plus faibles

que leurs collegues.

De ces 2 études, on peut donc conclure que les doses d’exposition étudiées sont de la plus
grande importance dans ces études de gain de poids ou de modulation de la masse adipeuse.
Dans le cas du PCB77, il semble que contrairement a des fortes doses qui semblent induire
une perte de poids rappelant le syndrome de cachexie induit par une forte exposition a la
TCDD, de plus faibles doses induisent un effet contraire en augmentant le poids des animaux,

via le récepteur AhR.

b. Tributyline (TBT)

Des souris males exposées a de faibles doses de TBT (0.5, 5 et 50 mug/kg) pendant 45
jours ont montré une augmentation de leur gain de poids (Zuo Z 2009). Dans une autre étude,
lorsque des souris C57BL/6 enceintes sont exposées au TBT a des doses comparables (0.05 et
0.5 mg/kg; injection intra-péritonéale) quotidiennement a partir du 12° jour de gestation
jusqu’a leur accouchement, le poids des nouveau-nés a la naissance et dans les 10 semaines

suivant la naissance n’est pas différent de celui de leurs homologues non traités au TBT. Par
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contre, on observe une augmentation du poids des dépdts adipeux épididymaux chez ces
animaux. L’exposition in utero des grenouilles Xenopus Leavis montre des perturbations
similaires, puisque les auteurs rapportent une augmentation dose dépendante des tissus
adipeux a l'intérieur et autour des gonades chez les deux sexes. Ainsi, les conclusions de cette
deuxieme étude sont que le TBT est capable d’augmenter l'adiposité des vertébrés, sans

changement de poids (Grun et al., 2006).

Le mécanisme supposé d’action du TBT est différent de celui du PCB77, puisque le TBT
est un ligand commun de PPARy et de RXR. Cependant, il reste possible que, comme dans le cas
du PCB77, les différences de résultats entre les 2 études (gain de poids dans le 1° cas, gain de
tissu adipeux sans changement de poids dans 'autre), soient dues aux différences de doses
utilisées. En effet, les doses utilisées sont bien plus faibles dans le 2° cas que dans le 1°, et

I’exposition in utero est difficilement comparable a celle de souris déja adultes.

Une exposition prolongée au TBT semble induire une augmentation du tissu adipeux chez les

animaux.

c. 2-Diethylhexyl phthalate (DEHP)

Des souris C57BL/6 males adultes ont été traitées pendant 10 jours avec 2% (g/g) de
DEHP dissout dans la nourriture des animaux (Xie et al., 2002). Cela correspond a une dose de
3200 mg/kg/jour de DEHP. Les souris traitées au DEHP ont, apres 10 jours, un poids inférieur de
plus de 30% par rapport aux souris témoins (18.3 g vs 27 g). Ce phénomeéne s’accompagne d’une
disparition totale des dépdbts adipeux épididymaux et rétropéritonéaux chez ces souris. Ces
phénoménes semblent médiés par le récepteur PPARa, puisqu’aucune différence de poids n’est
observé chez les animaux PPARa-/- traités au DEHP. Par analogie avec les autres proliférateurs
de peroxisomes avec lesquels les animaux ont été traités et pour lesquels les dépots adipeux

n’ont pas completement disparus, les auteurs, en mesurant le contenu en ADN constant dans
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Figure IlI-3 : Effets de I’exposition trans-générationnelle et in utero au DEHP sur ’lhoméostasie

métabolique (d’apres (Casals-Casas et al., 2008))
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(a) Protocole expérimental : Des souris C57BI6/J males et femelles ont été nourries pendant 3 semaines
avec un régime standard, supplémenté soit avec de I’huile de tournesol (vehicle), soit avec du DEHP a
une concentration moyenne de 200 mg/kg/jour. Ces animaux ont ensuite été « bred » pour donner
naissance a des souriceaux chez lesquels |'effet trans-générationnel et in utero du DEHP a pu étre évalué.
Dans la portée controle, les males et les femelles n‘ont pas été traités et ont donné naissances aux
individus nommés « untreated parents ». 2 autres groupes ont résulté de I'accouplement entre des
femelles non traitées et des males traités au MEHP avant I'accouplement (« treated fathers ») ou de
celui de males non traités et de femelles traitées avant I'accouplement (« treated mothers »). Les
animaux nouveau-nés ont été nourri sous régime standard pendant 4 semaines, du sevrage jusqu’a I'age
adulte, puis avec un régime hyperlipidique pendant 12 semaines. (b) Des paramétres métaboliques ont
été analysés chez les animaux de 3 semaines, « untreated parents » en noir, « treated fathers » en gris
foncé, « treated mothers » en gris clair, (n=8 par groupe). (c) Courbes de croissance des animaux sous
régime standard et hyperlipidique (n=8 par groupe).
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ces dépots, concluent que cette atrophie du tissu adipeux est due a une perte des TG dans les
adipocytes plutét qu’a une diminution du nombre d’adipocytes. Les auteurs ont de plus
remarqué une augmentation de I'activité de HSL et une diminution de celle de LPL dans le TA
des animaux traités.

Sur cette méme souche de souris, les conséquences métaboliques du mono-2-
éthylhexyl-phthalate (MEHP), principal métabolite du DEHP, ont été testées avec un protocole
trés complet sur plusieurs générations décrit sur la Figure 1lI-3 (Casals-Casas et al., 2008). Le gain
de poids a été surveillé, de la naissance a I'age adulte, chez les nouveau-nés issus de males
traités au MEHP avant la conception, ou de femelles traitées au MEHP pendant la gestation et la
lactation, a la dose de 200 mg/kg/jour (dans la nourriture). Ces animaux ont ensuite été soumis
a un régime hyper lipidique pour induire I'obésité. Les résultats de cette étude n’ont montré
aucune différence entre les animaux nés de péres ou de meres traités et les animaux contréles,
ni dans la phase de croissance normale de animaux, ni lors du développement de I'obésité.
D’autres parametres comme le poids des TA blanc ou brun ou le niveau de glucose sanguin
n‘ont pas été affectés non plus par le traitement. Ainsi, bien que I'exposition in utero des
animaux aux phthalates puisse causer des perturbations sexuelles ou dans le développement,
les auteurs concluent qu’il est peut probable que cette méme exposition résulte en des
perturbations métaboliques a I’age adulte.

Des rats Sprague-Dawley (SD) males pré pubéres (agés de 3 semaines) ont été traités
avec 1% de DEHP dans la nourriture (correspondant a une dose de 900 mg/kg/jour) pendant 7
ou 14 jours (Suna et al., 2007). A la fin du traitement, les rats traités étaient plus légers que les
contréles, avec une différence de poids de 11%.

Ge et al. (Ge et al., 2007) ont traité des rats Long-Evans pré pubéres pendant 28 jours
par gavage avec des doses de DEHP de 10, 500 ou 750 mg/kg/jour. L’exposition de ces rats
prépuberes a la plus haute dose confirme les résultats précédents : les rats traités avec 750
mg/kg/jour de DEHP sont en effet plus légers de 15% par rapport aux rats contrdles. Par contre,
les rats traités avec la plus faible dose (10 mg) présentent eux une légere augmentation de leur
poids (+8%). C'est la premiére étude qui laisse a penser que les relations entre |’exposition au

DEHP et le poids pourraient suivre une courbe dose-réponse non monotone, une faible dose
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entrainant un gain de poids alors que les fortes doses entraineraient une diminution du poids.
Cette courbe en U a été observée par les auteurs pour d’autres parametres (délai pour atteindre
la puberté, sécrétion hormonale...).

Chez Supornsilchai et al. (Supornsilchai et al., 2007), des rats SD agés de 16, 36 ou 56
jours ont été gavés avec 750 mg/kg/jour de DEHP pendant seulement 4 jours et aucune
influence sur le poids n’a été observée. Mais peut étre que la durée de I'étude ne convenait pas
a I'observation d’un tel phénomene.

Cependant, chez Kamijo Y. (Kamijo et al., 2007), des souris SV/129 males adultes,
sauvages ou PPARa-/- ont été exposées au DEHP (10 mg/kg/jour ou 50 mg/kg/jour dissout dans
la nourriture) pendant 22 mois. Sur une durée bien plus longue que lors de I'étude précédente,
les auteurs n’observent pas non plus de différence significative sur le poids des animaux aprés 6,

12 et 22 mois de traitement.

Il est possible que les différences observées dans toutes ces études résultent des
différences dans les especes utilisées. En effet, Isenberg et al. (Isenberg et al., 2000) ont montré
qgue les liens entre I'exposition au DEHP et le poids pouvaient fortement varier d’une espéce a
I'autre. lls ont traité des adultes males rats (Fisher 344), souris (B6C3F1) et hamsters (Syrian
Golden) avec des doses de 6000 et 20000 ppm pour les rats, 500 et 6000 ppm pour les souris et
1000 et 6000 ppm pour les hamsters dans la nourriture pendant 2 ou 4 semaines. Les résultats
montrent pour les rats a la plus haute dose une diminution significative du gain de poids. Pour
les souris, une augmentation significative de ce gain de poids, pour la faible dose mais pas la
forte dose, et pour les hamsters, une augmentation du gain de poids pour la faible dose aussi,

mais seulement aprés 2 semaines.

L’exposition au DEHP peut ainsi induire parfois une diminution, parfois un gain de poids chez
les animaux traités. Certaines études montrent que de grandes différences inter-espéces
existent dans l'influence du DEHP sur le poids total, ainsi que des différences importantes

entre les faibles et les fortes doses.
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d. Bisphénol A (BPA)

En ce qui concerne les expositions post-natales au BPA et le poids, une premiére étude
effectuée sur des nouveau-nés rats males qui ont recu une injection de 50 pg/kg/jour pendant 4
jours juste aprés leur naissance a montré que les animaux traités étaient significativement plus
lourds que les contréles 68 jours apres leur naissance (Patisaul and Bateman, 2008). Dans une
autre étude, des femelles souris CD-1 ont été traitées entre le 1° et le 5° jour aprés leur
naissance avec 10 pg/kg/jour (injection sous-cutanée). A 18 mois, le poids de ces animaux était
supérieur de 11% par rapport aux contrdles, mais cette différence n’était pas significative
(Newbold et al., 2007). Enfin, dans une autre étude, des souris ICR enceintes nourries avec un
régime hyperlipidique ont été exposées au BPA 3 partir de leur 10° jour de gestation et pendant
toute leur période de lactation (BPA dilué dans l'eau, 0.26 ou 2.7 mg/kg/jour). Aprés la
naissance, les animaux ont continué a étre exposés. Le poids total et celui des tissus adipeux
étaient plus élevés 31 jours aprés la naissance, a la fois chez les males et les femelles (Miyawaki
et al., 2007). Cette étude fait apparaitre d’importantes différences intersexes dans la réponse au
BPA, ainsi que des différences entre la haute et la faible dose. En ce qui concerne le poids total
des animaux par exemple, le gain de poids était de 13% et 11% chez les femelles pour la faible
et la haute dose, et respectivement non significatif et + 22% chez les males. Encore plus
frappant, chez les femelles, le poids du TA était trés fortement augmenté a la faible dose (+
137%) et pas a la forte dose, et chez les males au contraire, on observe un augmentation de

59% du poids du TA pour la forte dose et rien dans la faible dose.

Des résultats similaires se retrouvent chez les animaux exposés in utero au BPA. Rubin et
al. ont exposé des femelles rats SD enceintes au BPA (faible dose 0.1 mg/kg/jour, forte dose 1.2
mg/kg/jour, dilué dans I'eau), du 6° jour de gestation jusqu’a la fin de la période de lactation
(Rubin et al., 2001). Le poids des jeunes animaux a été suivi de leur naissance jusqu’a leur 110°
jour. Les males comme les femelles exposés avaient un poids plus élevé que les controéles, et cet

écart de poids était plus persistant chez les femelles. De plus, chez les femelles, cet effet était

dose dépendant, la faible dose entrainant un gain de poids important et pas la forte dose. Cette
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courbe dose-réponse non monotone se retrouve encore chez des souris femelles CD-1 nées de
meres traitées avec 0.5 ou 10 mg de BPA/kg/jour entre les jours 15 et 18 de gestation (injection
sous-cutanées) (Nikaido et al., 2004). Des accroissements de poids non significatifs ont été
observés chez les souris exposées in utero a 4 ou 8 semaines, qui étaient tres évidents a 12 et 16
semaines. Encore une fois, les femelles nées de meéres exposées a la plus faible dose de BPA
étaient plus lourdes que celles nées de meres exposées a la forte dose.

D’autres études confirment ce lien entre exposition prénatale au BPA et gain de poids.
Des souris CD-1 exposées a 2 ug/kg/jour entre les jours 11 et 17 de gestation (dans la
nourriture) présentent une différence de poids en faveur du groupe de souriceaux nés de meres
exposées au moment du sevrage, alors qu’aucune différence n’était visible au moment de la
naissance (Howdeshell et al., 1999).

Enfin, Tyl et al. ont effectué une étude de la reprotoxicité du BPA sur 3 générations de
rats SD, en utilisant des doses de BPA de 0.001, 0.02, 0.3, 50 et 500 mg/kg/jour administrées
oralement (via I'alimentation) pendant une période de 10 semaines avant la reproduction et
jusgu’a la fin de la lactation (Tyl et al., 2002). Pour toutes les générations, et pour les deux
sexes, ils ont observés chez les adultes une diminution du poids et du gain de poids dans les
groupes traités avec 50 et 500 mg de BPA. Chez les nouveau-nés, du 7° jour aprés la naissance

jusqu’au sevrage, le poids corporel des animaux traités avec 500 mg de BPA était aussi réduit.

L’exposition d’animaux au BPA montre la plupart du temps une corrélation positive entre
I'exposition et une augmentation du gain de poids, que I’exposition ait lieu in utero ou aprés
la naissance, avec de fortes variation inter-sexes et une courbe dose-réponse potentiellement

non monotone.

Ainsi, si I'on effectue une revue des études publiées sur les effets de ces différents
xénobiotiques sur le poids, on voit que pour la plupart d’entre eux, il est difficile de conclure a
leur effet obésogéne ou au contraire amaigrissant, tant les différences interespéces, intersexes

et entre les faibles et les fortes doses semblent importantes. Une autre facon de s’intéresser a
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cette question est de déterminer si ces polluants sont capables d’induire la différenciation

adipocytaire.

111.3.2 Effet des xénobiotiques sur I'adipogenése

Pour étudier I'effet des xénobiotiques sur I'adipogénese, la plupart des auteurs ont
utilisé des modeles de différenciation adipocytaire in vitro, principalement la lignée murine 3T3-

L1.

a. 2,3,7,8-Tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD)

Philipps et al. ont été les premiers a démontrer |’action antiadipogénique de la TCDD. llIs
ont montré que le traitement de cellules 3T3-L1 avec de la TCDD (10nM) lors de I'induction de la
différentiation (i.e. lors du traitement avec de I'IBMX et de la dexa) entrainait une diminution
drastique du nombre de colonies lipidiques dans les cellules, et que ce phénomeéne était
dépendant de AhR (Phillips et al., 1995). Un traitement plus tardif des cellules a la TCDD, i.e.
apreés la phase initiale de différenciation n’a aucune influence sur la différenciation adipocytaire.
De facon remarquable, ces résultats semblent dépendre de la lignée cellulaire utilisée, puisque
les mémes auteurs rapportent que dans les cellules 3T3-F442A le traitement a la TCDD ralentit
le processus de différenciation sans pour autant 'empécher complétement.

D’autres études (Chen CL 1997, Alexander DL 1998, Hanlen PR 2002) ont confirmé cette action
anti-adipogénique de la TCDD sur d’autres lignées (C3H10T1/2), toujours avec la méme
condition de traitement a la TCDD avant l'induction de la différentiation adipocytaire (Alexander
et al., 1998) (Hanlon et al., 2003). Ces résultats sont enfin cohérents avec une étude originale
dans laquelle des rats SD males ont été intubés avec 175 pg/kg de TCDD pendant 2 a 8 jours
(Brodie et al., 1996). Les dépbts adipeux épididymaires ont ensuite été récoltés et la fraction
stoma-vasculaire des dépots mise en culture primaire. Aprés 7 jours de culture, les cellules
issues d’animaux traités présentaient moins de gouttelettes lipidiques et une activité réduite de

la glycerol-3-phosphate dehydrogenase (G3PDH).
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b. Endrine

D’autres pesticides ont démontré une capacité similaire a inhiber la différentiation
adipocytaire. Ainsi, le pesticide endrine est capable lui aussi d’inhiber I'adipogénése dans les
cellules 3T3-L1, s’il est ajouté au milieu de culture avant ou pendant le traitement des cellules
avec leur milieu de différenciation, il est inefficace ajouté aprés cette phase de différenciation
(Moreno-Aliaga and Matsumura, 1999). Cette inhibition de la différenciation est tres

certainement liée au fait que I’endrine est capable de diminuer la liaison de C/EPBa a I’ADN.

c. Dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT)

Au contraire, le DDT est capable lui d’induire la différenciation adipocytaire des cellules
3T3-L1, de fagcon concentration-dépendante (Moreno-Aliaga and Matsumura, 2002). Le
traitement des cellules au DDT induit I’expression de C/EBPa et la liaison de ce dernier a I’ADN,
phénomeéne suffisant a lui seul pour induire la différenciation adipocytaire, ainsi que
I’expression de PPARy. Cependant, ces effets semblent dépendant du modele cellulaire, puisque
le traitement des cellules 3T3-F442A au DDT a une concentration qui induisait la différenciation
dans les 3T3-L1, entraine une diminution de la quantité de lipides dans les cellules, ainsi qu’une

diminution de C/EBPa.

d. Polychlorobiphényls (PCB)

Le PCB77, ligand de AhR, montre lui des effets dose-dépendant sur la différenciation des
cellules 3T3-L1 (Arsenescu et al., 2008). A faible dose (3.4 uM), le traitement des 3T3-L1 un jour
avant l'induction de la différenciation jusqu’a 8 jours aprés entraine une augmentation de
I'adipogénése. Au contraire, des doses plus importantes (34 ou 68 uM) entrainent des effets

comparables a ceux de la TCDD en inhibant cette différenciation cellulaire.
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Figure 111-4 : Le MEHP induit I’adipogenése dans les cellules 3T3-L1 (d’apres (Feige et al., 2007))
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Des cellules 3T3-L1, 2 jours aprés confluence, ont été traitées pendant 10 jours sans insuline
(Ins) ou avec 10pg/ml d’insuline avec le solvant (Vehicle Me,SO, 1%), ou les ligands rosiglitazone
(Rosi) ou MEHP aux concentations indiquées. Aprés une coloration au Red Qil O, les puits en

entier (A) ou des zones représentatives (B) ont été photographiées. Le contenu en triglycérides

a été déterminé sur les lysats cellulaires par un dosage colorimétrique (500 nm) et normalisé

par rapport a la quantité totale de protéines mesuré par la méthode de Bradford (595 nm) (C).
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e. Tributyline (TBT)

Le traitement des 3T3-L1 avec la TBT (10 nM pendant 48 h en méme temps que
I'induction de la différenciation) est capable d’augmenter I'adipogénése dans ces cellules,
méme en absence d'IBMX. Cet effet est indépendant de PPARy puisqu’un co-traitement des
cellules avec un antagoniste de PPARy ne change pas cette induction de la différenciation
(Inadera and Shimomura, 2005). Une autre étude confirme que le traitement des 3T3 L1 avec le
TBT augmente la différenciation adipocytaire, mais ces auteurs montrent aussi par des essais in
vitro que le TBT est un ligand de PPARy et de RXR et concluent que cette induction de Ila

différenciation se fait trés probablement par la liaison du TBT a PPARy (Kanayama et al., 2005).

f. Mono-2-éthyl-hexyl-phthalate (MEHP)

Le MEHP présente des caractéristiques similaires au TBT. Il a tout d’abord été décrit
comme un activateur de PPARa et PPARYy in vitro (Maloney and Waxman, 1999), puis comme un
activateur sélectif de PPARy dans des 3T3-L1 (Feige et al., 2007). Enfin, le traitement des 3T3-L1
avec le MEHP induit la différenciation adipocytaire, cet effet étant médié par PPARy (Figure llI-
4).

g. Bisphenol A (BPA)

Enfin, plusieurs études concordent sur I'effet adipogénique du BPA capable d’induire le
processus de différenciation des cellules 3T3-L1 et d’accélérer leur conversion en adipocytes
(Masuno et al., 2002) (Masuno et al., 2005). Le BPA n’est pas capable de se lier a PPARy (Wright
et al., 2000) et son effet adipogénique semble plutét passer par l'activation de la voie PI3

kinase-Akt (Masuno et al., 2005).
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Il semble ainsi que la TCDD et un autre pesticide organocholoré, I’endrine, soit capable
d’inhiber la différenciation adipocytaire, au moins au tout début du processus. Pour le DDT, les
résultats semblent plus mitigés, et trés dépendant de la lignée cellulaire utilisée. De méme pour
le PCB77, un ligand d’AhR, les résultats sont discordants entre des faibles doses, induisant la
différenciation adipocytaire, et des fortes doses, I'inhibant. Enfin, les études menées sur le TBT,
le MEHP et le BPA semblent montrer leur capacité a induire la différenciation des cellules 3T3-
L1. Il est intéressant de noter que pour les rares composés pour lesquels cela a été testé, des
différences significatives ont été observées entre les différentes lignées cellulaires testées
(TCDD et endrine), ainsi que d’importantes différentes entre les faibles et les fortes doses

(PCB77).

111.3.3 Autres effets sur le TA

Enfin, indépendamment des constatations directes des effets des xénobiotiques sur la
différenciation adipocytaire ou le gain de poids, quelques études se sont intéressées aux

mécanismes de toxicité et a la perturbation des fonctions métaboliques et sécrétrices du TA.

a. 2,3,7,8-Tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD)

Un des effets de I'exposition a la TCDD est dans de nombreuses espéces, I"apparition
d’un syndrome de cachexie. Les animaux exposés a la TCDD présentent une perte de poids
prolongée due a la perte a la fois de masse maigre et de TA, dont le mécanisme n’est pas encore
bien compris. Parmi les changements biochimiques observés dans le TA de ces animaux lors de
cette cachexie, on trouve : une activité réduite de la LPL accompagnée d’une hyperlipidémie
plasmatique (Brewster and Matsumura, 1984), une captation réduite de glucose, certainement
due a des effets sur la quantité et/ou I'activité du transporteur GLUT4 (Enan et al., 1992b)
(Olsen et al., 1994), des changements dans la phosphorylation de protéines (Enan and
Matsumura, 1993) et une induction de la peroxydation lipidique (Ashida et al., 1996). Certains

de ces phénomenes sont liés a la liaison de la TCDD au récepteur Ah, comme la captation de
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glucose (Olsen et al., 1994) ou la diminution de I'activité de la LPL (Olsen et al., 1998), et
d’autres en sont clairement indépendants, comme la peroxydation lipidique.

Beaucoup de ces observations ont été effectuées sur des cochons d’Inde males
(Brewster and Matsumura, 1984) (Enan and Matsumura, 1993) (Ashida et al.,, 1996) ou les
cellules 3T3-L1 (Olsen et al., 1994; Olsen et al., 1998). Cependant, il est important de noter que
des différences inter especes ont été observées pour certains de ces effets (diminution de
I'activité de la LPL et augmentation des triglycérides plasmatiques (Brewster and Matsumura,
1989), captation du glucose (Enan et al., 1996)), ainsi que d’importantes différences inter sexes
a la fois dans les effets dus a I'exposition du TA a la TCDD mais aussi certainement dans les
mécanismes déclenchés lors de cette exposition (Enan et al., 1996).

Enfin, le traitement de cellules 3T3-F442A différenciées avec de la TCDD induit la
sécrétion de TNFa (Kern et al., 2002). Sous certaines conditions, la TCDD peut induire une
réponse lipolytique dans des cellules 3T3-L1 différenciées, potentialisée par un co-traitement

avec du TNFa (Li et al., 2007).

b. Polybromodiphényléthers (PBDE)

Le traitement de rats SD males adultes avec une mixture de penta-BDE par gavage
montre que ces composés sont capables d’altérer la sensibilité hormonale des adipocytes. En
effet, les adipocytes isolés des rats traités au PBDE, stimulés par un agoniste B, ont un taux de
lipolyse plus élevé que les adipocytes des rats contréles, et un taux plus faible d’oxydation du

glucose stimulée par I'insuline (Hoppe and Carey, 2007).

c. Bisphénol A (BPA)

Une étude récente a montré que le BPA était capable d’inhiber la sécrétion
d’adiponectine par le TA humain, a la fois dans des explants et des adipocytes isolés (Hugo et
al., 2008). Cet effet est beaucoup plus marqué a des doses tres faibles de BPA (0.1 nM), qu’a des

doses plus fortes (aucun effet a 100 nM), rappelant la courbe dose-réponse en U déja obtenue
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Figure llI-5 : Le BPA inhibe la sécrétion d’adiponectine dans des explants de TA humain

(d’aprées (Hugo et al., 2008))
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(BPA) ou de I'cestradiol (E;).
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pour le BPA dans certaines études de gain de poids (Figure IlI-5) Cette étude souligne ainsi que

ce composé est tres actif a des doses d’exposition environnementale.

d. Polychlorobiphényls (PCB)

Le PCB-77 et la TCDD diminuent eux-aussi la sécrétion d’adiponectine par les cellules
3T3-L1 lors de la différenciation des cellules en adipocytes. La sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires comme I'IL-6, KC-1 ou MCP-1 est, elle, augmentée par des faibles doses de PCB-

77, et diminuée a plus forte dose (Arsenescu et al., 2008).

e. Phthalates

Le diisobutylphthalate (DiBP) est capable lui aussi d’altérer la sécrétion d’adipokines in
vivo (Boberg et al., 2008). Des rats Wistar femelles enceintes ont été gavées avec 600
mg/kg/jour de DiBP ou 1 mg/kg/jour de rosiglitazone, pendant 14 jours (du 7° au 21° jour aprés
la reproduction). L'exposition in utero au DiBP a entrainé chez les foetus males et femelles une
trés légere baisse de poids (-10% par rapport aux contréles), et une diminution des niveaux
plasmatiques de leptine et d’insuline pour les 2 composés, suggérant un mécanisme d’action
commun par leur interaction avec les récepteurs PPAR. Cette étude montre ainsi pour la
premiere fois que la période prénatale peut étre une période sensible pour la mise en ceuvre

des perturbations métaboliques liées a I’exposition aux phthalates.
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111.3.4 Conclusion

Les effets directs des xénobiotiques sur le TA humain peuvent étre nombreux : induction
ou inhibition de la différenciation adipocytaire, perturbations des fonctions métaboliques
(lipolyse, captation du glucose...) et sécrétoires (leptine, TNFa, adiponectine...) des adipocytes.
Cependant, ces effets semblent souvent dépendre des doses d’exposition utilisées, des modeles
utilisés et parfois méme du sexe. Les mécanismes par lesquels ces xénobiotiques interagissent
avec le TA sont ainsi la plupart du temps peu clairs. L’utilisation d’outils permettant d’amener a
une vision plus globale de ces toxicités, non biaisée par des connaissances a priori des
mécanismes de toxicité de ces composés dans d’autres modeéles ou d’autres conditions, pourrait
peut étre permettre d’améliorer notre compréhension des interactions entre xénobiotiques et

TA. Ces outils « globaux » et « sans a priori » sont présentés dans le chapitre suivant.
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CHAPITRE IV : LES TECHNIQUES -
OMIQUES, ET LEURS APPLICATIONS
EN TOXICOLOGIE
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Le terme « omique » désigne les techniques capables de générer un jeu de données
complet de ce qu’elles cherchent a mesurer : que ce soit les transcripts (transcriptomique), les
protéines (protéomique) ou les métabolites (métabonomique). Une premiére question que I'on
peut se poser est «quand la mesure de quelques parameétres dans une famille moléculaire
devient-elle une omique» ? La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) des
biofluides par exemple, existe depuis aussi longtemps que la RMN elle-méme (Matthews et al.,
1982). La différence se situe dans la connaissance des parameétres mesurés et I'attente quant
aux résultats qui vont étre obtenus. L'analyse RMN des biofluides est typiquement conduite
avec une connaissance a priori des parametres a mesurer et de ce qu'’ils reflétent. Elle confirme
I’hypothése que la mesure d’un ou la combinaison de plusieurs parametres révelent quelque
chose sur une cible définie. Dans une approche « omique », I'hypothése est que le profil de
réponse de nombreux analytes reflete un changement dans la physiologie, indicatif de
I'efficacité, la toxicité, la maladie ou d’un autre changement, et que la nature compléte du jeu
de données permet une évaluation in toto de la réponse systémique. Ce profil peut étre
examiné pour la recherche d’un analyte en particulier pour donner des informations
mécanistiques par exemple, mais le profil en lui-méme est considéré comme intéressant. En
d’autres termes, les « omiques » sont des outils qui cherchent a étudier et a comprendre la

biologie dans sa version systémique.

La réponse systémique d’'un organisme est impossible a décoder de la mesure d’un seul
parameétre. Ces distinctions sont importantes pour le chercheur qui cherche a comprendre ce
gue ces techniques « omiques » peuvent apporter a son travail. S’il a déja une idée du
parameétre qu’il cherche a mesurer, ou de I'organe cible gu’il veut étudier, les « omiques » ne
sont probablement pas les techniques les plus appropriées. Par contre, si la découverte de
biomarqueurs (pas forcément leur validation) ou la génération d’hypothéses sont les objectifs

de son travail, elles peuvent se révéler d’excellents alliés.
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« Macroarray »

Table IV-1 : Principaux types de puces a ADN

« Microarray spottée »

« GeneChips » de Affymetrix

- support : membrane de nylon
- taille des spots : 0.5-1lmm

- densité : quelques centaines de
spots/‘em”

- sondes : produits de PCR

- cibles : ADNc avec marquage
radioactif au P

- principales applications : analyse
de I'expression des génes

- support : lame de verre a
revétement chimique

- taille des spots : ~1 00pm

- densité : 1000-10000 spots/cm”

- sondes : produits de PCR ou
aigonucléotides longs (30-70mers)

- cibles : ADNc ou produits de PCR
avec marquage fluorescent au Cy3
et Cy5S

- principales applications : analyse

de I'expression, ChIP-on-Chip,
CGH-array

- support : lame de verre a
revétement chimique

- taille des spots : ~20um

- densité : jusque 250000 spots/cm®
- sondes : oligonucléotides courts
(20-25 mers) synthétisés in situ

- cibles : ARNc ou produits de
PCR avec marquage fluorescent a
la biotine-streptavidine

- principales applications : analyse
de I'expression, détection de
marqueurs moléculaires
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IV.1 Présentation technique

1V.1.1 La transcriptomique

Au premier plan de ces technologies émergentes se trouve I'analyse des perturbations
moléculaires mesurées au niveau de I’ARNm par des puces a ADN. La transcriptomique permet
la mesure fiable et simultanée des niveaux d’expression des génes d’un systéme a un moment

donné a travers la quantification de ses ARNm (= transcriptome).

IV.1.1.1 Présentation technologique

Une puce a ADN, aujourd’hui communément appelée « microarray » en anglais, est
constituée de fragments d’ADN immobilisés sur un support solide selon une disposition
ordonnée. Son fonctionnement repose sur le méme principe que des technologies telles que le
Southern blot ou le Northern blot, qui sont couramment utilisées pour détecter et quantifier la
présence d’'une séquence nucléique spécifique au sein d’un échantillon biologique complexe,
par hybridation a une sonde de séquence complémentaire portant un marquage radioactif. La
confection des puces a ADN a permis d’étendre ce principe a la détection simultanée de milliers
de séquences en parallele. Une puce comporte quelques centaines a plusieurs dizaines de
milliers d’unités d’hybridation appelées sondes, chacune étant constituée d’'un dépot de
fragment d’ADN complémentaire ou d’oligonucléotide. L’hybridation de la puce avec un
échantillon biologique, marqué par un radioélément ou par une molécule fluorescente, permet
de détecter et de quantifier 'ensemble des cibles qu’il contient en une seule expérience.

On fabrique aujourd’hui des puces comportant une tres haute densité de sondes, susceptibles
de recouvrir l'intégralité du génome d’un organisme sur une simple lame de microscope. On
distingue plusieurs types de puces selon la densité des spots, le mode de fabrication, la nature
des fragments fixés a la surface et les méthodes d’hybridation. Les caractéristiques des puces les

plus courantes sont résumées dans le Tableau IV-1.
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Figure IV-1: Principe général de I'analyse de I’expression transcriptionnelle sur une puce de
type « spottée »
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(a) L'ensemble des ARNm sont extraits des prélevements a analyser. (b) Une transcription reverse est
réalisée en présence de nucléotides modifiés permettant de coupler un marqueur fluorescent. Des cibles
d'ADN complémentaires (ADNc) représentatives de I'ensemble des génes exprimés pour chaque culture
sont ainsi obtenues. (c) Les deux échantillons sont marqués par des fluorochromes a spectres d’émission
distincts (les plus couramment utilisées sont les carbocyanines Cy3 et Cy5) et hybridées simultanément
sur une méme puce. Au contact de la puce, les brins d'ADNc marqués s'apparient avec les sondes de
séquence complémentaire sur la lame. La mesure de l'intensité du signal fluorescent émis sur chaque
spot permet ainsi d’estimer le taux d’expression différentiel du géne correspondant.

Figure IV- 2 : Principe général de I'analyse de I’expression transcriptionnelle sur une puce de
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IV.1.1.2 Application a I’analyse de I’expression transcriptionnelle

L'analyse de I'expression transcriptionnelle des génes a été la premiére application pour
laquelle la technologie des puces a ADN a été développée avec succes. C'est encore I'application
largement dominante aujourd’hui. L’hybridation d’un échantillon biologique sur une puce a ADN
permet d’identifier et de mesurer I'abondance des espéces d’ARNm qu’il contient.

L'utilisation des puces « spottées » permet d’acquérir une mesure relative du niveau
d’expression des genes dans un échantillon cellulaire par rapport a un témoin de référence, par
exemple une souche mutée comparée a une souche sauvage, ou des cellules cultivées dans

deux conditions différentes. Le principe expérimental est résumé dans la Figure 1V-1.

L'utilisation de puces a oligonucléotides de type Affymetrix permet de quantifier en
théorie I'abondance absolue de chaque ARNm transcrit. Les ARNm de I’échantillon a analyser
sont amplifiés, fragmentés et marqués par un systéeme de couplage biotine-streptavidine pour
I’hybridation sur la puce. Chaque géne est représenté sur la puce par une quinzaine de sondes
constituées d’oligonucléotides courts de 20-25 bases couvrant différentes portions spécifiques
du gene. Une estimation directe du niveau d’expression de chaque géne est obtenue en
calculant le signal moyen sur I'ensemble des sondes représentant le géne. Le principe

expérimental est résumé dans la Figure IV-2.

Quelque soit le type de puce utilisé, une analyse transcriptomique complete fait appel a de

nombreuses étapes, décrites dans la Figure IV-3 :

e Expérimentales: plan d’expérimentation, étapes précédant I'hybridation des puces
présentées ci-dessus, et enfin, hybridation des puces.

e De traitement des données : analyse de I'image a la sortie du scanner, normalisation des
données, sélection des genes différentiellement exprimés entre deux conditions par

I'utilisation de tests statistiques.
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Figure IV-3 : Les différentes étapes d’une expérience utilisant des puces a ADN

«Paces commerciales Mise au point expérimentale Base de données
* Puces “maison” \ disponibles
Hybridatio
données

Analyse de I’image

Traitement des données brutes
- Normalisation
- Analyse statistique
- Stockage

informative des données
- Regroupement

Traitement des données
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e D’analyse des données : représentation informative des données, recherche dans les
bases de données pour donner un sens biologique aux différences d’expression

observées.

IV.1.2 La protéomique

La protéomique désigne la science qui étudie les protéomes, c'est-a-dire I'ensemble des
protéines d'une cellule, organite, tissu, organe ou organisme a un moment donné et sous des
conditions données. Dans la pratique, la protéomique s'attache a identifier les protéines
extraites d'une culture cellulaire, d'un tissu ou d'un fluide biologique, leur localisation dans les

compartiments cellulaires, leurs modifications post-traductionnelles ainsi que leur quantité.

IV.1.2.1 Pourquoi la protéomique ?

Prenant en compte I'existence de la formidable somme d'informations issues de |'analyse
génomique, on peut se demander pourquoi des projets d’analyse protéomique, souvent
difficiles a mettre en ceuvre et colteux, doivent s'y surajouter et quelles informations
spécifiques en attendre. On peut cependant avancer une série de raisons plaidant en faveur du

développement de I'analyse protéomique :

e ['abondance des protéines a l'intérieur de la cellule n'est pas seulement régulée a un
niveau transcriptionnel, mais également aux niveaux traductionnels et post-
traductionnels, de telle sorte qu'aucune relation simple ne peut étre établie entre taux
d'ARNm et de protéines. Par ailleurs, certaines protéines ont une durée de vie longue,
c’est-a-dire que méme synthétisées a faible vitesse elles peuvent s’accumuler dans la
cellule en demeurant fonctionnelles, alors que d’autres a durée de vie bréve sont
rapidement éliminées. Donc, méme si leur synthése est rapide, elles se retrouveront a

un faible taux.
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Figure IV-4 : Gel d'électrophorése bidimensionnel, coloré au bleu de Coomassie
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e Une méme protéine pourra selon I'état cellulaire se retrouver dans un compartiment
donné (cytoplasme, noyau, mitochondrie) ou étre secrétée par la cellule. Sans I'analyse
du protéome, une modification de localisation de la protéine nécessaire a son activité
biologique passera inapercue.

e La plupart des protéines ne parviennent a leur forme biologiquement active qu'a la suite
d'étapes de maturation co- et post-traductionnelles telles que glycosylation,
phosphorylation, déamination... Ces modifications conférent souvent a la protéine sa

fonctionnalité. Elles sont également les indicateurs de I'état de la machinerie cellulaire.

IV.1.2.2 Présentation technologique

Les protéines sont d’abord extraites d’une population cellulaire ou d’un tissu, puis

séparées avant d’étre identifiées.

a. L’extraction

La premiére étape consiste généralement a extraire les protéines d'un échantillon
biologique. Cette étape est cruciale : une mauvaise extraction peut produire la dégradation des
protéines et compliquer, voir rendre impossible, l'identification des protéines. Pour simplifier
I'analyse, I'extraction est souvent réalisée en éliminant les modifications post-traductionnelles.

Seule la structure primaire des protéines, c'est-a-dire leur séquence, est conservée.

b. Laséparation

La seconde étape permet de séparer les protéines en fonction de leurs caractéristiques
physiques ou chimiques, ou en fonction de leur affinité pour un ligand. L'électrophorese sépare
les protéines dans un gel polyacrylamide en fonction de leur taille lorsqu'elles sont soumises a
un champ électrique. La méthode d'électrophorese de référence pour la protéomique est

I’électrophorese bidimensionnelle (Figure IV-4). Elle permet a partir de mélanges protéiques
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complexes de séparer et visualiser des centaines voire des milliers de protéines sous forme de
taches ou « spots ». La résolution obtenue est suffisante pour mettre en évidence la présence
d'isoformes. Son principe consiste a effectuer dans un premier temps une séparation des
protéines en fonction de leur charge, suivie d'une séparation orthogonale, en fonction de la
taille. La résolution de la premiere dimension est de |'ordre de 0.01 unités pH. Les gels obtenus
sont ensuite colorés a I'aide de colorants organiques comme le bleu de Coomassie ou de
métaux comme le nitrate d’argent puis numérisés. Le résultat est une semi-quantification. On
recherche les protéines d’intérét par analyse d’image, reposant sur la numérisation de I'image
du gel aprés coloration. Au cours de cette étape le logiciel découpe I'image en pixels pour la
transmission et le stockage des données. Chaque pixel de I'image est enregistrée a une position
en x et en y associée a une valeur de densité optique proportionnelle a I'intensité du signal
enregistré par la caméra ou le scanner. La multiplication des gels 2D nécessaire a I'obtention
d’une quantification différentielle statistiquement fiable est cependant un handicap aux
analyses a haut débit. Quelle que soit la méthode de séparation utilisée, les spots d’intérét une

fois détectés sont excisés du gel afin d’étre identifiés par des méthodes spectrométriques.

c. L’identification

Les différents aspects de l'identification des protéines permettent d'identifier, de
caractériser et de quantifier les protéines. L'identification par spectrométrie de masse (SM)
repose sur une mesure précise de la masse des peptides ionisés. D’'une facon trés générale les
protéines sont digérées par une endopeptidase (le plus souvent la trypsine) et, ensuite,
analysées par SM. Une des approches utilisée est I'établissement de cartes peptidiques
massiques. La masse des peptides obtenus apres digestion protéasique est comparée aux cartes
de masses théoriques des protéines répertoriées dans les banques de données. Différents
algorithmes ont été développés afin d’effectuer cette recherche. Les logiciels d’analyse de
données de SM vont rechercher une série de protéines dans une base de données de séquences
et générer pour chacune un spectre théorique pour voir lequel se rapproche le plus du spectre

expérimental. Selon des logiques différentes pour chaque algorithme, ils établiront un score

109



pour chaque séquence analysée in silico qui conduira a un classement des protéines candidates.
Une facon de contourner les problemes rencontrés lors de I'analyse des cartes peptidiques
massiques est de séquencer partiellement les protéines par spectrométrie de masse tandem
(MS/MS). Dans ce cas, certains fragments peptidiques analysés lors d’'une premiere SM sont
choisis et fragmentés. Les pics de masse obtenus constituent une représentation de la séquence
protéique, dans laquelle deux pics adjacents different par la masse d’un acide aminé perdu lors
de la fragmentation du peptide analysé. La courte séquence protéique obtenue peut étre

utilisée pour faire une recherche d’analogie dans les banques de données.

IV.1.3 La métabonomique

La métabonomique, ou profilage métabolique (metabolic profiling) est la mesure a un
instant donné, dans un systeme biologique, des concentrations des métabolites de faibles poids
moléculaires (regroupés sous le terme « métabolome »). Dans la batterie des nouvelles
technologies « omiques », la métabonomique est typiquement concernée par la détection
d’analytes de relativement faibles poids moléculaires (< 1000 Da), et pas par celle de protéines
beaucoup plus lourdes, ou de nucléotides qui sont les préoccupations de la protéomique et de
la transcriptomique. Ce pool de petits analytes métaboliques détectables inclut les acides
aminés, les oligopeptides, les sucres, les acides gras simples, et les intermédiaires de
nombreuses voies biochimiques comme le cycle de I'acide tricarboxylique ou la glycolyse.

La métabonomique implique la génération de bases de données métaboliques basées sur des
échantillons de tissu ou de biofluides, permettant I’acquisition simultanée de multiples
parameétres biochimiques sur des échantillons biologiques. La métabonomique est
généralement conduite sur des biofluides, qui peuvent étre obtenus de fagon non-invasive
(urine) ou relativement facilement (sang), mais d’autres fluides plus exotiques comme le fluide
cérébro-spinal, la bile ou le fluide séminal peuvent aussi étre utilisés. Il est aussi possible
d’utiliser des surnageants de culture, des extraits tissulaires et parfois méme des biopsies de

tissu.
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IV.1.3.1 Pourquoi la métabonomique ?

Il est important de réaliser que des facteurs autres que les changements dans
I'expression des genes ou les polymorphismes génétiques peuvent affecter la biologie
systémique de l'organisme. Des facteurs environnementaux tels que l'alimentation, I'dge,
I'ethnicité, le mode de vie et la flore intestinale ont aussi une large influence et ces différents
facteurs doivent étre pris en compte. Seule en fin de chaine, intégratrice de tous les signaux
précédents, la métabonomique peut ainsi étre considérée comme la seule des « omiques » qui
puisse donner des indications sur les modifications biologiques réelles. La métabonomique est
une approche prometteuse car la maladie, les médicaments ou les toxiques perturbent les
concentrations et les flux de métabolites endogenes impliqués dans les processus cellulaires
clefs. Par exemple, la réponse d’une cellule a un toxique ou a un autre facteur de stress résulte
généralement en un ajustement de son environnement intra- et/ou extracellulaire afin de
maintenir son homéostasie. Cet ajustement métabolique est ainsi exprimé comme une
empreinte des perturbations biochimiques qui est caractéristique de la nature ou du site de la
toxicité. L'urine en particulier présente souvent des changements dans son profil métabolique
en réponse au stress, parce que les cellules cherchent a maintenir leur homéostasie et éliminent
certaines substances, modifiant ainsi la composition urinaire. Ainsi, méme lorsque
I’'homéostasie cellulaire est maintenue, des réponses subtiles peuvent étre exprimées dans la

composition des différents biofluides de I'organisme.

IV.1.3.2 Métabonomique ou métabolomique ?

Le terme métabonomique provient de la racine grecque « meta », changement, et
« nomos », les lois, et il décrit originellement la génération de modeéles de reconnaissance de
formes (pattern recognition) permettant de classifier les changements dans le métabolisme
(Lindon et al., 2004). En paralléle, la métabolomique s’est développée (Raamsdonk et al., 2001).
Cette 2° discipline est similaire a la 1° mais ne couvre qu’une partie des sujets impliqués dans la

métabonomique. La métabolomique est basée sur le métabolome, I'analogie métabolique du
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génome ou du protéome, qui est donc défini comme la composition métabolique d’une cellule.
En métabonomique, non seulement on s’intéresse aux concentrations statiques cellulaires et
dans les biofluides des métabolites endogénes, mais aussi aux cinétiques de fluctuation de ces
métabolites, a leur déplacement spatial et aux métabolites exogénes. Ainsi, la métabonomique
peut étre considérée comme une approche compléte de biologie des systémes, dans le sens ou
dans I'étude d’un organisme entier avec des organes séparés et plusieurs types cellulaires, les
effets peuvent étre déplacés dans le temps, mais aussi dans I'espace (d’un organe a 'autre) et
que ces effets doivent étre intégrés dans une vue holistique. En pratique, dans la littérature, les
termes « métabolomique » ou « métabonomique » sont parfois utilisés avec de subtiles

différences, mais le plus souvent, ils sont interchangeables.

IV.1.3.3 Présentation technologique

Les principales technologies utilisées pour détecter les métabolites sont basées sur la
résonance magnétique nucléaire (RMN) et la spectrométrie de masse (SM). Ces deux techniques
peuvent étre utilisées de facon « ouverte », i.e. de facon a donner un profil complet des
métabolites d’un échantillon et a générer un spectre dont I'étude plus précise fournit des
informations sur les métabolites qui le composent. Cependant, la SM peut s’adapter a une
utilisation plus « fermée », en recherchant spécifiquement certaines entités biochimiques
connues comme les lipides ou les acides aminés. La sélection entre I'approche « ouverte » ou
« fermée » du profil métabolique dépend de la connaissance a priori des voies métaboliques
associées avec la problématique de recherche. Un autre moyen de définir ces deux approches
est de considérer que la problématique de recherche est génératrice d’hypotheses (« ouverte »)

ou basée sur des hypotheses (« fermée »).

a. LaRMN

La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire exploite une particularité de certains

noyaux atomiques : un spin non nul. Toute particule posséde en effet un spin dont I'effet est
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Figure IV-5 : Un spectre RMN typique (d’apres (Clarke and Haselden, 2008))

Each peak or multiplet represents a proton in a different chemical
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similaire a celui d'un moment magnétique (ie une sorte de petit aimant), capable d’intéragir
avec un champ magnétique exterieur. La spectroscopie par RMN consiste a modifier le moment
magnétique nucléaire, autrement dit a faire passer le noyau d'un niveau d'énergie a un autre,
en appliquant des champs magnétiques a I'échantillon qu'on veut étudier. La transition du spin
vers son retour a I'équilibre (la relaxation) entraine I'émission d'une onde électromagnétique
qui peut étre détectée par un capteur. Le noyau de I'hydrogéne posseéde par exemple un
moment magnétique nucléaire égal a ; et peut donc étre utilisé en RMN.

Lorsque I'atome d’hydrogene est engagé dans une liaison, le champ magnétique régnant
au niveau du noyau est différent du champ magnétique appliqué. On peut, en effet, considérer
qgue les électrons de liaison forment un écran autour du noyau, écran qui se manifeste par
I"apparition d’un champ magnétique local opposé au champ magnétique appliqué. Cet écran est
fonction de I'environnement chimique du noyau. Il résulte de ce phénomeéne que, placés dans
un champ magnétique, les divers protons d’une molécule organique absorberont I'énergie a des
fréquences différentes qui seront fonction des constantes d’écran correspondantes, donc de
I’environnement électronique, c’est-a-dire de la nature chimique des protons présents.
L'analyse de ce « déplacement chimique » des fréquences d’absorption fournira des
renseignements précieux sur la structure des molécules organiques. Ce déplacement chimique
est noté §, il est mesuré relativement a un composé de référence, I'acide 3-trimethylsilyl

propionique (TSP) dans cette thése, et est donné en partie par millions (ppm).

La spectroscopie ‘H-RMN produit ainsi le spectre de résonance du proton d’un
échantillon, et bien que quantitative, elle est relativement peu sensible (seuil de détection a
+10°M). Les avantages de la RMN sont de donner des informations structurelles sur les
constituants de I’échantillon, d’étre trés reproductible, non destructive et relativement rapide,
le spectre "H-RMN d’un échantillon biologique pouvant étre généré en 10 min environ. Le
spectre 'H-RMN d’un échantillon biologique peut contenir des milliers de pics, chacun d’eux
représentant un proton dans un environnement chimique différent, et I'aire sous chaque pic

étant directement proportionnelle a la concentration du proton en question (Figure 1V-5).
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Figure IV-6 : Un spectre LC-MS typique (d’apreés (Clarke and Haselden, 2008))
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Les 3 spectres en haut a droite représentent les spectres obtenus par chromatographie liquide
de haute performance (HPLC) d’urine d’animaux traités par différents composés. Les fractions

sont séparées en fonction de leur temps de rétention sur la colonne.

Le graphe le plus en bas est le spectre de masse d’une des fractions de I'HPLC, qui donne une

information détaillée sur les masses des composés présents dans cette fraction.
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L’étendue du spectre RMN est basée sur les résonances des liens C-H, avec les structures
les plus stables comme les cycles aromatiques se positionnant a la gauche du spectre, et les
structures plus flexibles, comme les groupements méthyl a droite. La complexité biochimique
d’un échantillon géneére typiquement un spectre avec de trés nombreux pics chevauchant, mais
des parties spécifiques du spectre peuvent étre analysées plus en détail ou observées a plus

haute résolution pour aider a I'identification des composés individuels.

b. LaSM

La spectrométrie de masse est généralement utilisée en tandem avec des techniques de
séparation comme la chromatographie liquide ou la chromatographie en phase gazeuse.
L'efficacité de la séparation chromatographique dépend du type de colonnes (hydrophobes ou
hydrophiles), des systémes de solvants, et de la pression de la colonne. Une méthode de routine
de chromatographie liquide ultra-performante utilise typiquement une colonne C18 qui sépare
les composants polaires dans le premier front de solvant, et les composants les plus
hydrophobes a la fin de la procédure. Les fractions d’intérét, séparées sur la base de leur temps
de rétention sur la colonne, sont ensuite ionisées et envoyées dans le spectrométre de masse.
La SM permet une lecture extrémement sensible des masses, basée sur la capacité du composé
a étre ionisé et donc a « voler » dans le spectrométre, avec des limites de détection de I'ordre
de 10™2M. La SM est ainsi beaucoup plus sensible que la RMN. Il faut typiqguement 20 a 30 min

pour générer le spectre LC-MS d’un échantillon (Figure IV-6).
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IV.1.3.4 Application a I’analyse du métabolome

Nous allons décrire dans ce paragraphe les différentes étapes d’une analyse
métabonomique par 'H-NMR en nous appuyant sur des exemples concrets tirés de la

littérature.

a. Préparation des échantillons

La premiere étape d’une analyse métabolomique est la préparation des échantillons.
Comme souligné plus haut, la métabolomique par RMN peut s’appliquer a de nombreux
biofluides, le plus souvent urine ou plasma, a des extraits tissulaires ou cellulaires, ou méme a
des biopsies intactes. Les échantillons d’urine ou de plasma ou d’autres biofluides requiérent
une préparation minimale. lls sont simplement transférés dans des tubes conventionnels pour
RMN (5 mm de diameétre), en ajoutant parfois un tampon phosphate (pH 7.4) pour éviter les
différences de pH trop importantes entre les échantillons, qui induisent des différences dans les
déplacements chimiques des métabolites. Pour les extraits tissulaires ou cellulaires, plusieurs
techniques peuvent étre employées, comme une extraction méthanol/chloroforme/eau en
plusieurs étapes, qui permet I'extraction simultanée des métabolites polaires et lipophiles. Les
deux phases ainsi obtenues peuvent étre transférées dans deux tubes RMN standards. Une
présentation des protocoles de préparation des échantillons peut étre trouvée dans (Beckonert

et al., 2007).

b. Acquisition des spectres RMN

Chaque tube RMN est ensuite inséré dans un spectrometre RMN, permettant I'acquisition
d’un spectre par individu. Un spectre *H-RMN typique d’urine contient des milliers de pics trés

étroits provenant majoritairement de métabolites de faible poids moléculaire. Le plasma et le

sérum contiennent a la fois des composés de hauts et de faibles poids moléculaires, ce qui
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Figure IV-7 : Spectres *H-RMN de biofluides (d’aprés (Lindon et al., 2007))
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(A) Spectre 'H-RMN a 600 MHz d’urine de rat, acquis avec une séquence standard avec
suppression du solvent. (B) Spectre 1H-RMN a 600 MHz de plasma de rat, acquis avec une
séquence Carr—Purcell-Meiboom-Gill (CPMG) pour éliminer les résonances des lipoprotéines.
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donne une large gamme d’épaisseurs de signaux: des bandes larges de protéines et de
lipoprotéines contribuent largement au spectre 'H-RMN, avec des pics étroits de petites
molécules s’y surimposant (Figure IV-7). De méme, les spectres 'H-RMN des métabolites
polaires d’extraits tissulaires sont composés d’une multitude de signaux étroits, alors que les
spectres des extraits lipophiles sont composés de quelques signaux tres larges. Le signal de
I'eau, trés large et interférant, peut étre partiellement éliminé du spectre en utilisant des
séquences RMN de suppression. De plus, diverses séquences de pulsation peuvent étre utilisées
pour éliminer les résonances des lipoprotéines ou autres molécules pouvant interférer avec la
qualité des spectres (pour revue sur les séquences RMN les plus utilisées en métabonomique,
voir (Beckonert et al., 2007)). Un composé de référence, servant a la calibration de tous les
spectres, est ajouté dans les échantillons: c’est souvent I'acide 3-trimethylsilylpropionique

(TSP).

c. Prétraitement des données de RMN

Les spectres RMN sont d’abord digitalisés, en utilisant soit une résolution compléte, soit
une division en pas de 0.04 ou 0.01 ppm, et I'aire sous la courbe est intégrée en chaque point ou
pour chaque pas pour représenter une variable statistique. Puis, on enléve la région de
résonance de l'eau (généralement entre 4.6 et 4.8 ppm) et chaque spectre est normalisé. La
plus commune des normalisations est la normalisation par rapport a l'aire totale qui a
I'avantage d’éliminer les différences de concentration initiale totale entre les échantillons. La
matrice de données X ainsi obtenue possede la structure suivante : en ligne on a les individus,
et en colonne les concentrations de métabolites. Ainsi, la donnée x;; de cette matrice représente
I’aire sous la courbe sous le pas j (représentant par exemple le pas 3.5-3.51 ppm) pour l'individu
i. Pour une étude portant sur 30 individus, en utilisant une résolution compléte du spectre, on
obtient ainsi une matrice 30*33600. La structure inhérente de ces données, ou le nombre
d’individus est bien plus faible que le nombre des variables mesurées, est parfaitement adaptée

a l'utilisation des analyses statistiques multivariées.
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d. Analyse statistique

L'interprétation des données métabonomiques passe par la détermination de
changements significatifs dans un large ensemble de données spectrales, provenant
d’échantillons soumis a de nombreuses sources de variabilité comme des variations
physiologiques normales qui peuvent obscurcir I’effet recherché. Pour cela, on utilise donc des
statistiques multivariées. En chimie, le terme chimiométrie est généralement employé pour
décrire ces méthodes. Le but de ces méthodes chimiométriques est de classifier un objet, ou de
prédire son origine a partir de I'identification de signatures inhérentes présentes dans un jeu de
mesures expérimentales. Les méthodes chimiométriques peuvent aussi étre utilisées pour
réduire la dimension d’un jeu de données complexe, facilitant ainsi la visualisation des

signatures inhérentes.

Les méthodes chimiométriques peuvent étre divisées en deux catégories: « non
supervisées » et « supervisées ». Les techniques non supervisées sont utilisées pour établir s'il
existe des ressemblances et des rassemblements intrinseques dans le jeu de données et
incluent des méthodes qui représentent les échantillons selon les mesures effectuées sans
connaissance a priori de leur appartenance a telle ou telle classe. Les méthodes non supervisées
les plus connues sont I’Analyse en Composantes Principales (ACP) et I'analyse en cluster
hiérarchique. Les méthodes supervisées utilisent I'information d’appartenance a une classe
donnée pour une partie des échantillons (training set) et optimisent la séparation entre les
classes. Elles ont ensuite besoin d’un second set d’échantillons indépendants (test set) pour
tester ou valider les prédictions de classe effectuées grace au training set. Ces techniques

incluent la Projection sur les Structures Latentes (PLS).

e L’analyse en composantes principales (ACP)

L'ACP permet la visualisation des sources principales de variation dans un jeu de

données multidimensionnel. Cette méthode est basée sur une transformation linéaire qui
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Figure IV-8 : Représentation graphique de la projection d’un nuage de point sur les 2 premiers

axes d’'une ACP
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L'ACP est basée sur une transformation linéaire qui projette les données dans un nouveau

systeme de coordonnées (les composantes principales PCs), dans lequel la variance entre tous
les échantillons est maximisée.

Figure IV-9 : Résultat d’'une analyse par ACP (d’apres (Tiziani et al., 2009))
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projette les données dans un nouveau systeme de coordonnées (les composantes principales
PCs), dans lequel la variance entre tous les échantillons est maximisée (Figure IV-8). Les PCs sont
calculées telles que chaque PC est une combinaison linéaire des variables initiales, chaque PC
explique le maximum de variance possible non expliqué par les PCs précédentes, chaque PC est
orthogonale et donc indépendante des autres PCs. Les résultats de cette méthode sont deux
matrices connues sous le nom des scores et des loadings. Les loadings représentent la maniere
dont les anciennes variables se sont combinées linéairement pour former les PCs, et indiquent
donc quelles variables apportent le plus de poids dans la construction des PCs. Les scores
représentent les coordonnées des points (=individus) dans le nouveau systeme de variables

formé par les PCs.

La Figure IV-9 présente les résultats d’'une ACP provenant d’une analyse de spectres de
métabolites extraits de cellules myéloides humaines traitées avec le solvant (contrdles), ou
avec du bezafibrate (BEZ), de I'acétate de medroxyprogestérone (MPA) ou une combinaison
des deux (MPA+BEZ). La Figure IV-9A montre une représentation des scores sur les 2 premieres
PCs (PC1 vs PC2), chaque point correspondant a une culture cellulaire. On y voit clairement le
regroupement des échantillons des cellules contrdéles d’'un coté de la PC1, et des cellules traitées
avec du BEZ et du MPA+BEZ de l'autre. La PC2 permet de séparer les cellules traitées au MPA
des cellules controles. Les toxines forment des clusters séparés car elles ont des mécanismes
d’action différents et induisent des perturbations chimiques différentes. L’analyse des scores
permet ainsi de déterminer |’existence de regroupements intrinséques entre les échantillons. La
Figure IV-9B présente les loadings correspondant a I'axe 1, chaque point représentant cette fois
une région spécifique du spectre RMN. L'examen de ces loadings permet d’identifier les
variables les plus discriminantes dans les séparations entre les échantillons mises en évidence
lors de I'examen des scores. Par exemple, I'axe 1 était trés impliqué dans la séparation des
groupes controles vs BEZ et MPA+BEZ. Dans les loadings correspondants, on voit que pour ces
deux groupes de cellules traitées, les signaux de |'acétate, du succinate et du lactate sont tres
impliqués dans la construction de I'axe 1 et sont donc des marqueurs responsables de la

séparation entre ces classes.
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La séparation entre les classes n’est pas toujours aussi évidente que dans I'exemple
présenté ci-dessus, et 'ACP pas toujours suffisante pour déterminer les composés les plus

discriminants. On peut alors utiliser des méthodes d’analyse supervisées.

e La Projection sur les Structures Latentes (PLS)

La PLS est une technique supervisée développée par Wold et al. dans les années 1980
dans l'intention de comprendre les relations entre les variables sortant d’un systéme (output) et
les variables d’entrée (input) (Wold, 1984). Cette technique généralise le principe de I’ACP et un
modele de régression multivariée linéaire pour prédire la réponse Y (output) a partir d’un jeu de
variables X (input). Comme pour I'ACP, les loadings des composantes latentes sont des
combinaisons linéaires des variables d’entrée, mais elles possedent un poids via un coefficient
de régression calculé entre chaque variable d’entrée et la réponse Y. C'est donc une méthode
appropriée pour extraire de l'information sur les variables discriminantes entre les classes
d’intérét. La PLS-DA (PLS-Discriminante Analysis) est un cas particulier de I'analyse PLS dans
laquelle la réponse ne contient que 2 classes (par exemple traité ou non). L'O-PLS (Orthogonal-
PLS) est une méthode reliée a la PLS, qui intégre une Correction Orthogonale du Signal. L'O-PLS
enléve toute variation de X qui n’est pas corrélée a Y, ie en termes mathématiques, toute
variation systémique dans X qui est orthogonale a Y (Trigg J. and S., 2002). L'O-PLS-DA a été
implémentée dans le but de tirer avantage des propriétés de covariance et de corrélation
présentes dans les données. En effet, si on applique ces modéles multivariés aux données de
spectres RMN, les loadings sont difficiles a mettre en relation avec la structure initiale du
spectre. Pour faciliter I'interprétation des variables impliquées dans la discrimination entre
classe, il est intéressant de retrouver I'aspect original du spectre. Ainsi, avec I'O-PLS-DA, le poids
de chaque variable est représenté dans une reconstitution du spectre RMN original, le signe du
coefficient étant conservé, et les poids des variables pouvant étre comparés entre eux grace a

un code couleur ou le r? correspond au carré des coefficients de I'O-PLS (Cloarec et al., 2005a).
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Figure IV-10 : Résultat d’une analyse d’O-PLS-DA (d’apres (Claus et al., 2008))
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L’analyse O-PLS-DA a été effectuée sur les spectres *H-RMN d’urines de souris axéniques (sans

flore intestinale, « germ free ») vs des souris contréles (« conventional »).
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La qualité des modeles PLS peut étre évaluée grace a plusieurs paramétres, dont le RX,
qui est un indicateur du pourcentage de la matrice X qui a été utilisé pour prédire la matrice Y,

et le Q%Y, qui est un indicateur du pourcentage de la matrice Y qui est prédit par le modeéle.

La Figure IV-10 montre les résultats d’une analyse par O-PLS-DA entre les spectres
d’urine de souris axéniques (sans flore intestinale, « germ-free ») et de souris normales
(« conventional »). Les résultats de cette analyse se lisent de la facon suivante : plus les
composés sont colorés en rouge, plus ils sont importants dans la discrimination entre les 2
classes; et ils ont des niveaux plus élevés dans la classe vers laquelle ils pointent. Par exemple,
les souris axéniques (« germ-free ») possédent des niveaux urinaires de glucose plus importants

que les souris conventionnelles, et des niveaux d’hippurate plus faibles.

e. Identification des variables discriminantes

Une fois que les modeles statistiques ont été appliqués a la matrice de données, il faut
identifier les variables discriminantes, c'est-a-dire attribuer de facon certaine le nom du
composé chimique a qui appartient le pic qu’on a identifié. Pour cela, il existe trois outils

principaux, complémentaires.

Tout d’abord, des informations sur la structure de la molécule peuvent étre données par
la spectroscopie RMN en 2 dimensions (2D-RMN). Ces méthodes, incluant les méthodes de
spectroscopie par corrélation (COSY) ou la spectroscopie de totale corrélation (TOCSY), donnent
des informations sur quels hydrogénes de la molécule appartiennent a des carbones proches.
Des méthodes de spectroscopie statistiques peuvent aussi fournir des informations utiles a
I'identification des composés. La spectroscopie de corrélation totale statistique (STOCSY) est
basée sur I'analyse de la matrice de corrélation de tous les spectres RMN du jeu de données. Le
principe est le suivant: « La matrice de corrélation d’'un ensemble de spectres contenant
différentes quantités de la méme molécule présente des coefficients de corrélation trés

importants entre les variables correspondant aux résonances de la méme molécule »
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Figure IV-11 : Analyse STOCSY a une dimension (d’aprés (Lindon et al., 2007))
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Cette analyse a été effectuée pour identifier les pics du spectre RMN corrélés a celui a 2.51 ppm

(driver pic). Le degré de corrélation entre les spectres a été codé selon un code couleur et

projeté sur un des spectres d’origine. (A): Spectre entier. (B): Agrandissement du spectre entre

7.1 et 7.5 ppm. (C): Agrandissement du spectre entre 2.4 et 3 ppm. Cette procédure STOCSY a

permis I'assignement de ces pics au métabolite acide 3-hydroxyphenylpropionique.

126



(Cloarec et al., 2005a). Il est possible de mettre en évidence toutes les résonances fortement
corrélées a un pic d’origine (driver pic), avec un code couleur qui aide a I'identification du
composé (Figure IV-11). En comparaison avec les méthodes 2D-RMN comme le TOCSY qui
permettent la visualisation des pics entre des protons séparés au maximum par 4 liens C-C,
cette méthode statistique ne possede pas de limitation physique pour trouver les corrélations

entre les résonances.

Les deux méthodes précédentes permettent ainsi de donner des informations sur les
pics discriminants qui appartiennent a la méme molécule, avec parfois des informations de
structure plus précises venant de la RMN 2D. On en déduit une liste de pics appartenant a la
méme molécule. La derniere étape pour identifier cette molécule est la recherche dans les
bases de données. Il en existe plusieurs, disponibles en ligne, dont the Human Metabolome

Database (http://www.hmdb.ca/), qui permettent I'entrée d’une liste de résonance RMN et en

ressortent une liste de composés possibles. Pour étre tout a fait certain de son assignement, on
peut finir par ajouter des quantités croissantes d’une solution standard du composé suspecté

dans I’échantillon de départ et observer les pics qui augmentent (expériences de « spike in »).

Ces diverses étapes aboutissent finalement a une liste de métabolites différentiellement

exprimés dans les biofluides ou les extraits tissulaires entre les différentes conditions testées.

IV.2 Applications en toxicologie

Le plus important challenge de la toxicologie est la possibilité d’extrapoler le risque de
systémes expérimentaux vers les populations humaines. Les rongeurs sont les modeéles les plus
utilisés pour les tests de toxicité in vivo, mais il existe souvent des différences majeures dans la
clairance, les activités enzymatiques et d’autres facteurs clefs entre les especes. Pourtant, les
tests humains n’étant la plupart du temps pas une option possible, la réponse a ce probléme est
d’essayer de développer des biomarqueurs de toxicité sub-cliniques et qui peuvent étre

observés sur des tissus non-invasifs. La promesse de la toxicogénomique (on regroupe sous
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cette terminologie 'ensemble des technologies « omiques » appliquées a la toxicologie) est
d’identifier des signatures indicatrices d’un effet toxique, méme a faible dose.

Pour le moment, les techniques « omiques » ont connu leur plus grand impact dans le
domaine de la toxicologie, particulierement en toxicologie préclinique. Ce n’est pas tres
surprenant. Les études de toxicité générent typiquement des résultats clairement définis
(mesure de la mortalité, signes cliniques, anormalités histopathologiques...), qui sont
mesurables rapidement (7 jours ou moins). Cela les rend idéales pour un travail corrélatif qui
cherche a associer des métabolites (ou des génes ou des protéines) avec ces résultats sans

équivoques. De ces corrélations, des hypothéses peuvent étre générées, et parfois testées.

1V.2.1 La transcriptomique

IV.2.1.1 Amélioration de I'analyse de risque

La transcriptomique est devenue un outil majeur dans la caractérisation des toxicités en
permettant la détermination rapide et compléte des changements d’expression de genes
associés a une pathologie. Un défi majeur de la transcriptomique est de déterminer des
signatures d’expression de genes prédictives d’'une réponse toxicologique avant |'apparition des
premiers effets morphologiquement observables. Confirmant la faisabilité de cette approche,
Heinloth et al. ont démontré que certaines perturbations d’expression de genes observées dans
le foie a des doses sub-toxiques d’acétaminophéne chez le rat pouvaient étre indicatrices de
toxicités cellulaires subtiles qui n’étaient pas détectables en histopathologie ou par d’autres
méthodes biochimiques (Heinloth et al., 2004). Aux doses toxiques, les perturbations
d’expression dans les mémes sous-groupes de genes, associés avec une dysfonction
mitochondriale et un stress oxydant, étaient plus prononcées, et confirmées par des
perturbations d’expression d’autres génes associés a ces mémes fonctions. Ces données
indiquent que I'analyse transcriptomique a le potentiel pour identifier de subtils marqueurs de

toxicité cellulaire, prédictifs d’une future toxicité d’organe.
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IV.2.1.2 Identification de biomarqueurs de toxicité chez ’'Homme

Des biomarqueurs transcriptomiques de toxicité peuvent ainsi étre détectés par
I"utilisation des puces a ADN et ont été récemment identifiés pour de nombreux composés
toxiques, comme des agents néphrotoxiques (Wang et al., 2008a), ou inhibiteurs de la
prolifération des kératinocytes (Ridd et al., 2006). La majorité des études qui utilisent les puces
a ADN s’intéressent a la toxicité dans un organe cible ou dans des cellules en culture. Ce type
d’étude donne cependant peu d’information pour le suivi de la toxicité chez 'Homme, ou il faut
utiliser des moyens moins invasifs. Pour répondre a ces limitations, Bushel et al. ont regardé les
signatures transcriptomiques dans les cellules sanguines comme indicatrices précoces des
changements pathologiques apparaissant dans le foie a la suite de I"administration de diverses
doses d’acetaminophéne (Bushel et al., 2007). Un algorithme de prédiction a été utilisé pour
discriminer les doses toxiques et non toxiques, et le pouvoir prédictif des profils
transcriptomiques des cellules sanguines était meilleur que celui de la biochimie clinique, de
I’'hématologie, ou de I'histopathologie, prouvant que les profils transcriptomiques obtenus a
partir de cellules sanguines pouvaient étre de bons marqueurs d’une toxicité d’organe
spécifique.

Dans le domaine de I'épidémiologie moléculaire environnementale, des études similaires
ont été menées. Van Leeuwen et al. ont par exemple étudié les signatures transcriptomiques
des cellules sanguines dans une population d’enfants issus d’une zone miniéere trés polluée de
République Tcheque (van Leeuwen et al., 2006). IIs ont trouvé un nombre considérable de génes
dont I'expression était différente entre les enfants exposés a des doses relativement faibles de
polluants atmosphériques et les enfants témoins. lls ont aussi identifié un sous-groupe de genes
dont I'expression montrait une corrélation significative avec la fréquence des micronuclei
lymphocytaires chez les enfants, marqueur établi des effets génotoxiques des polluants. Cette
étude pose la question de la faisabilité de générer des profils transcriptomiques discriminant a
des faibles niveaux d’exposition a des carcinogénes environnementaux. Cependant, elle ne
permet pas de conclure quant au pouvoir prédictif de ces profils, ni quant a la sensibilité de la

méthode, comparée aux autres marqueurs d’exposition plus classiques.
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IV.2.1.3 Tests de toxicité des composés chimiques en haut débit

La transcriptomique peut aussi étre utile pour classifier les composés chimiques, en
partant du principe que les composés toxiques qui entrainent des pathologies similaires
induisent des changements d’expression de genes similaires. Des études récentes, dont le but
était de prédire la toxicité de certains composés en fonction des signatures transcriptomiques,
ont montré avec succes la possibilité de distinguer entre les toxiques hépatiques
carcinogéniques génotoxiques et non-génotoxiques (Eun et al., 2008), entre les toxiques rénaux
et hépatiques (Bartosiewicz et al., 2001), et ont méme permis la classification entre des toxiques
hépatiques activateurs de macrophages, proliférateurs de peroxisomes ou inducteurs de stress
oxydant (McMillian et al., 2004). Toutes ces études sont basées sur des modeles in vivo dans
lesquels une toxicité d’organe bien définie était toujours présente. Ces approches in vivo sont
assez peu commodes dans une optique de tests de toxicité rapides et bon marché et I'existence
d’alternatives in vitro serait tres attractive.

Il a déja été montré que les signatures transcriptomiques étaient capables de distinguer
les composés toxigues et ceux non-toxiques dans des cellules HepG2 (Harries et al., 2001). De
méme, des expériences utilisant des tranches de foie de rat traitées avec de I'acétaminophene,
des lipopolysaccharides et du tétrachlorure de carbone ont montré un bon pouvoir de
prédiction des données issues des puces a ADN des tranches de foie sur la toxicité in vivo des
composés et ces données étaient de plus trés corrélées aux profils transcriptomiques obtenus
sur les foies in vivo (Elferink et al., 2008). Cependant, Newton et al., dans une communication
résumant les travaux de recherche d’un tres gros groupe de travail sur la génotoxicité
regroupant des industries et des groupes de recherche académiques, concluent que les
techniques de puces a ADN ne sont pas encore utilisables en tant qu’outils de screening de la
génotoxicité a haut-débit (Newton et al., 2004). Le traitement des données est encore trés
compliqué et peu standardisé, les sources de variabilité sont trés nombreuses, la sensibilité de
la méthode semble inférieure a celle des mesures standards de génotoxicité, et les puces
coutent encore cher. Une des équipes de ce groupe de travail a, par exemple, trouvé que des

concentrations plus élevées de cisplatine étaient nécessaires pour observer des changements
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fiables dans I'expression des génes, comparées aux concentrations induisant des micronuclei in
vitro. Par contre, les changements d’expression de génes semblent trés performants pour
discriminer les classes de composés génotoxiques qui opérent via des modes d’action distincts.
Ainsi, les auteurs concluent qu’une des valeurs ajoutées de la transcriptomique serait plutot son
potentiel a fournir des hypothéses mécanistiques sur les modes d’action toxiques des

composés.

1V.2.1.4 Aide a la compréhension des mécanismes toxiques

Un des moyens de fournir des hypothéses mécanistiques cohérentes a partir des
expériences de puces a ADN est I'analyse des voies transcriptionnelles perturbées. Différentes
bases de données sont disponibles pour aider a I'annotation et a l'interprétation des données
d’expression de genes en termes de processus cellulaires, fonctions biologiques et voies
métaboliques. Des outils bioinformatiques et statistiques sont utilisés pour associer un groupe
de génes différentiellement exprimés dans une condition avec une voie métabolique ou une
fonction biologique particuliere dans le but d’identifier les modes d’actions clefs des composés
testés. Ainsi, le but de ces outils est d’aider a donner du sens biologique aux données
d’expression de génes issues des expériences de puces a ADN. DAVID (the database for
annotation, visualization, and integrated discovery), GoMiner ou Ingenuity sont des exemples
tres utilisés de ces outils bioinformatiques. Ce type d’analyse a été tres utilisé en toxicologie et
en toxicologie de I'environnement et a prouvé son utilité pour mieux comprendre la réaction
des organismes face aux xénobiotiques, in vivo et in vitro. Seules quelques études choisies a
titre d’exemple sont présentées ci-dessous.

Dakeshita et al. ont comparé les signatures transcriptomiques de cellules sanguines
périphériques dans une population de femmes japonaises exposées au cadmium par rapport a
une population contrdle (Dakeshita et al., 2009). lls ont montré I’existence d’un cluster de génes
dont I'expression était significativement modulée dans la population exposée et en utilisant
Ingenuity ont montré que ces génes étaient associés au stress oxydant et a l'apoptose

mitochondriale.
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Bakshi et al. se sont aussi intéressés a la toxicité du cadmium dans une lignée cellulaire
épithéliale de prostate humaine (NprEC) et ont montré que I'exposition de ces cellules au
cadmium entrainait I'augmentation de I'expression de 48 génes, 35 d’entre eux étant
fonctionnellement liés au TNF d’apres Ingenuity (Bakshi et al., 2008). L’ajout d’un anticorps anti-
TNF a en effet bloqué l'induction de ces genes, démontrant ainsi le réle central de cette
cytokine dans la carcinogeneése de la prostate induite par le cadmium.

Shi et al. ont comparé les profils transcriptomiques de cerveaux de rats en
développement, traités ou non avec de la ketamine, toxine associée avec une accélération de
I’apoptose neuronale (Shi et al.). L’analyse avec Ingenuity a révélé la perturbation de la voie de
signalisation des récepteurs N-méthyl-D-aspartate, ce que les auteurs ont ensuite vérifié par
hybridation in situ, confirmant ainsi I'hypothése que I’exposition prolongée a la kétamine
entraine une augmentation des récepteurs N-méthyl-D-aspartate et une stimulation du systéeme

glutamatergique.

IV.2.2 La métabonomique

1IV.2.2.1 Amélioration de I'analyse de risque et screening a haut débit

Les premiers essais d’utilisation des modeéles statistiques multivariés sur des données
spectrales de RMN pour classifier des échantillons datent des années 1990. De nombreux
auteurs ont utilisé des spectres RMN issus d’urine ou de sérum d’animaux traités par différentes
toxines et ont été capables de classifier correctement ces toxines en fonction de leurs organes
cibles (Gartland et al., 1990) (Holmes et al., 1992). Ces études ont prouvé l'utilité de la
métabonomique par RMN dans I'analyse de risque préclinique des médicaments, et en tant
gu’outil de screening pour de potentielles nouvelles molécules.

Aujourd’hui, les possibilités de la métabonomique par RMN pour I’évaluation des effets
toxiques des xénobiotiques ont été explorées en profondeur par le projet COMET (Consortium
for Metabonomic Toxicology), un projet réalisé par 5 firmes pharmaceutiques et I'Imperial

College a Londres. Le but de ce projet était de développer des méthodes pour I'acquisition de
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données métabonomiques par RMN dans les biofluides (sérum et urine) de rats et de souris afin
d’effectuer un screening toxicologique préclinique de molécules candidates, de construire des
bases de données de spectres et de développer un systéeme permettant la prédiction des cibles
et des toxicités d’organe. Les efforts se sont concentrés sur les toxicités rénales et hépatiques
chez le rat et la souris. Ebbels et al. ont construit un modele statistique en utilisant une partie
des données spectrales de ce projet (80 toxines, 12 935 spectres d’urine provenant de 1 652
rats) (Ebbels et al., 2007). lls ont été capables de prédire I'appartenance de deux « toxines
aveugles » a la bonne catégorie de toxines (toxiques pour le foie ou pour le rein), méme a des
doses sub-toxiques. De plus, un algorithme de « leave one out » conduit sur leur modeéle a
réussi a classer les composés dans la bonne catégorie dans 92% des cas. Cette étude est, a
I’heure actuelle, la plus grande validation de I'approche métabonomique comme outil d’analyse
de risque toxicologique pré-clinique.

Des approches in vitro peuvent aussi avoir leur intérét dans ces étapes préliminaires de
screening, et |'utilisation de la métabonomique sur des cultures primaires de neurones a été
identifiée comme un outil prometteur pour le screening de molécules potentiellement
neurotoxiques lors du développement (Bal-Price et al., 2009) (van Vliet et al., 2008). De méme,
I'industrie du tabac s’intéresse a I'application de la métabonomique comme outil de
compréhension des effets des différents composants de la cigarette sur les cellules pulmonaires,

tres certainement en vue de son utilisation comme outil de screening (Vulimiri et al., 2009).

IV.2.2.2 Identification de biomarqueurs de toxicité chez ’'Homme

Un des autres enjeux de l'industrie pharmaceutique est la création d’une « médecine
personnalisée », capable d’adapter les traitements médicamenteux pour maximiser leur
efficacité et/ou éviter leurs effets secondaires. La pharmacogénomique s’intéresse aux
variations génétiques des individus et a leurs liens avec ces problématiques. Tres récemment,
une approche alternative pour comprendre ces variations inter-individuelles dans la réponse
aux médicaments a été développée en utilisant la métabonomique, et utilisée pour prédire le

métabolisme et la toxicité d’'un médicament, sur la seule base de I'analyse et de la modélisation
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Figure IV-12: Prédiction du statut de l'artére coronaire basée sur un modeéle de PLS-DA

utilisant les spectres RMN de sérum de patients (d’aprés (Brindle et al., 2002)).
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Les cercles verts et rouges représentent les échantillons du jeu de données utilisé pour

construire le modéle de sujets avec des artéres coronaires normales (ACN) et avec une maladie

sur trois vaisseaux (MTV) respectivement. Les carrés bordeaux et bleus correspondent aux

échantillons du jeu de données de test de patients ACN et MTV respectivement.
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d’un profil métabolique en pré-dose. Cette approche, nommée « pharmacométabonomique »
integre a la fois les facteurs génétiques, mais aussi environnementaux qui déterminent
I'empreinte métabolique d’un individu (nutrition, flore intestinale, age...). Cette nouvelle
approche a été illustrée par I'étude de la toxicité et du métabolisme de composés avec

différents modes d’action chez le rat (Clayton et al., 2006).

De nombreux exemples dans la littérature existent sur I'utilisation de la métabonomique
en clinique, pour aider au diagnostique, comme la recherche de diabéte en utilisant le plasma et
I'urine, de maladies neurologiques comme la maladie d’Alzheimer en utilisant le fluide
cérébrospinal, I'arthrose en utilisant le fluide synovial et l'infertilité masculine en utilisant le
fluide séminal (pour revue voir (Lindon et al., 2004)). Un des exemples les plus probants dans ce
domaine est celui des maladies coronariennes pour lesquelles il n’existe actuellement pas de
méthode slre et non invasive de diagnostique. L’analyse des profils métaboliques des sérums
de patients a permis la construction d’un modele prédictif de la maladie, avec un taux de
réussite de plus de 90% (Brindle et al., 2002) (Figure IV-12). Pour aller plus loin, les auteurs ont
méme montré la possibilité de classifier le degré de sévérité de la maladie en utilisant les
mémes spectres de sérum. Un essai clinique est en cours de route pour évaluer le potentiel de

I’'approche par métabonomique dans le diagnostic de cette maladie.

Ainsi, la métabonomique est capable de détecter des différences trés subtiles dans les
différents biofluides in vivo. Elle peut méme déterminer lI'influence sur les profils métaboliques
de rats et de souris de processus physiologiques tout a fait normaux, comme le vieillissement,
I’alimentation, le cycle de menstruations ou les cycles lumiére/nuit (pour revue voir (Lindon et
al., 2004)). Des études épidémiologiques a grande échelle ont méme décrit des différences dans
les profils métaboliques d’hommes et de femmes provenant de 3 régions du monde différentes,
Japon, Chine et Etats-Unis (Dumas et al., 2006). Il est fort probable que des études sur I’humain
a des niveaux d’exposition faibles soient soumises a des variations physiologiques similaires,

sinon plus importantes encore. Il reste donc encore a prouver que les approches
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métabonomiques puissent étre utiles dans des études touchant aux humains exposés a des

niveaux de contaminants faibles, environnementaux.

1V.2.2.3 Aide a la compréhension des mécanismes toxiques

Comme pour la transcriptomique, I'application principale de la métabonomique est la
génération d’hypothéses mécanistiques. La plupart des travaux mécanistiques métabonomiques
se sont concentrés sur les toxiques hépatiques et rénaux, associant souvent des corrélations
temporelles biochimiques dans les biofluides avec des marqueurs de toxicité. Dans la plupart
des cas, ces données étaient accompagnées d’inférences spéculatives quant a la signification
biologique de ces changements métaboliques. Quelques études remarquables ont cependant
été plus loin dans la recherche de mécanismes de toxicité. Nicholls et al. ont par exemple lié
mécanistiquement les effets neurotoxiques de I’hydrazine a des niveaux urinaires plus élevés de
2-aminoadipate qui est connu pour affecter les niveaux d’acide kynurénique dans le cerveau,
donnant pour la premiere fois une hypothése plausible sur les effets neurotoxiques de ce
composé ((Nicholls et al., 2001). Slim et al. ont montré que les changements métaboliques
urinaires induits par les inhibiteurs de phosphodiestérases de type 4 n’étaient pas le résultat
indirect d’une inflammation concomitante mais étaient directement associés avec une

pathologie vasculaire (Slim et al., 2002).

IV.2.2.4 Identification de marqueurs d’exposition a des xénobiotiques

Dans le domaine de la toxicologie environnementale, Viant et al. ont montré la
supériorité de sensibilité de la métabonomique sur d’autres indicateurs plus classiques lors de
tests de toxicité développementale sur des embryons de poissons (Viant et al., 2006). Alors que
I'indicateur de toxicité embryonnaire le plus sensible, I’éclosion, conduit a une dose sans aucun
effet de 164 mg/mL de trichloroéthyléne, des perturbations métaboliques significatives étaient

déja détectées a 9 mg/mL dans les extraits d’ceufs par RMN.
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Plus récemment, les mémes auteurs ont montré que la métabonomique pouvait aussi
s'utiliser comme outil de détection de I'exposition d’échantillons environnementaux a des
toxiques chimiques (Viant et al.,, 2009). En utilisant des échantillons d’extraits de foie de
poissons, ils ont été capables de classer les animaux provenant de sites contaminés ou non, les
données étant comparables d’un laboratoire a 'autre, et I'analyse trés robuste aux différentes

sources de variabilité.

1V.2.2.5 Autre application rigolote

Tang et al. ont décrit une application originale de la métabonomique in vitro: la
recherche de substrats endogénes des cytochromes P450 dans des extraits de tissus (Tang et al.,
2009). La stratégie utilisée est la suivante : 1) Le P450 d’intérét est incubé avec des co-facteurs
et un extrait tissulaire en présence d’'une mixture de 80,:%%0,(1:1).2) Une analyse de I'extrait
organique de la solution de réaction est effectuée par LC/MS. 3) Les produits ayant incorporé
des isotopes marqués apparaissent comme M/M + 2 doublets et peuvent étre identifiés. 4) La
caractérisation des candidats potentiels est ensuite effectuée. Cette technique a permis
I'identification de 7 acides gras comme substrats des CYP1A2, 2C8 et 2C9 et la caractérisation de
leurs produits et semble prometteuse pour l'identification de substrats endogenes des P450s

orphelins.
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

138



L'exposition des populations a des contaminants chimiques de plus en plus nombreux
pose ainsi des questions majeures quant aux conséquences de cette exposition pour la santé
humaine. L’incidence croissante de maladies en lien avec le TA humain comme I'obésité, le
diabete ou d’autres anomalies métaboliques laissent a penser que I'exposition de ce tissu a de
nombreux xénobiotiques lipophiles environnementaux n’est pas sans conséquence pour la
physiologie de ce tissu. Certains auteurs ont posé la question de la relation entre I'exposition a
certains polluants et I'obésité, qui pourrait s’expliquer par des mécanismes aussi variés que la
perturbation des systemes hormonaux endocriniens ou celle de I'axe central hypothalamo-
pituitaire-adrénal (Grun and Blumberg, 2009). Certains polluants pourraient aussi agir
directement sur la physiologie du TA, et les études résumées dans lintroduction de ce
manuscrit ont montré que des composés chimiques pouvaient perturber la différenciation des
préadipocytes en adipocytes, mais aussi des fonctions majeures de I'adipocyte mature. Cette
revue de la littérature montre aussi I'existence de différences majeures entre les composés, les
espéces, les modeles in vitro et les doses utilisés, mettant en évidence la complexité et la

diversité des mécanismes qui peuvent étre enclenchés lors de ces expositions.

Les techniques globales « omiques », en donnant la vue la plus large possible des
parameétres biologiques qu’elles permettent de mesurer, offrent I'avantage de donner une
vision non ciblée des phénomenes. Une des grandes forces de ces technologies est la génération
d’hypothéses mécanistiques. L'application de ces techniques a un probléme comme |’exposition
du TA humain aux polluants pourrait peut étre permettre de générer des hypotheses originales

guant aux mécanismes de toxicité mis en jeu.
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Le but de ma thése a donc été de répondre aux questions suivantes :

e Le TA humain a-t-il les systemes enzymatiques nécessaires pour détoxifier les

xénobiotiques qui I'atteignent ?

Pour répondre a cette premiere question, nous avons effectué une cartographie des P450s
présents dans différents modeéles de TA humain, ainsi que des mécanismes transcriptionnels

de régulation de leur expression.

e Quels sont les mécanismes mis en jeu lors de |'exposition du TA humain a des
xénobiotiques d’origine environnementaux : focus sur 2 polluants particuliers, la TCDD et

le MEHP ?
Pour répondre a cette question, nous avons utilisé deux approches « omiques »: la

transcriptomique et la métabonomique par 'H-RMN sur des préadipocytes primaires

humains différenciés in vitro.
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CHAPITRE V : EXPRESSION ET
INDUCTION DES CYTOCHROMES P450
DANS LE TISSU ADIPEUX HUMAIN
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Pour connaitre les capacités de métabolisation in situ des xénobiotiques qui atteignent le
TA, nous avons cartographié les isoformes de P450s impliquées dans le métabolisme des
xénobiotiques dans des biopsies de TA humain, ainsi que dans différents modeles in vitro. Nous
avons comparé cette distribution avec celle du foie. Nous avons ensuite déterminé si
I’exposition aux xénobiotiques pouvait modifier cette distribution d’expression en comparant
les mécanismes transcriptionnels de régulation de I'expression des P450s avec ceux existant

dans le foie.

L’expression des 23 isoformes des P450s des familles 1 a 3 a ainsi été déterminée par RT
PCR dans des biopsies de TA humains, des explants de TA cultivés pendant 48h et des cultures
primaires de préadipocytes différenciés in vitro en adipocytes, et comparée avec |I'expression
des P450s dans des biopsies de foie humain. L’expression des P450s les plus exprimés au niveau
ARNm a ensuite été vérifiée par Western-Blot.

Les modeles in vitro de TA humain (explants, cultures primaires d’adipocytes) et un
modele in vitro de foie humain (culture primaire d’hépatocytes) ont ensuite été traités avec des
inducteurs classiques de P450s (rifampicine, inducteur du CYP3A4 par la voie PXR,
phénobarbital, inducteur du CYP2B6 par la voie CAR, et TCDD, inducteur du CYP1A1 par la voie
AhR), et des xénobiotiques environnementaux lipophiles dont des résidus ont été trouvés dans
les TA de diverses populations (lindane, prochloraz, chlorpyrifos). L’expression des récepteurs

PXR, CAR et AhR a aussi été vérifiée par RT PCR.

Les résultats de cette étude montrent que I'expression des ARNm des P450s dans le TA
est tres inférieure quantitativement a celle du foie, sauf pour 2 isoformes : les CYP1B1 et 2U1.
L'expression de ces 2 isoformes dans le TA humain a été confirmée par Western-Blot. De fagon
surprenante, notre étude a mis en évidence des inductions dans I'expression des différentes
isoformes de la famille 1 lors des différents protocoles de mise en culture des modeles de TA.
Ainsi, la culture des explants pendant 48h induit fortement I’expression du CYP1A1, et la culture
des préadipocytes et leur différenciation in vitro induit fortement celle du CYP1B1. D’autre part,

notre étude montre la présence du récepteur AhR dans le TA humain, a des niveaux
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comparables a ceux du foie, mais pas celle des récepteurs CAR ou PXR. En cohérence avec ces
résultats, I'exposition des modeles de TA aux inducteurs des P450s des familles 2 et 3,
phénobarbital et rifampicine, n"augmente pas I'expression des P450s dans le TA humain alors
gu’elle I'induit dans les hépatocytes. L’exposition du TA aux ligands de AhR, TCDD et prochloraz,

induit elle, I'expression des CYP1A1 et 1B1, au niveau ARNm et protéine.

Notre étude montre ainsi pour la premiere fois I'expression de certaines isoformes de
P450 dans le TA humain. Les isoformes majoritaires sont les CYP1B1 et 2U1, leur r6le au sein du
TA est discuté dans l'article. Nous montrons aussi I'existence et la fonctionnalité de la voie
d’induction AhR dans ce tissu, et 'absence des voies d’induction CAR et PXR, en contradiction
avec les résultats publiés chez le rat (Yoshinari K 2004). Ces résultats montrent de plus la

capacité des xénobiotiques ligands de AhR de modifier I’expression des P450s dans ce tissu.

Cette étude a fait I'objet d’une publication dans Drug Metabolism and Disposition, disponible en

annexe de ce manuscrit.
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CHAPITRE VI: ETUDE NON CIBLEE
DES EFFETS DU MEHP ET DE LA TCDD
SUR LES ADIPOCYTES HUMAINS

144



Figure VI-1 : Métabolisme simplifié du DEHP
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VI.1 Introduction

Dans cette deuxieme partie de la these, nous nous sommes intéressés plus
particulierement a 'effet de 2 polluants : le mono-2-éthylhexyl-phthalate (MEHP) et la 2,3,7,8-
tétrachorodibenzo-p-dioxine (TCDD), sur des préadipocytes humains en culture primaire
différenciés in vitro. Les résultats de notre étude précédente ont montré la pertinence de ce
modele, qui répond de fagon similaire aux explants de TA aux inducteurs de P450s, tout en

étant plus facile d’interprétation (un seul type cellulaire).

Les phthalates sont des produits chimiques industriels largement utilisés qui servent
principalement de plastifiants dans les produits en PVC. On les trouve aussi dans certains
produits cosmétiques, des parfums, des médicaments, ainsi que dans des peintures industrielles
et des solvants. Le DEHP est le plus utilisé des esters de phthalates. Le DEHP est incorporé de
facon non covalente dans les plastiques flexibles utilisés dans une large variété de produits
guotidiens dont les emballages alimentaires, et sa propension a s’en détacher peut amener les
populations a de fortes doses d’exposition (Kavlock, 2000). Apres ingestion, des lipases
pancréatiques présentes dans l'intestin transforme le DEHP en son équivalent monoester, le
MEHP, qui est absorbé préférentiellement (Huber et al., 1996) (Figure VI-1). De plus, le MEHP
peut aussi étre produit par des lipases plasmatiques et hépatiques, qui transforment le DEHP
atteignant directement le sang apres absorption ou contamination médicale. Ce métabolite est
capable d’activer in vitro les 3 isoformes des récepteurs PPAR (Hurst and Waxman, 2003). Les
PPARs appartiennent a la superfamille des récepteurs aux stéroides/thyroides/rétinoides et sont
des récepteurs nucléaires activables par les lipides, qui contrélent une large variété de génes
impliqués dans de nombreuses voies du métabolisme lipidique, dont le transport, la captation,
la liaison et l'activation intracellulaires des acides gras, ainsi que leur catabolisme et leur
stockage (Desvergne and Wahli, 1999). Dans le TA humain, I'isoforme majoritairement exprimée
est PPARy, qui régule le stockage des lipides, induit la différenciation adipocytaire et la survie
des adipocytes, et joue aussi un role majeur dans le contréle de la sensibilité a l'insuline.

L’activation de ce récepteur par des composés environnementaux pourrait avoir d'importantes
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conséquences métaboliques, notamment en lien avec certains dysfonctionnements du TA et
avec |'obésité en particulier. Il a été montré par exemple que les concentrations urinaires de
MEHP étaient positivement corrélées avec le tour de taille chez des hommes adultes non

diabétiques (Stahlhut et al., 2007).

La TCDD est le sous-produit non intentionnel de certaines combustions industrielles. Les
propriétés chimiques de la TCDD la rendent résistante a la fois a la dégradation
environnementale et a la dégradation biologique. Elle s"accumule ainsi dans le TA des animaux
exposés, dont celui des humains avec une durée de vie estimée a 7.6 ans (Michalek et al., 1992).
L’exposition accidentelle aigue a la TCDD est associée avec l'augmentation de diverses
pathologies incluant des dysfonctions du systéme immunitaire, des pathologies neurologiques,
des anomalies de développement, du diabéte et de la carcinogénese (White and Birnbaum,
2009). Il est communément admis que la toxicité de la TCDD passe par sa liaison a AhR. Notre
étude précédente a montré la présence de ce récepteur et la fonctionnalité de cette voie de
régulation de la transcription au sein du TA humain (Ellero et al., 2009). Chez I'animal, un
syndrome de cachexie incluant une perte de masse adipeuse est une conséquence majeure de
I’exposition aigue a la TCDD, et des perturbations du métabolisme du glucose ont été
rapportées qui pourraient expliquer ce phénomeéne (Seefeld et al., 1984b) (Enan et al., 1992a).
Chez 'Homme, des études épidémiologiques ont soulevé la possibilité d’un lien entre les

composés de type dioxine et I'incidence du diabéte (Remillard and Bunce, 2002).

La plupart des études mécanistiques liant ces composés et le TA ont été effectuées in
vivo chez I'animal, ou in vitro sur des lignées cellulaires comme les cellules murines 3T3-L1.
Cependant, les études sur les activateurs des récepteurs PPAR sont difficilement transposables
de l'animal a I'homme, le phénomeéne d’hépatocarcinogenése médié par PPARa chez les
rongeurs n’étant pas observé chez 'homme par exemple (Roberts, 1999). De méme, la revue

bibliographique menée au chapitre Il de I'introduction de ce manuscrit a mis en évidence les
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Figure VI-2 : Plan d’expérience pour I’évaluation non ciblée de I'effet de la TCDD et du MEHP

sur les adipocytes humains
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fortes variations inter especes dans l'effet du DEHP sur le poids des animaux. Enfin, des
différences inter-especes importantes ont aussi été décrites directement sur le TA avec un autre
inducteur de PPARYy, la pioglitazone. Ce médicament de la famille des thiazolidinediones (TZD)
est utilisé dans le traitement du diabéete de type Il. Un des effets spécifiques des TZDs sur le TA,
observé principalement dans des études chez les rongeurs, est la stimulation de la
différenciation adipocytaire et I'apoptose des adipocytes les plus gros, résultant en une
population plus importante de petits adipocytes, plus sensibles a I'insuline. Chez I’humain au
contraire, I'amélioration de la sensibilité a I'insuline induite par le traitement a la pioglitazone,
s’accompagne d’un accroissement de la surface des adipocytes sous-cutanés (Koenen et al.,
2009). De méme, certaines études comparatives des effets métaboliques de la TCDD ont montré
de fortes différences inter-especes, certains de ces effets étant directement lié au métabolisme
du TA (Enan et al., 1996) (Brewster and Matsumura, 1989). Ses importantes différences inter-
especes dans les mécanismes d’action des polluants sur le TA montrent I'importance de
confirmer les résultats trouvés in vivo sur les TA animaux avec des modeles de cellules

humaines.

Ici, nous avons choisi de travailler sur des cultures primaires de préadipocytes humains,
différenciés in vitro en adipocytes pendant 11 jours, et d’adopter une démarche non ciblée pour
évaluer les effets de ces deux polluants sur ces cellules. Nous avons ainsi regardé les
perturbations au niveau transcriptomique aprés 24h de traitement, et au niveau métabolique
apres 24 et 48h de traitement. Ces données ont ensuite été analysées séparément, puis dans
leur ensemble et des hypothéses biologiques ont été formulées, puis vérifiées. Le plan

expérimental choisi pour cette étude est décrit dans la Figure VI-2.
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V1.2 Matériels et méthodes

VI.2.1 Culture cellulaire

Les cultures de préadipocytes ont été fournies par Promocell (www.promocell.com) et
proviennent des tissus adipeux sous-cutanés de 5 femmes saines, ne possédant aucune maladie
métabolique et ne prenant pas de médicaments connus pour interférer avec le métabolisme du
TA. Ces femmes étaient agées de 3615 ans et avaient toutes un IMC inférieur a 28. La culture
des préadipocytes et leur différenciation in vitro en adipocytes ont été effectuées selon les
recommandations du fournisseur. Brievement, les préadipocytes ont été multipliés et cultivés
dans un milieu contenant 5% de sérum de veau fétal (SVF), 1 ug/ml d’hydrocortisone, 10 ng/ml
de facteur de croissance épidermal humain recombinant et 4 ul/ml d’héparine, jusqu’a
confluence (Jour 0). La différenciation en adipocytes a ensuite été induite en utilisant un milieu
de différenciation contenant 3 pg/ml de ciglitazone, 8 pg/ml de biotine, 400 ng/ml de
dexaméthasone, 44 pg/ml d’IBMX, 0.5 pg/ml d’insuline et 9 ng/ml de thyroxine pendant 3 jours.
Les cellules sont ensuite cultivées dans un milieu de nutrition contenant 3% de SVF, 8 ug/ml de
biotine, 400 ng/ml de dexaméthazone et 0.5 pg/ml d’insuline pendant 8 jours, puis traitées avec
100 uM de MEHP (Interchim, Montlucon, France) ou 10 nM de TCDD (Cerilliant Corporation,
Round Rock, TX, USA) dissous dans du diméthylsulfoxyde (DMSQO) (concentration finale 0.1%)
pendant 24 ou 48h. Pour les cellules traitées 48h, le milieu a été renouvelé aprés 24h avec des
produits chimiques frais. Les doses utilisées ont été choisies en se basant sur des travaux
précédents montrant qu’elles entrainaient une activation maximale des récepteurs AhR et

PPARy humains (Riddick et al., 1994) (Hurst and Waxman, 2003).

VI.2.2 Transcriptomique-analyse de données

Aprés 24h de traitement, les ARN totaux ont été extraits des cellules en utilisant le
TriPure Isolation Reagent (Roche Applied Science, Meylan, France), puis soumis a un traitement

a la DNase et purifié avec le RNeasy MinElute Cleanup kit (QIAGEN, Courtaboeuf, France). La
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qualité des ARN a été vérifiée a I'aide du Bioanalyseur 2100 d’Agilent. L’hybridation, le lavage et
le scanner des puces ont été effectués selon les instructions du fournisseur (Affymetrix, Inc.

http://www.affymetrix.com/) sur la plate-forme de génomique de I'Institut Cochin. Nous avons

utilisé les puces pangénomique Human Gene 1.0 ST d’Affymetrix. Les données ont été
normalisées en utilisant le Robust Multi-Array Average expression measure (RMA) Bioconductor
(www.bioconductor.org) implémenté sous R. Le fichier des données normalisées en log2 a été
analysé par ACP et avec le test Significance Analysis of Microarray (SAM) apparié dans R

(http://www-stat.stanford.edu/,tibs/SAM/) (Tusher et al., 2001). SAM donne une liste de génes

« significatifs » et cherche a estimer le taux de faux positifs (False Discovery Rate, FDR). Pour les

données présentées dans le manuscrit, le FDR a été limité a 5%.

Nous avons ensuite utilisé I'outil bioinformatique DAVID

(http://david.abcc.ncifcrf.gov:8080/), pour rechercher les voies métaboliques et les fonctions

biologiques régulées dans nos cellules apres les différents traitements. DAVID est une base de
données générée grace aux publications scientifiques, qui vise a aider a l'interprétation
biologique de longues listes de génes. La stratégie adoptée est d’associer systématiquement les
génes de la liste a leurs annotations biologiques (Gene Ontology) et de mettre en évidence les
fonctions biologiques les plus significatives statistiguement, i.e. les plus sur-représentées. Nous
avons utilisé ici I'outil d’annotation fonctionnelle de DAVID. Cet outil permet une analyse
d’enrichissement de termes typique. Elle mesure de plus les relations entre les termes
d’annotations des génes pour les regrouper en cluster, permettant une réduction du nombre de
termes associés avec des processus biologiques similaires et facilitant I'interprétation des
données. Un score d’enrichissement est associé a chacun de ces clusters. Les données
présentées ici correspondent a des clusters enrichis plus de 2 fois. Nous avons aussi utilisé le
lien de DAVID vers la base de données métabolique KEGG
(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html), et sélectionné les voies métaboliques les plus
enrichies en prenant comme critére une p-value <0.05. Pour plus de détails sur DAVID voir

(Huang da et al., 2009).
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VI.2.3 Métabonomique par *H-RMN-analyse de données

VI.2.3.1 Préléevement des échantillons

2 ml de milieu de culture ont été prélevés aprés 24 ou 48h de traitement. Les milieux des
cellules traitées 48h ayant été renouvelés apres 24h, les milieux ont été au contact des cellules
pendant seulement 24h, méme pour ceux labellisés « 48h ». lls ont ensuite été congelés a -80°C
jusqgu’a utilisation.

Apreés 24 ou 48h de traitement, les cellules ont été trypsinées a température ambiante et

les culots cellulaires lavés 2 fois au PBS avant congélation a -80°C.

VI.2.3.2 Préparation des milieux de culture

Les milieux ont été lyophilisés toute la nuit et dissous dans 1 ml de tampon phosphate
0.2 M (pH 7.4) dans du D,0, plus 0.001% de TSP avant leur transfert en tubes capillaires pour
analyse par ‘H-RMN.

VI.2.3.3 Préparation des extraits cellulaires

Les culots cellulaires ont été homogénéisés et extraits avec un mélange
chloroforme/méthanol/eau (2 : 1: 3) selon un protocole en 2 étapes décrit dans (Beckonert et
al., 2007). Le surnageant contenant la phase aqueuse a été prélevé, lyophilisé, dissous dans 50
ul de tampon phosphate 0.2 M (pH 7.4) dans du D,0, plus 0.001% de TSP et transféré dans des
microtubes capillaires pour I'analyse par 'H-RMN. La phase inférieure chloroformique a été
prélevée, séchée sous hotte chimique, dissoute dans 100 pL de CDCl; plus 0.01% TSP et

transférée dans des microtubes capillaires.
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VI.2.3.4 Spectroscopie *H-RMN

Tous les spectres 'H ont été acquis sur un spectrométre Bruker Avance 600MHz (Bruker
Analytische GmbH, Rheinstetten, Germany) opérant a 600.13MHz. Pour les milieux de culture,
les spectres ont été acquis avec une séquence standard 1D [délai de relaxation (relaxation delay
(RD))-90°-t1-90°-tm-90°- signal de précession libre (aquire free induction decay (FID))], avec une
suppression de I'eau appliquée pendant un RD de 2 s et un mixing time (tm) de 100 ms et une
longueur de pulsation a 90° de 9 us, en utilisant 128 scans sur 64 000 points. Pour les phases
aqueuses, les spectres ont été acquis avec une séquence standard 1D similaire avec suppression
de l'eau, une longueur de pulsation a 90° de 10 us, en utilisant 512 scans. Pour les phases
organiques, les spectres ont été acquis avec une séquence standard 1D, sans présaturation du
signal de I'eau, avec un RD de 3 s et une longueur de pulsation a 90° de 3 us, en utilisant 16
scans sur 32 000 points. Tous les spectres ont été acquis avec une largeur spectrale de 12 000
Hz. Les FIDs ont été multipliées par une fonction exponentielle correspondant a 0.3 Hz
d’amplification. Ils ont été phasés, leur ligne de base corrigée, et calibrés sur le TSP (60.00)
manuellement. Les métabolites ont été assignés en utilisant les données de la littérature (Claus
et al., 2008), (Zancanaro et al., 1994) et a I'aide d’expériences additionnelles de RMN en 2D sur

certains échantillons.

VI.2.3.5 Analyse de données

Pour éliminer la variabilité due a la présaturation de I'eau, la zone comprise entre 4.66 et
4.88 ppm a été enlevée de tous les spectres avant l'analyse statistique. Comme décrit
précédemment (Cloarec et al., 2005b), toutes les données ont été analysées en pleine
résolution (33 600 données) et normalisées par rapport a I'aire totale pour les milieux de culture
et les extraits aqueux. Pour les extraits organiques, cette normalisation s’est avérée peu
adaptée et nous avons choisi d’intégrer I'aire sous la courbe pour chaque signal du spectre. Tous
ont ensuite été normalisés par rapport a la somme des signaux du cholestérol (60.9 et 1.1).

Malgré I'utilisation de tampons de pH contrélés, des différences subtiles dans les déplacements
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chimiques dues a des différences de pH étaient présentes dans les spectres aqueux et ceux des
milieux de culture. Ces différences ont été corrigées par 'utilisation d’'une fonction d’alignement

décrite dans (Veselkov et al., 2009).

Les modeles ont été construits en utilisant I’ACP et I'O-PLS-DA sur SIMCA P+11 et Matlab
7.0.1 (The MathWorks Inc.). Pour faciliter I'interprétation, les coefficients de I'O-PLS ont été
dessinés sur un domaine spectral en utilisant la méthode de back-scaling (Cloarec et al., 2005b).
En utilisant cette méthode, la covariance de chaque variable est affichée et la forme du spectre
RMN et le signe des coefficients sont préservés, la corrélation de la variable est ensuite affichée
sur ce domaine spectral selon un code couleur. Une description plus précise de tous les outils

statistiques utilisés dans ce travail se trouve dans le chapitre IV de cette thése.

VI.2.3.6 Intégration statistique des données de métabonomique et de

transcriptomique

L'intégration des analyses métabonomique et transcriptomique est basée sur la création
de modeles prédictifs O-PLS ou la matrice contenant les spectres RMN est régressée sur chacun
des génes sélectionné individuellement. Un modeéle d’O-PLS a ainsi été calculé pour chacun des
genes différentiellement exprimés entre les cellules traitées au MEHP et les cellules controles
selon le test SAM. Chaque modéle a été calculé avec une composante prédictive et sans faire

intervenir de composante orthogonale.

VI.2.3.7 Dosage des triglycérides intracellulaires

Les cellules ont été trypsinées et les culots cellulaires lavés au PBS a J0, J3, J6, J8, J11 de
différenciation et apres 24 et 48h de traitement au MEHP et a la TCDD. Les culots ont ensuite
été repris dans 100 pL de PBS et congelés a -80°C jusqu’a utilisation. La suspension cellulaire a
été soumise a 3 cycles de congélation/décongélation pour casser les cellules. Les TG ont ensuite

été dosés a I'aide du kit « triglycérides enzymatique PAP 150 » (Biomérieux, Marcy I’Etoile,

154



Table VI-1 : Amorces utilisées pour la RT-PCR

NM Nom géne Amorces 5'-3'

NM_138712 | PPARy |Peroxisome proliferation receptor gammalRe |JAGGTCAGCGGACTCTGGATTC
Fw [AGTGGGGATGTCTCATAATGC

NM_001122 ADFP | Adipose differentiation-related protein |Re |CAGGGATCCCAGTCTAAC
Fw |ACACAGTCTTGGGGAGTC
NM_004104 FAS Fatty acid synthase Re [TCCACAGGTGGGAACAAG
Fw |GAAGAAGGATCACAGGGAC
NM_001442 | FABP4 Fatty acid binding protein 4 Re |GGTTATGGTGCTATTCAC
Fw |GCATGGCCAAACCTAACATGA
NM_001001548|FAT/CD36 Fatty acid transport Re |AACTGGAGAGGCAAAGGC
Fw [TGGTACAGATGCAGCCTC
NM_000237 LPL Lipoprotein lipase Re |GGCACCCAACTCTCATAC
Fw |AGCTGAGGACACTTGCCA
NM_001170 AQP7 Aquaporin 7 Re |GCGCACAGTTAGCAAAGG
Fw |GATGGTATTCGGCCTTGG
NM_000167 GlyK Glycerol kinase Re |CTTGTCCCAGACTACAGTG
Fw |TCCCAAGAGAAGGATGGG
NM_002612 PDK4 Pyruvate dehydrogenase kinase 4 Re |ACACCAGTCATCAGCCTC

Fw |GTTTTGGTTACGGCTTGCC

NM_002591 PCK1 Phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 [Re [TGCTCTTGGGTGACGATAAC
Fw |GCTCTGAGGAGGAGAATGG

NM_020376 | ATGL Adipose triglyceride lipase Re |AAGCTCATAGAGTGGCAGG
Fw [TGTCAGACGGCGAGAATG
NM_005357 HSL Lipase, hormone-sensitive Re |GGGCTTTCTGGTCTGAGTT
Fw |CAACAGGGGAACGAATCTG
NM_001876 CPT1 Carnitine palmitoyltransferase 1A Re |AACCTCTTGACATTCCCCC
Fw |[TCCATTGACAGCCTCCAG
NM_012423 | RPL13A Ribosomal protein L13a Re [TCCGGTAGTGGATCTTGG

Fw |GCGTCTGAAGCCTACAAG

Re : Reverse, Fw : Forward
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France) et normalisés par rapport aux protéines déterminées par la méthode de I'acide

bicinchonique (BCA) a I'aide d’un kit (Pierce Biotechnology, Rockford, IL).

VI.2.4 RT PCR

Les cellules ont été traitées pendant 4, 8 et 24h avec ou sans MEHP 100 uM. L’extraction
des ARN totaux a été effectuée comme pour I'étude transcriptomique. La transcription inverse,
la RT PCR et le traitement des données ont ensuite été conduits comme décrit précédemment
(Ellero et al., 2009), en utilisant les amorces décrites dans le Tableau VI-1, et le géne RPL13A

comme gene de référence.

VI.2.5 Western-Blot

Les cellules ont été traitées pendant 18h avec ou sans MEHP 100 uM, puis grattées dans
du RIPA (Santa-Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) selon les instructions du fournisseur
pour extraire les protéines totales. Le cytosol a ensuite été récupéré en centrifugeant le lysat
cellulaire 15 min-14 000 g-4°C et conservé a -80°C jusqu’a utilisation. Le Western-Blot anti-
PEPCK a ensuite été conduit selon les conditions décrites dans (Ellero et al., 2009), en utilisant

I'actine comme témoin de la quantité de protéines déposée.

VI.2.6 Mesure d’un indice glycéronéogénique : acides gras non estérifiés libérés dans le

milieu de culture

Les cellules ont été traitées pendant 18h avec du MEHP 100 uM. Puis, elles ont été mises
a jeun pendant 3h dans un milieu DMEM sans glucose contenant 3% (w/v) d’albumine de sérum
de beeuf sans acides gras, puis transférées dans un milieu KRB contenant du pyruvate 5mM
pendant 2h. Ce milieu a ensuite été récupéré et les acides gras libres y ont été dosés en utilisant
une méthode colorimétrique a l'aide du kit « free fatty acids, half micro test » (Roche

Diagnostics GmbH, Mannheim, Allemagne).
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Figure VI-3: Résultats de I’ACP conduite sur I’'ensemble des données des puces d’expression

Affymetrix
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Des cultures primaires de préadipocytes sous-cutanés (n=5) ont été différenciées in vitro
pendant 11 jours puis traitées pendant 24h avec 100 uM de MEHP (rouge), 10 nM de TCDD
(bleu) ou 0.1% de DMSO (noir), utilisé comme solvant. Les changements transcriptomiques ont
ensuite été évalués a l'aide de puces pangénomiques Affymetrix HumanGene ST 1.0 comme
décrit dans la section Matériel et Méthodes. L'ACP a été menée sur l'intégralité des données

d’expression mesurée sur les puces (32321 sondes).
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VI.3 Résultats

VI.3.1 Effets transcriptomiques de I’exposition des adipocytes humains a la TCDD et au

MEHP

Cing cultures primaires de préadipocytes, provenant du TA sous-cutané abdominal de
femmes adultes saines, ont été différenciées in vitro en adipocytes pendant 11 jours. Ils ont
ensuite été traités avec du DMSO (contrdle, 0.1%), de la TCDD (10 nM) ou du MEHP (100 uM)
pendant 24h, avant extraction des ARN totaux. Une étude transcriptomique pan-génomique a
été effectuée sur ces ARNm en utilisant des puces HumanGene 1.0 ST d’Affymetrix, en
collaboration avec la plate-forme de génomique de IInstitut Cochin. Ces puces a ADN
permettent la quantification de I'ensemble du transcriptome humain, et possedent 32321

sondes d’oligonucléotides.

Dans un premier temps, une analyse en composantes principales (ACP) a été effectuée
sur I’'ensemble de ces données d’expression (Figure VI-3). Cette ACP montre qu’il est possible de
discriminer, sans aucune présélection des genes, les cellules traitées au MEHP des 2 autres
groupes, cellules témoins et cellules traitées au TCDD. Au contraire, aucun axe de I"ACP ne

semble séparer les cellules traitées au TCDD des 2 autres groupes.

158



Figure VI-4 Résultats de I’ACP conduite sur I’ensemble des données des puces d’expression
Affymetrix (TCDD vs DMSO)
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Des cultures primaires de préadipocytes humains ont été cultivées et traitées comme décrit
dans la légende de la Figure VI-3. L'ACP a ici été menée seulement sur les cellules traitées a la
TCDD (bleu) et les cellules contréles (DMSO, noir). Les numéros représentent les numéros des

individus.
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VI.3.1.1 Effets transcriptomiques de I’exposition des adipocytes humains a la

TCDD

L’ACP conduite sur les 2 seuls groupes DMSO et TCDD, et toujours sur I'ensemble des
geénes présents sur la puce, est présentée sur la Figure VI-4. Elle ne permet pas de discriminer
les cellules traitées a la TCDD des cellules contrdles. Elle met de plus en évidence le fait que la

source de variation principale dans le jeu de données est la variation inter-individuelle.

Des tests statistiques univariés permettent cependant de mettre en évidence des génes
différentiellement exprimés entre les 2 conditions. Ici, nous avons utilisé le test SAM apparié
pour connaitre les genes significativement sur- et sous-exprimés dans les cellules traitées a la
TCDD par rapport aux cellules controles. Le critére de sélection des genes a été fixé a un FDR de
5%. Le Tableau VI-2 donne cette liste de genes. Nous avons ainsi trouvé 33 génes

significativement sur-exprimés dans les cellules traitées a la TCDD et 5 génes sous-exprimés.

Nous avons ensuite utilisé des outils bioinformatiques afin de déterminer les voies
métaboliques ou les fonctions biologiques statistiquement sur-représentées dans cette liste de
génes modulés par le traitement a la TCDD (voir la section « Matériels et Méthodes » pour plus

de détails sur les outils de DAVID utilisés).

Les analyses ont été conduites indépendamment sur la liste de genes sur-exprimés
seulement (33 génes, 29 seulement reconnus par DAVID), puis sur celle des genes sous-
exprimés (5 genes, 4 reconnus par DAVID), ainsi que sur I'ensemble de la liste (38 genes, 33
reconnus par DAVID).

Le premier outil que nous avons utilisé sur DAVID est le lien vers la base de données
KEGG, qui permet de déterminer les voies métaboliques statistiquement perturbées. Dans les 3
analyses menées (génes sur-exprimés seulement, génes sous-exprimés seulement, génes sur et
sous-exprimés), aucune voie métabolique présente dans la base de données KEGG n’était

significativement perturbée.
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Table VI-2: Geénes différentiellement exprimés lors du traitement des adipocytes humains a la

TCDD
Affymetrix Accession Fold Gene Gene name
ID change symbol
Oxydative metabolism
8051583 NM_000104 5.0 CYP1B1 cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypeptide 1
7990391 NM_000499 2.2 CYP1A1 cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1
7948565 NM_153611 1.7 CYBASC3 cytochrome b, ascorbate dependent 3
8018754 NM_134268 1.5 CYGB cytoglobin
8066925 NM_000961 1.4 PTGIS prostaglandin 12 synthase
Secreted proteins
Cytokines
8019486 NM_003004 2.4 SECTM1 secreted and transmembrane 1
8006433 NM_002982 2.4 CCL2 chemokine (C-C motif) ligand 2
7933194 NM_000609 23 CXCL12 chemokine (C-X-C motif) ligand 12
7985364 NM_172217 1.3 IL16 interleukin 16
Cell proliferation/differentiation
8157487 NM_002581 1.3 PAPPA pregnancy-associated plasma protein A, pappalysin 1
8129562 NM_001901 -1.7 CTGF connective tissue growth factor
7980316 NM_003239 -2.0 TGFB3 transforming growth factor, beta 3
Others
8033818 NM_058164 1.6 OLFM2 olfactomedin 2
Cell structural factor
Extracellular matrix
7945232 NM_139055 1.9 ADAMTS15 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 15
8088560 NM_182920 1.7 ADAMTS9 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 9
7950906 NM_001814 1.5 CTSC cathepsin C
Proteoglycans
7958202 NM_018413 1.9 CHST11 carbohydrate sulfotransferase 11
8083569 NM_015508 1.8 TIPARP TCDD-inducible poly(ADP-ribose) polymerase
8078155 NM_054110 14 GALNTL2 UDP-N-acetyl-alpha-D-galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase-like 2
Cell shape
7903227 NM_017734 1.8 PALMD palmdelphin
7912692 NM_014424 1.7 HSPB7 heat shock 27kDa protein family, member 7
7952526 NM_016952 1.7 CDON Cdon homolog
7999387 NM_001424 1.5 EMP2 epithelial membrane protein 2
Signaling proteins
Nuclear signaling
8057744 NM_007315 1.5 STAT1 signal transducer and activator of transcription 1
8131614 NM_001621 -1.4 AHR aryl hydrocarbon receptor
7934979 NM_014391 -2.0 ANKRD1 ankyrin repeat domain 1
Kinases
7964660 NM_000706 15 AVPR1A arginine vasopressin receptor 1A
7905606 NM_000906 1.4 NPR1 natriuretic peptide receptor A/guanylate cyclase A
Others
7950743 NM_014488 1.3 RAB30 RAB30, member RAS oncogene family
Others
8084891 NM_153690 1.9 FAMA43A family with sequence similarity 43, member A
8104930 NM_004172 1.8 SLC1A3 solute carrier family 1 member 3
8020141 NM_153000 1.8 APCDD1 adenomatosis polyposis coli down-regulated 1
8020384 AK293321 1.6 KIAA1772 KIAA1772
7968883 NM_153218 1.6 C130RF31 chromosome 13 open reading frame 31
7930498 NM_016234 1.4 ACSL5 acyl-CoA synthetase long-chain family member 5
8120967 NM_002526 -1.7 NT5E 5'-nucleotidase, ecto (CD73)
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Figure VI-5: Résultats de I'analyse d’ontologie de génes pour les génes différentiellement

exprimés lors du traitement des adipocytes humains a la TCDD

Functionnal annotation clustering
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Des cultures primaires de préadipocytes humains ont été cultivées et traitées a la TCDD comme
décrit dans la légende de la Figure VI-4. Le test SAM a été utilisé pour déterminer les genes
différentiellement exprimés dans les cellules traitées a la TCDD. Les termes biologiques
significativement enrichis dans cette liste de génes ont ensuite été recherchés via I'outil
informatique DAVID.
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Dans un deuxieme temps, nous avons utilisé [|'outil « Functionnal Annotation
Clustering », qui permet une synthése non redondante des diverses ontologies géniques
trouvées sur les différentes bases de données accessibles depuis DAVID. Les résultats de cette
analyse sont présentés sur la Figure VI-5. Pour cette analyse, le critére de sélection d’un cluster
significatif a été baissé a un enrichissement supérieur a 1.8, car aucun cluster n’était enrichi

avec un seuil supérieur a 2.

On voit sur cette figure que les genes significativement sur-exprimés lors du traitement a

la TCDD sont associés aux termes « activité monooxygénase » et « activité oxydo-réductase »,

ainsi que « sécrétion » et « cytokines ».
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Figure VI-6: Résultats de I’ACP conduite sur I’ensemble des données des puces d’expression

Affymetrix (MEHP vs DMSO)
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Des cultures primaires de préadipocytes humains ont été cultivées et traitées comme décrit
dans la légende de la Figure VI-3. L'ACP a ici été menée seulement sur les cellules traitées au

MEHP (rouge) et les cellules controles (DMSO, noir).
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VI.3.1.2 Effets transcriptomiques de I'exposition des adipocytes humains au

MEHP

L’ACP conduite sur les 2 seuls groupes DMSO et MEHP, et sur I’ensemble des génes
présents sur la puce, permet de discriminer les cellules traitées au MEHP des cellules contréles
(Figure VI-6). Elle met ainsi en évidence le fait que le traitement au MEHP est une source de

variation importante dans le jeu de données.

L'utilisation du test SAM apparié, avec un FDR de 5%, confirme ce résultat, puisqu’il

permet d’identifier 227 genes différentiellement exprimés dans les cellules traitées au MEHP

(142 sur-exprimés, 85 sous-exprimés). Le Tableau VI-3 donne cette liste de génes.
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Table VI-3 : Génes différentiellement exprimés lors du traitement des adipocytes humains au

MEHP
Affymetrix Accession Fold Gene Gene name
ID change symbol
Lipid metabolism
FA synthesis
7926334 NM_018324 1.98 OLAH oleoyl-ACP hydrolase
7958466 NM_001093 1.94 ACACB acetyl-Coenzyme A carboxylase beta
8008321 NM_025149 1.86 ACSF2 acyl-CoA synthetase family member 2
7948612 NM_013402 1.7 FADS1 fatty acid desaturase 1
8019392 NM_004104 1.62 FASN Fatty acid synthase
7948630 NM_021727 1.39 FADS3 fatty acid desaturase 3
7929816 NM_005063 1.39 SCD stearoyl-CoA desaturase
FA activation
7930498 NM_016234 1.69 ACSL5 acyl-CoA synthetase long-chain family member 5
8048733 NM_004457 1.54 ACSL3 acyl-CoA synthetase long-chain family member 3
FA uptake and transport
8151532 NM_001442 3.83 FABP4 fatty acid binding protein 4
8147049 NM_001444 3.15 FABP5 fatty acid binding protein 5
7914342 NM_004102 2.16 FABP3 fatty acid binding protein 3
8144917 NM_000237 1.95 LPL lipoprotein lipase
8133876 NM_001001548 1.72 CD36 CD36 molecule
Beta oxidation
8087224 NM_000387 1.75 SLC25A20 solute carrier family 25 member 20
8036602 NM_001398 1.72 ECH1 enoyl Coenzyme A hydratase 1, peroxisomal
8107532 NM_000414 1.47 HSD17B4 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 4
8050908 NM_000182 1.44 HADHA hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase, alpha subunit
8040639 NM_000183 1.44 HADHB hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase, beta subunit
Lipolysis
8037186 NM_005357 1.90 HSL lipase, hormone-sensitive
8079153 NM_016006 1.55 ABHD5 abhydrolase domain containing 5
Lipid droplet formation
8032829 NM_001080400 291 KIAA1881 KIAA1881
8085244 NM_022094 1.96 CIDEC cell death-inducing DFFA-like effector ¢
8160297 NM_001122 1.88 ADFP adipose differentiation-related protein
Lipid transport
7905664 NM_024330 2.01 SLC27A3 solute carrier family 27 member 3
8072710 NM_030641 1.83 APOL6 apolipoprotein L, 6
7986214 NM_013272 1.37 SLCO3A1 solute carrier organic anion transporter family, member 3A1
8017927 NM_080283 -2.00 ABCA9 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 9
Phospholipid metabolism
7960730 NM_005768 2.12 LPCAT3 lysophosphatidylcholine acyltransferase 3
8025672 NM_020428 1.63 SLC44A2 solute carrier family 44, member 2
8013120 NM_148172 1.44 PEMT phosphatidylethanolamine N-methyltransferase
7913216 NM_000300 -1.59 PLA2G2A phospholipase A2, group IIA
8092169 NM_003810 -1.59 TNFSF10 tumor necrosis factor superfamily, member 10
Glycerol transport
8160663 NM_001170 2.54 AQP7 aquaporin 7
Steroid metabolism
7909446 NM_005525 2.67 HSD11B1 hydroxysteroid (11-beta) dehydrogenase 1
7931832 NM_001354 2.55 AKR1C2 aldo-keto reductase family 1, member C2
8162940 NM_005502 2.29 ABCA1l ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1
7953100 NM_002014 1.96 FKBP4 FK506 binding protein 4, 59kDa
8137526 NM_198336 1.82 INSIG1 insulin induced gene 1
7939298 NM_001752 1.81 CAT catalase
8133670 NM_000941 1.77 POR P450 (cytochrome) oxidoreductase
8051583 NM_000104 1.70 CYP1B1 cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypeptide 1
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7925929 NM_003739
8025828 NM_000527
7986446 NM_000693
7982366 NM_003020
Prostaglandin metabolism
8100541 NM_001553
7902527 NM_001039585
Other

8084710 NM_004797
7939751 NM_005693
8127145 NM_021814
Carbohydrate metabolism
7989501 NM_001218
Pentose phosphate pathway
7897620 NM_002631
Glycerol metabolism
8141094 NM_002612
7955348 NM_005276
8063590 NM_002591
Insulin signaling

7938629 NM_000922
7955943 NM_000924
8135378 NM_002736
8056327 NM_004490
Amino acid metabolism
7963590 NM_015989
8003814 NM_000049
8104930 NM_004172
8158671 NM_000050
Biosynthetic pathways
NAD synthesis

8142120 NM_005746
Pyrimidine synthesis
8040843 NM_004341
Polyamine synthesis
8050240 NM_002539

Cell structural factors
ECM components

8174389 NM_033641
8128991 NM_001105206
7980152 NM_000428
8081235 NM_001850
7908204 NM_031935
ECM processing

8088560 NM_182920
7945232 NM_139055
8055606 NM_001006636
8072626 NM_000362
7965941 NM_031302
7922807 NM_015101
8147777 NM_138455
8171172 NM_015419
8155930 NM_001490
Cell/ECM interaction
8077270 NM_006614
7999387 NM_001424
7984019 NM_015059
8117020 NM_013262
7926545 NM_032812
7908924 NM_002725

1.69
1.65
1.57
-1.47

-1.33
-1.54

2.15
1.94
1.41

1.35

1.63

3.03
2.57
2.93

2.96
2.67
2.47
2.04

2.29
2.07
1.48
1.42

1.44

1.47

1.35
1.33
-1.33
-1.56
-1.89

2.48
1.90
1.41
-1.39
-1.59
-1.64
-1.67
-1.72
-1.82

1.85
1.78
1.47
1.45
-1.75
-2.00

AKR1C3
LDLR
ALDH1A3
SCG5

IGFBP7
PTGFR

ADIPOQ
NR1H3
ELOVLS

CA12

PGD

PDK4
G3PDH
PEPCK

PDE3B
PDE1B
PRKAR2B
GRB14

CSAD
ASPA
SLC1A3
ASS1

NAMPT

CAD

ODC1

COL4A6
LAMA4
LTBP2
COL8A1
HMCN1

ADAMTS9
ADAMTS15
GTDC1
TIMP3
GLT8D2
GLT25D2
CTHRC1
MWRAS5
GCNT1

CHL1
EMP2
TLN2
MYLIP
PLXDC2
PRELP

aldo-keto reductase family 1, member C3

low density lipoprotein receptor

aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3
secretogranin V

insulin-like growth factor binding protein 7
prostaglandin F receptor

Adiponectin
nuclear receptor subfamily 1, group H, member 3 (LXRa)
ELOVL family member 5, elongation of long chain fatty acids

carbonic anhydrase Xl
phosphogluconate dehydrogenase

pyruvate dehydrogenase kinase 4
glycerol-3-phosphate dehydrogenase
phosphoenolpyruvate carboxykinase 1

phosphodiesterase 3B, cGMP-inhibited
phosphodiesterase 1B, calmodulin-dependent

protein kinase, cAMP-dependent, regulatory, type I, beta
growth factor receptor-bound protein 14

cysteine sulfinic acid decarboxylase
aspartoacylase

solute carrier family 1 member 3
argininosuccinate synthetase 1

nicotinamide phosphoribosyltransferase
carbamoyl-phosphate synthetase 2

ornithine decarboxylase 1

collagen, type IV, alpha 6

laminin, alpha 4

latent transforming growth factor beta binding protein 2
collagen, type VIII, alpha 1

hemicentin 1

ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 9
ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 15
glycosyltransferase-like domain containing 1

TIMP metallopeptidase inhibitor 3

glycosyltransferase 8 domain containing 2

glycosyltransferase 25 domain containing 2

collagen triple helix repeat containing 1

matrix-remodelling associated 5

glucosaminyl (N-acetyl) transferase 1

cell adhesion molecule with homology to L1ICAM
epithelial membrane protein 2

talin 2

myosin regulatory light chain interacting protein
plexin domain containing 2

proline/arginine-rich end leucine-rich repeat protein
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Glycosaminoglycan synthesis

8152617 NM_005328
7931977 NM_030569
7999754 NM_022166
7945110 NM_006278
7958202 NM_018413
7928291 NM_004273
8153021 NM_003033
Regulation of cell adhesion
8129562 NM_001901
8001800 NM_001797
7938231 NM_003621
Actin cytoskelton

7903227 NM_017734
8175393 NM_004840
7951351 NM_025208
7928444 NM_014000
8136347 NM_033138
8012475 NM_005964
7983630 NM_002009
7904761 NM_003637
7984079 NM_000366

Signaling molecules
Calcium signaling

8093906 NM_006005
8057554 AF057356
Other signaling molecules
7965335 NM_001946
7974341 NM_053064
7967325 NM_032554
7991296 NM_198525
7972157 NM_001122659
8160040 NM_002839
7940160 NM_015177
7962274 NM_017641
8139131 NM_001635
8112327 NM_001826
8105121 NM_000163
8050302 NM_004850
8158183 NM_004408
8140319 NM_005338
8057803 NM_016192
8129677 NM_005627
8041820 NM_014011
7937335 NM_003641
8147766 NM_003506
8146863 NM_001128205
Cell cycle

Cell cycle

7909441 NM_015714
7938366 BX641032
Apoptosis

7940762 NM_033101
7934101 NM_032797
7958455 NM_003362
8112202 NM_006622
7934979 NM_014391

Other biological functions
Vascular function

2.37
2.27
1.68
1.64
1.57
1.45
1.42

-1.72
-1.69
-1.41

2.78
1.60
-1.45
-1.49
-1.59
-1.72
-1.78
-1.79
-1.79

1.49
1.43

217
1.96
1.93
1.87
1.83
1.82
1.64
1.60
1.56
1.53
1.48
1.33
-1.44
-1.53
-1.57

-1.61
-1.66
-1.75
-1.89
-1.99

2.47
-2.00

1.78
1.66
1.39
-2.31
-2.52

HAS2
ITIH5
XYLT1
ST3GAL4
CHST11
CHST3
ST3GAL1

CTGF
CDH11
PPFIBP2

PALMD
ARHGEF6
PDGFD
VCL
CALD1
MYH10
FGF7
ITGA10
TPM1

WEFS1
CACYBP

DUSP6
GNG2
GPR81
KIF7
EDNRB
PTPRD
DTX4
KIF21A
AMPH
CKS1B
GHR
ROCK2
DNM1
HIP1
TMEFF2

SGK1
SOCS5
IFITM1
FZD6
SULF1

GO0S2
WEE1

LGALS12
AIFM2
UNG
PLK2
ANKRD1

hyaluronan synthase 2

inter-alpha (globulin) inhibitor H5
xylosyltransferase |

ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 4
carbohydrate (chondroitin 4) sulfotransferase 11
carbohydrate (chondroitin 6) sulfotransferase 3
ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 1

connective tissue growth factor
cadherin 11, type 2, OB-cadherin
PTPRF interacting protein, binding protein 2

palmdelphin

Rac/Cdc42 guanine nucleotide exchange factor 6
platelet derived growth factor D

vinculin

caldesmon 1

myosin, heavy chain 10, non-muscle

fibroblast growth factor 7

integrin, alpha 10

tropomyosin 1

Wolfram syndrome 1
calcyclin binding protein

dual specificity phosphatase 6

guanine nucleotide binding protein, gamma 2
G protein-coupled receptor 81

kinesin family member 7

endothelin receptor type B

protein tyrosine phosphatase, receptor type, D
deltex 4 homolog

kinesin family member 21A

amphiphysin

CDC28 protein kinase regulatory subunit 1B
growth hormone receptor

Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 2
dynamin 1

huntingtin interacting protein 1
transmembrane protein with EGF-like and two follistatin-like
domains 2

serum/glucocorticoid regulated kinase 1
suppressor of cytokine signaling 5

interferon induced transmembrane protein 1
frizzled homolog 6

sulfatase 1

GO/G1switch 2
WEE1 homolog

lectin, galactoside-binding, soluble, 12
apoptosis-inducing factor, mitochondrion-associated, 2
uracil-DNA glycosylase

polo-like kinase 2

ankyrin repeat domain 1
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8025402 NM_139314 3.42
7964660 NM_000706 2.04
7946589 NM_130385 -1.41
7953291 NM_001769 -1.64
8021623 NM_003784 -1.67
8104746 NM_000908 -1.72
Complement and coagulation cascade

8022045 NM_003803 -1.53
8092661 NM_001879 -1.62
7928429 NM_002658 -1.64
8150509 NM_000930 -2.21

Inflammation/immunity

8113250 NM_001040458 1.42
8083594 NM_002852 -1.47
8131803 NM_000600 -1.67
8157524 NM_138554 -1.96
Transport (other than lipid transport)
8059538 NM_025243 2.62
7917741 NM_016040 1.38
7933750 NM_194298 1.57
8111101 NM_054027 -1.43
8057677 NM_014585 -1.49
Trancription factor

8055624 NM_014795 1.65
8040211 NM_003597 1.29
8147000 NM_024721 -1.54
8147573 NM_053001 -1.61
Secreted proteins

7957221 NM_013381 2.28
7928695 NM_032333 1.48
8132250 NM_133468 1.62
8031047 NM_001020818 -1.52
8118890 NM_152753 -1.63
8144802 NM_006207 -1.72
8155754 NM_153267 -1.74
7938225 NM_198474 -1.76
7942957 NM_007173 -2.22
Others

8097335 NM_014278 2.63
8175666 NM_021990 2.17
8115907 AF151875 131
8078405 NM_138410 1.32
8155268 NM_022490 1.34
8088550 NM_198859 1.36
8045889 NM_033394 1.37
8107814 NM_016048 1.41
7924603 NM_002296 1.43
8011293 NM_015229 1.44
7970864 NM_006644 1.45
8080762 NM_020676 1.46
7958211 NM_152318 1.46
8135915 NM_013332 1.50
8053379 AK296608 1.53
7961798 NM_152989 1.57
8116247 NM_005649 1.59
7981142 NM_024734 1.61
8115261 NM_015621 1.62
8161377 AK097152 1.69
8121277 NM_001624 1.72
7928705 NM_030927 1.73

ANGPTL4
AVPRIA
MRVI1
CD9
SERPINB7
NPR3

MYOM1
MASP1
PLAU
PLAT

ERAP1
PTX3
IL6
TLR4

SLC19A3
TMEDS
SLC16A9
ANKH
SLC40A1

ZEB2
KLF11
ZFHX4
OSR2

TRHDE
C100RF58
BMPER
MYADM
SCUBE3
PDGFRL
MAMDC2
OLFML1
PRSS23

HSPA4L
GABRE
HSPC111
CMTM7
POLR1E
PRICKLE2
TANC1

ISOC1

LBR
KIAAO664
HSPH1
ABHD6
C120RF45
HIG2
LOC129293
SOX5
ZNF354A
CLMN
CCDC69
LOC286297
AlM1
TSPAN14

angiopoietin-like 4

arginine vasopressin receptor 1A

murine retrovirus integration site 1 homolog

CD9 molecule

serpin peptidase inhibitor, clade B, member 7
natriuretic peptide receptor C/guanylate cyclase C

myomesin 1, 185kDa

mannan-binding lectin serine peptidase 1
plasminogen activator, urokinase
plasminogen activator, tissue

endoplasmic reticulum aminopeptidase 1
pentraxin-related gene

interleukin 6

toll-like receptor 4

solute carrier family 19, member 3

transmembrane emp24 protein transport domain containing 5
solute carrier family 16, member 9

ankylosis, progressive homolog

solute carrier family 40, member 1

zinc finger E-box binding homeobox 2
Kruppel-like factor 11

zinc finger homeobox 4

odd-skipped related 2

thyrotropin-releasing hormone degrading enzyme
chromosome 10 open reading frame 58

BMP binding endothelial regulator
myeloid-associated differentiation marker

signal peptide, CUB domain, EGF-like 3
platelet-derived growth factor receptor-like

MAM domain containing 2

olfactomedin-like 1

protease, serine, 23

heat shock 70kDa protein 4-like
gamma-aminobutyric acid A receptor, epsilon
hypothetical protein HSPC111

CKLF-like MARVEL transmembrane domain containing 7
polymerase (RNA) | polypeptide E, 53kDa
prickle homolog 2

tetratricopeptide repeat, ankyrin repeat and coiled-coil
containing 1

isochorismatase domain containing 1

lamin B receptor

KIAAO664

heat shock 105kDa/110kDa protein 1
abhydrolase domain containing 6
chromosome 12 open reading frame 45
hypoxia-inducible protein 2

hypothetical protein LOC129293

SRY (sex determining region Y)-box 5

zinc finger protein 354A

calmin

coiled-coil domain containing 69

hypothetical protein LOC286297

absent in melanoma 1

tetraspanin 14
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8016832
7943349
7948987
7943369
7942964
8069178
7927681
7924996
7923043
8050160
8156571
8014241
7909730
8140840
7985317

NM_012329
AKO057372
NM_007069
NM_032021
NM_022918
NM_001033049
NM_001080512
BCO66649
NM_198503
NM_138799
AF043897
NM_018042
NM_001017425
NM_024636
NM_018689

1.75
1.79
1.81
1.82
1.90
-1.44
-1.54
-1.56
-1.65
-1.71
-1.80
-1.87
-2.20
-2.27
-3.85

MMD
FLJ32810
HRASLS3
TMEM133
TMEM135
ADARB1
BICC1
C10RF198
KCNT2
MBOAT2
C90RF3
SLFN12
KCNK2
STEAP4
KIAA1199

monocyte to macrophage differentiation-associated
hypothetical protein FLI32810

HRAS-like suppressor 3

transmembrane protein 133

transmembrane protein 135

adenosine deaminase, RNA-specific, B1

bicaudal C homolog 1

chromosome 1 open reading frame 198

potassium channel, subfamily T, member 2
membrane bound O-acyltransferase domain containing 2
chromosome 9 open reading frame 3

schlafen family member 12

potassium channel, subfamily K, member 2

STEAP family member 4

KIAA1199
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Figure VI-7 : Résultats de I'analyse d’ontologie de génes pour les génes différentiellement

exprimés lors du traitement des adipocytes humains au MEHP
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Des cultures primaires de préadipocytes humains ont été cultivées et traitées comme décrit
dans la légende de la Figure VI-3. Le test SAM a été utilisé pour déterminer les génes
différentiellement exprimés dans les cellules traitées au MEHP. Les termes biologiques
significativement enrichis dans cette liste de génes ont ensuite été recherchés via I'outil
informatique DAVID.
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De méme que pour le traitement a la TCDD, nous avons utilisé cette liste de génes
discriminants entre les cellules traitées au MEHP et les cellules contréles pour effectuer des
analyses bioinformatiques d’ontologie de genes en utilisant DAVID. Les résultats de ces analyses

sont donnés sur la Figure VI-7.

Les analyses ont d’abord été effectuées sur les genes surexprimés dans les cellules
traitées au MEHP (142 génes, 125 reconnus par DAVID). Cette premiére analyse montre que le
traitement au MEHP perturbe fortement les voies métaboliques des adipocytes humains, plus
particulierement celles liées au métabolisme lipidique. La voie métabolique la plus
significativement perturbée sur KEGG est en effet la voie de signalisation PPARy, récepteur
nucléaire fortement impliqué dans la régulation de I'homéostasie lipidique ainsi que dans la
différenciation adipocytaire. Les génes appartenant aux voies métaboliques comme la synthése
et le métabolisme des acides gras, ou les voies de signalisation de I'insuline et des adipokines
sont aussi surexprimés. Le deuxieme outil utilisé sous DAVID confirme ces résultats et montre
gue les génes surexprimés sont associés aux processus métaboliques des acides carboxyliques, a

la biosynthése et la liaison des acides gras, ainsi qu’a la biosynthése des glycosaminoglycanes.

L'analyse des génes sous-exprimés (85 dont 71 reconnus par DAVID) montre des
perturbations trés différentes, qui concernent plutot I'extérieur de la cellule, sa structure et les
relations avec la matrice extracellulaire. En effet, les seules voies métaboliques
significativement perturbées dans KEGG sont la cascade du complément et la régulation du
cytosquelette d’actine et ces genes sous-exprimés sont associés aux termes suivants:
glycoprotéines sécrétées, matrice extracellulaire, réponse au stress et processus de

développement.

L'analyse de la liste compléte des genes régulés (227 génes, 191 reconnus par DAVID)

confirme les résultats des deux analyses précédentes et ne donne pas d’information

supplémentaire. Elle n’est donc pas discutée.
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Figure VI-8 : Spectres *H RMN 600 MHz des milieux de culture
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Les spectres "H-RMN des milieux de culture des cellules ont été acquis a t=0 (noir) et aprés 24h
de culture (rouge). DMSO : Diméthylsulfoxide, HEPES : acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine
éthane sulfonique.
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VI.3.2 Etude métabonomique par 'H-RMN des effets de I'exposition des adipocytes

humains a la TCDD et au MEHP

Afin de minimiser les variations expérimentales, les mémes préadipocytes ont été
cultivés en paralléle de ceux utilisés pour les analyses transcriptomiques et utilisés pour I'étude
non ciblée des perturbations métaboliques. Ces cellules ont été traitées au méme moment que
les précédentes, pendant 24 et 48h, et utilisées pour une analyse métabonomique compléte par
'H-RMN. Les analyses métabonomiques ont été réalisées lors de différents séjours au sein de
I’équipe du Pr. J. Nicholson a I'lmperial College de Londres, en collaboration avec le Dr. Sandrine

Claus.

VI.3.2.1 Analyse des milieux de culture par *H-RMN : « metabonomic footprinting »

La métabonomique des milieux de culture est appelée «metabolic footprinting ». Cette
méthode ne s’appuie pas sur la mesure directe des métabolites intracellulaires (une technique
généralement appelée « metabolic fingerprinting »), mais sur la mesure des métabolites
consommés et sécrétés dans le milieu de culture (Kell et al., 2005). Cette approche a déja été
utilisée pour détecter les métabolites excrétés dans des études de mode d’action dans
lesquelles les métabolites excrétés lorsque des levures étaient soumises a des concentrations
sub-létales d’inhibiteurs de croissance permettaient de discriminer le site ou le mode d’action

de ces inhibiteurs.

Ici, nous avons voulu voir si la métabonomique par ‘H-RMN permettait d’évaluer les
différences de consommation en nutriments de nos adipocytes en fonction des traitements.
Nous avons donc effectué une analyse des milieux de culture par *H-RMN & 600 MHz. La Figure
VI-8 montre deux spectres typiques de nos milieux de culture, celui d’'un milieu de culture qui
n’a jamais été en contact avec les cellules (noir) et celui d’'un milieu apres 24h de culture

(rouge).
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Figure VI-9 : ACP conduite sur les spectres RMN des milieux de culture des adipocytes
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Les spectres *H-RMN 600MHz des milieux de culture des adipocytes ont été acquis aprés 24h (A)
et 48h (B) de traitement avec de la TCDD (10 nM, bleu), du MEHP (100 uM, rouge) ou du DMSO
(0.1%, noir), utilisé comme solvant.
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De facon attendue, les spectres obtenus montrent la présence dans le milieu de culture
cellulaire de nombreux acides aminés. Certains sont tres visibles et quantifiables, comme les
acides aminés branchés (valine, leucine, isoleucine). Les forts signaux de I'acide 4-(2-
hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique (HEPES), utilisé comme tampon, cachent de
nombreux autres signaux d’intérét. Ainsi, pour ce genre d’analyse, il serait plus judicieux
d’utiliser des milieux de culture contenant d’autres solutions tampons, comme le KH,PO,.
Malgré ces difficultés, nos spectres permettent de quantifier un grand nombre de composés
nutritifs dans nos diverses conditions. On voit par exemple, dans la figure 5, des différences
importantes dans la composition du milieu de culture apres 24h au contact des cellules :
apparition de lactate (déplacement chimique (8) 1.33ppm), de 5 oxo-proline (produit de
dégradation spontané de la glutamine, & 2.4), d’acétate (6 1.91) et d’alanine (6 1.46),

consommation de glucose (6 3.4-3.55 par exemple).

Des spectres similaires ont été acquis pour les milieux de culture de chaque échantillon
de I'étude, i.e. pour les cellules traitées au DMSO, TCDD ou MEHP, apres 24 ou 48h de
traitement. La Figure VI-9 donne le résultat de I’ACP conduite sur I'ensemble des échantillons de
I’étude et montre la différence entre les profils métaboliques des échantillons traités au MEHP

et ceux des deux autres groupes.
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Figure VI-10:
vs DMSO)
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Les spectres RMN 600 MHz des milieux de culture des adipocytes ont été acquis apres 24h (A) et
48h (B) de traitement avec de la TCDD (10 nM, bleu) ou du DMSO (0.1%, noir), utilisé comme

solvant.
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VI.3.2.1.1 Effet de la TCDD

La méme analyse a été conduite sur les 2 seuls groupes TCDD et DMSO (Figure VI-10). Il
n’est pas possible de séparer les cellules traitées a la TCDD des cellules controles dans cette
ACP. Ces résultats indiquent que les variations dans les profils métaboliques des cellules
induites par le traitement a la TCDD ne sont pas prédominantes par rapport a d’autres sources

de variations.

Pour aller plus loin dans cette analyse, des analyses statistiques supervisées
(Orthogonal-Projection sur les Structures Latentes-Analyse Discriminante, O-PLS-DA, voir
chapitre IV) ont été conduites entre les spectres RMN des milieux de culture des cellules traitées
a la TCDD et ceux des cellules controles. Aucune de ces analyses n’était statistiquement
significative (Q?Y<0), confirmant ainsi I'analyse par ACP et le peu de différence entre les profils
métaboliques des milieux de culture des adipocytes traités a la TCDD et ceux des adipocytes

controles.

Ainsi, en utilisant la métabonomique par 'H-RMN, nous n’avons pas mis en évidence de
différences significatives dans les profils métaboliques des milieux de culture des adipocytes

traités a la TCDD par rapport aux profils métaboliques des cellules contréles.
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Figure VI-11 : ACP conduite sur les spectres RMN des milieux de culture des adipocytes (MEHP
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Les spectres RMN 600MHz des milieux de culture des adipocytes ont été acquis aprés 24h (A) et
48h (B) de traitement avec du MEHP (100 uM, rouge) ou du DMSO (0.1%, noir), utilisé comme

solvant.

Figure VI-12 : Résultats de I’O-PLS-DA conduite sur les milieux de culture des cellules traitées

au MEHP pendant 24h (MEHP24) et les cellules contréles (DMS024)
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L'O-PLS-DA a été conduite entre les spectres RMN des milieux de culture des cellules traitées au MEHP
pendant 24h (MEHP24) et les cellules contréles (DMSO24). Parameétres du modele : Q%Y=0.41, R?X=0.38,

1 composante orthogonale.
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VI.3.2.1.2 Effet du MEHP

L’ACP a ensuite été conduite sur les 2 seuls groupes MEHP et DMSO (Figure VI-11). Au vu
des résultats de cette analyse, il semble possible de discriminer les profils des milieux de culture
des cellules traitées au MEHP de ceux des cellules controles, et ce dés 24h de traitement. Il

semble pourtant y avoir 1 individu « outlyer » dans le groupe MEHP 48h (individu 3).

Afin de déterminer les métabolites responsables de cette séparation, des modeles d’O-
PLS-DA ont été conduits sur ces spectres. Le modele entre les cellules traitées au MEHP pendant
48h et leur controles est moins significatif que le modéle a 24h, a cause notamment du méme
individu outlyer observé lors de I'analyse ACP et n’est donc pas présenté ci-dessous (Q?Y=0.19,
R°X=0.47, 1 composante orthogonale). La Figure VI-12 présente les résultats du modéle entre

les cellules traitées au MEHP 24h et leurs controles (DMSO 24h).

Ce modele montre qu’un composé résonnant avec un multiplet complexe a 62.33 est le
principal responsable de la séparation entre les cellules traitées au MEHP et les cellules
controles. Ce signal est diminué dans les milieux de culture des cellules traitées, signalant soit
gue les cellules traités au MEHP en consomment plus que les cellules contréles, soit qu’elles en

sécrétent moins.
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Figure VI-13 : Expérience de spike in de la proline pour l'identification du composé a 62.33
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A: Spectre *H-RMN 600 MHz d’un milieu de culture avant (bleu) et aprés (rouge) ajout de
proline pure. B : Correspondance avec le modéle d’O-PLS-DA entre les cellules traitées au MEHP
et les cellules controles présenté sur la figure VI-12.
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Afin d’identifier ce composé, différentes stratégies ont été adoptées. Les recherches
dans les bases de données, ainsi que des expériences de RMN 2D (non montrées), nous ont
indiqgué que le candidat le plus probable était la proline. Des expériences de « spike in »,
consistant a ajouter progressivement une solution de composé pur dans I'échantillon et a

vérifier I'augmentation des signaux a identifier ont confirmé ce résultat (Figure VI-13).

Ainsi, en utilisant la métabonomique par 'H-RMN, nous avons mis en évidence une différence
significative dans les profils métaboliques des milieux de culture des adipocytes traités au
MEHP par rapport aux profils métaboliques des cellules contréoles : une diminution de la

concentration de proline.

VI.3.2.1.3 Conclusion

Cette analyse métabonomique des milieux de culture n’a pas permis de mettre en
évidence des différences significatives entre les adipocytes traités a la TCDD et les adipocytes

controles.

Pour les adipocytes traités au MEHP, nous avons trouvé une diminution significative de
la quantité de proline dans le milieu de culture extracellulaire, par rapport aux adipocytes non
traités. L'intégration de l'aire sous la courbe pour le multiplet a 62.33 montre que cette
diminution est de l'ordre de 10%, et qu’elle est significative a la fois entre 0 et 24h de
traitement, mais aussi entre 24 et 48h (données non montrées). Il s’agit maintenant de
déterminer si ces données sont reproductibles, et quel est le sens biologique de cette

diminution.
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Figure VI-14 : Spectre "H-RMN 600 MHz d’un extrait organique d’adipocytes humains
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Les culots d’adipocytes humains congelés ont été soumis a un protocole d’extraction des
métabolites aqueux et lipophiles. La phase chloroformique, constituée des métabolites
lipophiles, a été examinée par "H-RMN a 600 MHz. Les résonances sont assignées aux protons

des chaines des acides gras et au glycérol et identifiées par des lettres. uk: unknown
compound.

183



V1.3.2.2 Analyse des extraits cellulaires organiques par *H-RMN

Une analyse métabonomique se réalise plus classiquement sur les métabolites intra-
cellulaires (« metabolic fingerprinting »). Ici, aprés avoir testé différents protocoles, nous avons
choisi de faire des extraits aqueux et organiques de nos culots cellulaires congelés, en utilisant
une technique d’extraction chloroforme, eau, méthanol, en deux temps, qui permet une bonne

séparation des métabolites lipophiles et hydrophiles.

Les résultats présentés dans cette section concernent les composés récupérés dans la
phase chloroformique des extraits, i.e. les composés lipophiles. La Figure VI-14 présente un

spectre '"H-RMN typique obtenu pour ces phases organiques.

Ces spectres permettent la mesure de signaux émanant de différentes molécules
lipophiles. Les assignements des différents signaux ont été faits en comparant les spectres
obtenus a ceux obtenus dans la littérature (Zancanaro et al., 1994). On mesure ainsi dans ces
spectres des signaux émanant du cholestérol, du glycérol (lié aux phospholipides et aux

triglycérides), des acides gras.

Les techniques statistiques multivariées classiques d’analyse de spectres qui ont été
utilisées plus haut pour I'analyse des milieux de culture (ACP, O-PLS-DA) n’ont pas donné de
résultats significatifs, ni pour I'analyse des modeles TCDD vs DMSQO, ni pour celle des modéles
MEHP vs DMSO. Il est possible que ce manque de résultats significatifs soit dG a un probléme de
normalisation des spectres. La technique classique de normalisation des spectres RMN est la
« normalisation par rapport a I'aire totale », i.e. chaque point du spectre est divisé par I'aire
totale sous la courbe de ce méme spectre. Cette technique de normalisation permet de corriger
les effets de dilution entre les échantillons. Cependant, pour des spectres comme ceux
présentés ici dans les phases organiques, qui possédent un nombre réduit de larges signaux,
cette technique de normalisation est peut-étre mal adaptée (voir (van den Berg et al., 2006) et

(Craig et al., 2006) pour une discussion sur les différentes méthodes de prétraitement des
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Figure VI-15 : O-PLS-DA menées sur les spectres des phases organiques des adipocytes traités
au MEHP pendant 48h et les cellules controles
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L’O-PLS-DA a été conduite entre les spectres RMN des extraits organiques des cellules traitées
au MEHP pendant 48h (MEHP48) et les cellules contréles (DMS048). Chaque signal des spectres
des extraits organiques a été intégré et normalisé par rapport aux signaux du cholestérol et est
identifié par la méme lettre que dans la figure 13. Paramétres du modele : Q%Y=0.25, R*X=0.85,
1 composante orthogonale. uk : unknown compound.
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spectres *H-RMN en métabonomique). Pour le traitement au MEHP par exemple, nous avons vu
dans I’étude du transcriptome qu’il perturbait fortement des génes du métabolisme lipidique. Il
est donc probable que ces perturbations transcriptomiques se reflétent sur le contenu lipidique
intracellulaire des cellules. Supposons par exemple que ces perturbations se refletent par une
augmentation de la concentration intracellulaire de tous les lipides résonnant dans le spectre.
Un tel phénomene a déja été observé dans des cellules trophoblastiques de rat (Xu et al., 2006)
traitées au MEHP et ne pourrait pas étre visible sur nos spectres car il serait effacé par la

technique de normalisation sous l'aire totale appliquée.

Ainsi, pour contourner cette difficulté, les spectres RMN ont été normalisés par rapport
aux signaux du cholestérol (6 0.68 et 6 1.01). Ces signaux sont en effet les seuls dont on peut
affirmer avec certitude qu’ils n’appartiennent pas a la chaine carbonée d’un acide gras. Ainsi,
tous les signaux présents dans les spectres ont été intégrés (calcul de I'aire sous la courbe), et
normalisés par rapport a la somme de ces 2 signaux. Les modeéles d’O-PLS-DA ont ensuite été
effectués sur ces données. Ces modeles ne sont pas significatifs lors du traitement a la TCDD.
Pour le traitement au MEHP, les modéles a 24h ne sont pas significatifs non plus. Par contre,
aprés 48h de traitement, certains signaux semblent significativement perturbés, dont ceux des
fonctions CH=CH des acides gras (65.35, signal K), ainsi que 2 signaux appartenant au glycérol lié

aux phospholipides et/ou aux triglycérides (65.28, signal J et 64.33, signal |) (Figure VI-15).

L’analyse des extraits organiques des adipocytes humains n’a pas montré de
différences significatives entre les profils métaboliques des cellules traitées a la TCDD et ceux
des cellules contréles.

Pour les cellules traitées 48h au MEHP, cette analyse semble montrer une
augmentation des signaux appartenant aux fonctions CH=CH et des signaux appartenant au

glycérol lié aux triglycérides et/ou aux phospholipides.
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Figure VI-16 : Spectre *H-RMN 600 MHz d’un extrait aqueux d’adipocytes humains
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Les culots d’adipocytes humains congelés ont été soumis a un protocole d’extraction des métabolites
aqueux et lipophiles. La phase aqueuse, constituée des métabolites polaires, a été examinée par ‘H-RMN
a 600MHz. Leu: Leucine; lle: Isoleucine; Val: Valine; Glu: Glutamate; GIn: Glutamine; Asp:
Aspartate ; TMA : Triméthylamine ; Cre: Créatine; PC: Phosphocholine; uk: unknown compound;
PEA : Phosphoéthanolamine ; NMN : N-Méthylnicotinamide ; NAD : Nicotinamide adénine dinucléotide ;

Tyr : Tyrosine ; Phe : Phenylalanine.

Figure VI-17: ACP conduite sur les spectres RMN des extraits cellulaires aqueux des adipocytes
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Les spectres RMN 600MHz des extraits cellulaires aqueux des adipocytes ont été acquis apres 24h (A) et
48h (B) de traitement avec de la TCDD (10 nM, bleu), du MEHP (100 uM, rouge) ou du DMSO (0.1%,

noir), utilisé comme solvant.
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VI1.3.2.3 Analyse des extraits cellulaires aqueux par "H-RMN

Nous avons ensuite conduit les mémes analyses sur les phases aqueuses des extraits
cellulaires, contenant les métabolites polaires. La Figure VI-16 montre un exemple d’un spectre
'H-RMN 600 MHz de phase aqueuse.

L'identification des différents composés présents dans ces spectres a été effectuée en
utilisant diverses bases de données, en passant certains échantillons en RMN 2D et en utilisant
des outils statistiques de corrélation des différents pics de résonance (STOCSY), (données non

montrées).

La Figure VI-17 présente les résultats de I’ACP conduite sur les spectres de ces extraits
aqueux. Cette ACP montre que, parallelement aux résultats obtenus en transcriptomique et en
métabonomique sur les milieux de culture, 'analyse des spectres ‘H-RMN des métabolites
polaires des adipocytes permet de discriminer les profils métaboliques des cellules traitées au
MEHP de ceux des cellules controles, des 24h de traitement. Au contraire, les profils
métaboliques cellules traitées a la TCDD semblent encore une fois indiscernables de ceux des

cellules controles, méme aprées 48h de traitement.
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Figure VI-18 : ACP conduite sur les spectres RMN des extraits cellulaires aqueux des
adipocytes humains (TCDD vs DMSO)
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Les spectres RMN 600MHz des extraits cellulaires aqueux des adipocytes ont été acquis apres
24h (A) et 48h (B) de traitement avec de la TCDD (10 nM, bleu) ou du DMSO (0.1%, noir), utilisé
comme solvant. Les numéros a coté des points représentent les numéros des individus.
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VI1.3.2.3.1 Effet de la TCDD

L’ACP a été conduite sur les 2 seuls groupes TCDD et DMSO (Figure VI-18). Elle montre
que les profils métaboliques aqueux des adipocytes traités a la TCDD ne présentent pas de
modifications significatives par rapport aux profils des cellules contréles. Ces résultats sont
confirmés par des analyses O-PLS-DA puisqu’aucun des modeles testés n’est statistiquement
significatif (Q?Y<0 pour les 3 modéles : DMSO (n=10) vs TCDD (n=10) ; DMSO 24h (n=5) vs TCDD
24h (n=5) ; DMSO 48h (n=5) vs TCDD 48h (n=5)).

Cette ACP montre aussi que les variations inter-individuelles sont les variations les plus

importantes dans ce jeu de données.

Ainsi, en utilisant la métabonomique par 'H-RMN, nous n’avons pas mis en évidence de
différences significatives dans les profils métaboliques des extraits cellulaires aqueux des

adipocytes traités a la TCDD par rapport aux profils métaboliques des cellules contréles.

190




Figure VI-19: ACP conduite sur les spectres RMN des extraits cellulaires aqueux des

adipocytes humains (MEHP vs DMSO)
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Les spectres RMN 600MHz des extraits cellulaires aqueux des adipocytes ont été acquis apres
24h (A) et 48h (B) de traitement avec du MEHP (100 uM, rouge) ou du DMSO (0.1%, noir), utilisé

comme solvant.
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VI.3.2.3.2 Effet du MEHP

L’ACP a été conduite pour les groupes MEHP vs DMSO (Figure VI-19). Les résultats de
cette ACP montrent qu’il semble possible de discriminer les profils métaboliques aqueux des

cellules traitées au MEHP de ceux des cellules controbles, et ce dés 24h de traitement.

Les modéles d’O-PLS-DA, tres significatifs, confirment ces résultats et permettent
d’identifier les composés responsables de cette séparation. Apres 24h de traitement, les
adipocytes traités au MEHP posseédent moins de lactate que les cellules contrdles, ainsi que des
concentrations plus faibles de certains acides aminés dont la glutamine, la valine, la tyrosine, la
phénylalanine, et de glycérophosphocholine (Figure VI-20A). Aprés 48h de traitement, ces
résultats se confirment, le lactate étant toujours le composé le plus diminué dans les cellules
traitées au MEHP, et la concentration de glutamine étant toujours plus faible dans ces cellules.
Les concentrations d’aspartate, de NAD, de phosphoéthanolamine, de créatine, de choline et de

glycine sont elles plus importantes dans les cellules traitées au MEHP (Figure VI-20B).

Ainsi, en utilisant la métabonomique par 'H-RMN, nous avons mis en évidence des différences
significatives dans les profils métaboliques des extraits cellulaires aqueux des adipocytes
traités au MEHP par rapport aux profils métaboliques des cellules contréles, et ce dés 24h de

traitement.
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Figure VI-20 : O-PLS-DA conduite sur les spectres 'H RMN 600MHz des extraits aqueux des

adipocytes traités au MEHP et les cellules contrdles
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L'O-PLS-DA a été conduite entre les spectres RMN des extraits aqueux des cellules controles et
celles traitées au MEHP pendant 24h (A) ou 48h (B). uk : unknown compound.

Paramétres du modele a 24h : Q?Y=0.70, R*X=0.63, 1 composante orthogonale.

Paramétres du modele a 48h : Q?Y=0.83, R?X=0.65, 1 composante orthogonale.
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VI.3.2.3.3 Conclusion

Les profils *H RMN des métabolites intracellulaires aqueux des adipocytes permettent la
guantification simultanée d’un grand nombre de composés appartenant a des familles

chimiques diverses : acides aminés, sucres, acides organiques, amines...

L'analyse de ces profils n’a, une fois encore, pas permis de discriminer les adipocytes
traités a la TCDD des cellules contréles, alors que les profils des cellules traitées au MEHP sont
tres perturbés, dés 24h de traitement. Le lactate, trés diminué dans ces cellules (-50%), est le
composé le plus discriminant dans les modeéles statistiques entre les cellules traitées au MEHP
et les cellules controles. Des acides aminés (valine, glutamine, glutamate, tyrosine,
phénylalanine) sont trés diminués dans ces cellules, d’autres (aspartate, glycine) sont
augmentés. Le métabolisme des phospholipides semble perturbé aussi lors de ce traitement :
augmentation de la concentration de phosphoéthanolamine et de choline, diminution de celle
de glycérophosphocholine. Enfin, ces cellules possedent une concentration plus importante de

NAD, surtout aprés 48h de traitement.
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Figure VI-21 : O-PLS : intégration des données transcriptomiques et métabonomiques
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Chaque barre représente le Q%Y d’'un modele O-PLS qui a comme matrice X l'intégralité des
données de spectre *H-RMN des extraits aqueux aprés 24h (A) et 48h (B) de traitement et
comme matrice Y les données d’expression de chacun des 226 genes différentiellement
exprimés lors du traitement au MEHP trouvés par le test SAM.
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VI.3.2 Intégration des données transcriptomiques et métabonomiques

Nous avons essayé d’intégrer de facon statistique les données obtenues sur les spectres
RMN des extraits aqueux et les données transcriptomiques. Pour cela, des modeles PLS ont été
testés, qui cherchent a prédire les données de transcriptomique a partir des données de
métabonomique. De fagon simplifiée, 226 modeles PLS ont été construits, un modele pour
chaque géne considéré comme différentiellement exprimé par le test SAM (Table VI-3). Chaque
modele essaie de prédire les valeurs d’expression d’un gene, obtenues grace aux puces a ADN
des cellules traitées au MEHP et des cellules contréles, a partir des données des spectres RMN
des extraits aqueux des mémes cellules. Les Q%Y de ces modeles, indicateurs de la capacité de

prédiction entre ces deux jeux de données, sont présentés sur la Figure VI-21.

On voit qu’aprés 24h de traitement (Figure VI-21A), la plupart des Q%Y sont négatifs et
qu’un seul de ces modéles dépasse le seuil de Q?Y>0.25, traduisant une faible prédiction des
données transcriptomiques a partir des données métabonomiques a 24h.

Au contraire, aprés 48h de traitement, la plupart de ces Q%Y sont positifs, et beaucoup
d’entre eux dépasse le seuil de 0.25 (Figure VI-21B). Cela signifie qu’il existe une meilleure
capacité de prédiction entre les données de transcriptomique, et les données de
métabonomiques obtenues a 48h qu’entre les données de transcriptomique et les spectres a

24h.

Ainsi, les perturbations obtenues au niveau du transcriptome s’interpréteront plus
facilement en lien avec les perturbations métaboliques a 48h qu’avec les perturbations

métaboliques plus précoces observées a 24h.

L'intégration statistique des données de transcriptomique et de métabonomique montre une
bonne capacité de prédiction entre les données transcriptomiques a 24h et les données

métaboliques a 48h.
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Figure VI-22 : Quantification de la quantité de triglycérides intracellulaires dans les adipocytes

humains
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La quantité de triglycérides intracellulaires a été mesurée tout au long de la différenciation des
préadipocytes humains (n=5) (DO a D11) et aprés 24 et 48h de traitement avec du MEHP (M,
100 uM, rouge) ou du DMSO (D, 0.1%, noir), utilisé comme solvant. * : p<0.05, évalué par un
test de Wilcoxon apparié.

197



VI.3.3 Effet du MEHP sur les adipocytes humains au cours du temps

Afin de confirmer les résultats obtenus dans les spectres des phases organiques,
notamment 'augmentation de la quantité de glycérol lié aux TG lors du traitement au MEHP,
nous avons quantifié les TG intracellulaires pendant toute la durée de différenciation des
cellules et aprés 24 et 48h de traitement avec le MEHP. Les résultats de ces mesures sont
donnés dans la Figure VI-22. Le contenu intracellulaire en TG augmente régulierement tout au
long du processus de différenciation jusqu’au jour 11 aprés induction de la différenciation, ou
les cellules atteignent un seuil d’accumulation de TG. C'est a ce moment la qu’elles sont traitées
avec le MEHP. Apres 24h de traitement, le contenu intracellulaire en TG n’est pas
significativement différent entre les cellules traitées et les cellules contréles, alors qu’apres 48h
de traitement, le contenu en triglycérides est statistiquement plus important dans les cellules
traitées au MEHP que dans les cellules contréles (+27% en moyenne). Ces résultats confirment
ainsi les résultats des extraits organiques des adipocytes traités au MEHP, dans lesquels les
signaux du glycérol augmentaient aprés 48h de traitement au MEHP. Les changements
métaboliques observés dans les profils "H-RMN des extraits aqueux des cellules traitées 48h au
MEHP pourraient de plus s’expliquer en lien avec cette augmentation de la quantité de TG dans
les cellules. Cependant, d’'importantes perturbations métaboliques sont visibles dés 24h dans
ces extraits aqueux, alors que la quantité intracellulaire de TG n’est pas encore modifiée. Ces
résultats laissent penser a I'activation précoce de voies métaboliques dans les adipocytes traités

au MEHP.

Pour approfondir cette hypothese, nous avons effectué des cinétiques d’expression des
ARNm de genes impliqués dans diverses voies du métabolisme adipocytaire. L'expression de
génes marqueurs classiques de la différenciation adipocytaire (PPARy, CEBPa, G3PDH et
Adipose Differentiation related Protein (ADFP)) a été quantifiée apres 4, 8 et 24h de traitement
au MEHP, de méme que I'expression de genes impliqués dans diverses voies du métabolisme
adipocytaire : glycéronéogenése et métabolisme du glycérol (Glycerol kinase (GlyK), pyruvate

carboxylase (PC), Pyruvate Dehydrogenase Kinase 4 (PDK4), PEPCK), synthése
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Figure VI-23: Cinétique d’induction des geéenes impliqués dans différentes voies du

métabolisme lipidique aprés traitement des adipocytes humains au MEHP
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Les adipocytes humains ont été traités 4, 8 ou 24h avec du MEHP 100 uM ou du DMSO 0.1% utilisé
comme solvant. L'induction de genes impliqués dans des voies métaboliques diverses a été vérifiée par
RT PCR. (A) Génes marqueurs de la différenciation adipocytaire. (B) Genes impliqués dans la voie de
glycéronéogenése. (C) Genes impliqués dans d’autres voies du métabolisme lipidique. Les données sont
les facteurs d’induction comparés aux cellules traitées au DMSO (moyennes + écart-type, n=5 individus).
* 1 p<0.05, ** : p<0.01, évalué par le test de Wilcoxon apparié.
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des AG (Fatty Acid Synthase (FAS)), transport des AG (FABP4, CD36), lipolyse (LPL, ATGL, HSL) et
B-oxydation (Carnitine palmitoyltransferase 1 (CPT1)). Les résultats de cette cinétique sont
donnés sur la Figure VI-23. Apreés 24h de traitement, I'expression de presque tous les génes
testés est significativement induite, dont celle de 3 des 4 génes marqueurs de la différenciation
adipocytaire, confirmant notamment les résultats de notre étude transcriptomique. A des
temps tres précoces (des 4h de traitement), les deux seuls génes activés sont PEPCK et PDK4,

deux génes impliqués dans la voie de la glycéronéogenese.

Pour confirmer l'induction précoce de cette voie métabolique, I'expression de la
protéine PEPCK et la sortie des acides gras libres en conditions lipolytiques ont été choisis
comme indices du flux glycéronéogenique et mesurés apres 18h de traitement au MEHP (Figure
VI-24). Le traitement au MEHP entraine une augmentation de la quantité de protéine PEPCK
dans les cellules (Figure VI-24A), ainsi qu’une diminution de la sortie des acides gras non
estérifiés de 29% en moyenne en conditions lipolytiques (Figure VI-24B). Ce dernier résultat
indique qu’une plus grande partie des acides gras libérés par I’hydrolyse des triglycérides est
recyclé dans les adipocytes traités au MEHP. Ces 2 résultats concordent pour indiquer que la

voie de la glycéronéogenése est augmentée par le traitement au MEHP.
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Figure VI-24 : Induction de la glycéronéogenése dans les adipocytes humains traités au MEHP
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Les adipocytes humains ont été traités 18h avec du MEHP 100uM ou du DMSO 0.1% utilisé
comme solvant. L'expression de la protéine PEPCK a été mesurée par western-blot (A). La
glycéronéogénese et la lipolyse ont ensuite été induites en laissant les cellules 3h a jeun dans un
milieu sans glucose comme décrit dans la section Matériel et Méthodes. Puis, la sortie des
acides gras a été mesurée pendant 2h dans un milieu contenant du pyruvate 5 mM (B). Les
résultats sont la moyenne + écart type pour 3 réplicats par individus (n=5 individus). ** : p<0.05
en utilisant le test de Wilcoxon apparié.
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V1.4 Discussion

VI.4.1 Le MEHP est un activateur des genes cibles de PPARy dans les adipocytes

humains

Notre étude transcriptomique a permis de mettre en évidence I'effet direct du MEHP sur
de nombreux genes impliqués dans le métabolisme lipidique dans des adipocytes humains.
L'analyse des voies métaboliques menée sur les genes sur-exprimés lors du traitement au MEHP
donne comme résultat le plus significatif (p value=3 107) Iactivation de la voie PPAR
comprenant 11 genes de notre liste (Figure VI-25). Dans la famille des récepteurs PPAR,
I'isoforme majoritairement exprimée dans le TA est PPARy. Au niveau moléculaire, I'action de
PPARy est liée a son hétérodimérisation avec RXR, et a la fixation de I’'hétérodimére sur des
éléments de réponses spécifiques (PPRE) situés dans le promoteur des genes cibles. Parmi les
11 genes de notre liste appartenant a la voie de signalisation PPAR, 5 d’entre eux sont régulés
plus de 2.5 fois apres 24h de traitement au MEHP dans les adipocytes humains (FABP4, FABPS5,
AQP7, PEPCK et ANGPTL4, Table VI-3), et cette activation a été confirmée par des réplicas
techniques (par RT PCR) pour 3 d’entre eux (FABP4, PEPCK, AQP7, Figure VI-23). D’autres genes
régulés par le traitement au MEHP possedent des séquences PPRE dans leur promoteur et sont
des genes cibles bien connus de PPARy, dont ceux codant pour PDK4 (Sears et al., 2007), LPL,
CD36, ACS, adiponectine (Desvergne and Wahli, 1999).

Des essais de trans-activation in vitro dans les cellules COS-1 ont montré la capacité du
MEHP a activer les formes murines et humaines de PPARy (Hurst and Waxman, 2003). Feige et
al. (Feige et al., 2007) ont confirmé ces résultats et montré que I'activation de PPARy par le
MEHP était dépendante du type cellulaire. L’activation par le MEHP du récepteur PPARy de la
souris est par exemple trés faible dans les cellules HeLa humaines, et beaucoup plus forte dans
les cellules C2C12 murines, mais reste, dans les deux types cellulaires, trés inférieure a

I'activation induite par un agoniste total de PPARYy, la rosiglitazone. Ces résultats montrent que
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Figure VI-25 : Voie de signalisation des récepteurs PPAR (KEGG pathway)
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L'analyse des voies métaboliques significativement surrégulées lors du traitement des
adipocytes humains au MEHP montre que la voie la plus significative est la voie de signalisation
des récepteurs PPAR (p value=3 107). En rouge, les genes présents dans notre liste présentée
dans le Tableau VI-3.
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le MEHP est un agoniste partiel de PPARYy, avec une affinité et une efficacité réduite par rapport
aux agonistes totaux. De plus, les mémes auteurs montrent que, dans les cellules 3T3-L1, le
traitement au MEHP entraine le recrutement sélectif de cofacteurs de transcription par PPARy
et I'induction d’un sous-groupe réduit de génes cibles de PPARy par rapport au traitement avec
la rosiglitazone. Le traitement des cellules 3T3-L1 au MEHP entraine par exemple I'induction de
I'expression des genes FABP4, adipoQ, CD36, ACS1, LPL, CEPBa et LXRa, mais pas celle de GlyK
ni de Olrl, pourtant induite par le traitement a la rosiglitazone, indiquant que I'efficacité de
I'induction de I'expression des genes par le MEHP dépend du contexte du promoteur. Dans nos
adipocytes humains, le traitement au MEHP induit de méme I'expression de FABP4, CEPBa,
CD36, ACS1, LPL et LXRa, mais pas celle de GlyK (Tableau VI-3 et Figure VI-23B). Nos résultats
semblent ainsi confirmer ceux trouvés dans les cellules 3T3-L1 et montrer, pour la premiere fois

dans des adipocytes humains, que le MEHP est un activateur sélectif de PPARy.

VI1.4.2 Le MEHP a-t-il un effet pro-différenciant sur les adipocytes humains ?

La caractéristique la plus frappante de PPARy au moment de sa découverte était son
niveau d’expression trés élevé dans le TA (Dreyer et al., 1992). Un réle direct de PPARy sur
I'adipogénése a été suggéré grace au fait que le niveau d’expression de PPARy était
extrémement faible dans les lignées préadipocytaires 3T3-L1 et 3T3-F442A, et que son
apparition au cours de la différenciation adipocytaire précédait celle de nombreux autres
marqueurs de différentiation terminale comme aP2, PEPCK ou C/EBPa. De plus, les activateurs
de PPARy comme le Wy-14643 et les TZDs sont capables d’induire la conversion de
préadipocytes en adipocytes (Desvergne and Wahli, 1999). Le MEHP, ligand de PPARy dans les
cellules murines 3T3-L1, est capable, lui aussi, d’induire leur différenciation en adipocytes (Feige

et al., 2007).

Ici, nous avons travaillé sur des préadipocytes humains différenciés in vitro en
adipocytes pendant 11 jours. La quantité intracellulaire de TG augmente de facon linéaire

pendant tout le processus de différenciation des cellules, jusqu’au jour 11 ou elle atteint un
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plateau (Figure VI-22). Un comptage visuel du ratio de cellules remplies de TG/cellules vides de
TG nous a permis d’évaluer le pourcentage de cellules différenciées (i.e ayant accumulé des TG
dans leur cytoplasme) a environ 70% au moment du traitement. Les conséquences
métaboliques de [’exposition des adipocytes humains au MEHP ont été évaluées par
métabonomique en utilisant la 'H RMN. Les perturbations du métabolisme lipidique ont été
recherchées dans les extraits cellulaires organiques. Aprés 24h de traitement au MEHP, les
profils 'H-RMN de ces extraits organiques n’étaient pas significativement différents entre les
cellules traitées et les cellules controles. Aprés 48h, les analyses O-PLS-DA montrent une
augmentation des résonances de 2 signaux du glycérol sur les 3 présents dans les spectres dans
les cellules traitées au MEHP (Figure VI-15). Ces résultats suggérent une perturbation du
métabolisme lipidique incluant une augmentation de la quantité de glycérol lié aux TG et/ou aux
phospholipides. Afin de confirmer ces résultats, la quantité de TG intracellulaires a été mesurée
aprés 24 et 48h de traitement au MEHP (Figure VI-22). Apres 24h de traitement au MEHP, la
concentration de TG n’est pas différente entre les cellules traitées ou non. Par contre apres 48h
de traitement, une augmentation de 27% en moyenne de la quantité intracellulaire de TG a été
observée dans les cellules traitées au MEHP. Le traitement au MEHP entraine ainsi une reprise
de I'accumulation intracellulaire de TG dans nos cellules, pouvant faire penser a une reprise du

phénomeéne de différenciation.

La différenciation adipocytaire est un phénomene tres complexe dont la finalité est la
transformation des préadipocytes de phénotype fibroblastique en adipocytes matures. La
plupart des changements liés a la différenciation adipocytaire sont des changements
d’expression de genes. De nombreux rapports ont essayé de schématiser les étapes de la
différenciation adipocytaire en une simple hiérarchie d’événements moléculaires et de classer
les genes régulés lors de I'adipogenése en marqueurs précoces, intermédiaires et tardifs de la
différenciation (Gregoire et al., 1998). |l reste cependant tres difficile d’obtenir une chronologie
compléte des évenements moléculaires qui s’enchainent lors de I'adipogeneése, I'acquisition

progressive du phénotype adipocytaire étant associée avec la modulation de I'expression de
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plus de 2000 genes (Guo and Liao, 2000). Dans notre étude transcriptomique, nous avons
observé que le MEHP régulait I'expression de genes impliqués dans toutes les voies
métaboliques impliquées dans la synthese des TG et leur stockage dans les adipocytes humains.
Les deux sources métaboliques majeures utilisées par les adipocytes pour la synthese de TG
sont le glucose et les AG. Ici, nous avons montré que le MEHP augmentait significativement la
transcription des genes impliqués dans le captage et le transport des acides gras, comme LPL
(*1.95), CD36 (*1.76) et FABP3 ,4 et 5 (*2.6, *3.83 et *3.15 resp.). Pour la synthese des TG, le
squelette du glycérol et les acides gras sont transformés en G3P et en esters d’acides gras-CoA.
L'activité glycérol kinase étant négligeable dans les adipocytes en condition physiologique, le
glycérol-3P est produit a partir d’un intermédiaire de la glycolyse via la G3PDH (*2.79), et par la
glycéronéogenése via PEPCK1 (*2.93). Les esters d’acides gras-CoA sont synthétisés par les
enzymes acyl-CoA synthetase (ACSF2 *1.86, ACSL5 *1.69, ACSL3 *1.54). Une petite partie des
acides gras utilisés pour la synthése des TG provient de la synthése de novo d’acides gras a
partir du glucose. Les voies métaboliques les plus augmentées par le traitement au MEHP sont
celles de la biosynthese des acides gras et des acides gras insaturés (p value=2 107 et 1.8 10
resp.) incluant des enzymes comme |'acetyl-Coenzyme A carboxylase beta (*1.94), la fatty acid
synthase (*1.62) et I'oleoyl-ACP hydrolase (*1.98). En accord avec une augmentation de la
synthése des acides gras dans nos cellules, la phosphogluconate dehydrogenase (PGD *1.63),
enzyme clef de la voie des pentoses phosphates qui fournit du NADPH comme agent réducteur

pour cette synthese, est surexprimée lors du traitement au MEHP.

De plus, lors de leur différenciation, les adipocytes acquiérent leur sensibilité a I'insuline.
Ici, le MEHP a induit la transcription d’un certain nombre de génes impliqués dans la voie de
signalisation a I'insuline (p value = 2.7 10, dont les phosphodiesterases 1B et 3B (*2.67 et

*2.96 resp.).

Enfin, lors de la différenciation adipocytaire, les cellules passent d’'une forme allongée
fibroblastique, a une forme sphérique et des changements drastiques apparaissent dans la

morphologie cellulaire, les composants du cytosquelette et le niveau et le type de composants
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de la matrice extracellulaire. Ici, les génes les plus sous-exprimés lors du traitement au MEHP
sont significativement associés aux termes «régulation du cytosquelette d’actine »,
« glycoprotéines sécrétées » et « matrice extra cellulaire » (Figure VI-7). Par exemple, les génes
du collagene sont régulés par le traitement au MEHP, avec le gene codant pour le collagene 4A6
qui est surexprimé (*1.35), alors que le géne du collagéne 8A6 est sous-exprimé (*-1.56). Un
switch dans I'expression des genes du collagéne est un évenement bien connu de la
différenciation adipocytaire (Gregoire et al., 1998). De méme, une augmentation de la
production de chondroitines sulfates protéoglycanes solubles et associés aux cellules a été
observée lors de la différenciation des 3T3-L1 (Calvo et al., 1991). Notre étude montre que la
voie métabolique « biosynthese des chondroitines sulfates» est significativement augmenté lors
du traitement au MEHP dans nos cellules (p value = 3.2 107%), avec I'augmentation de la
transcription des genes codant pour les carbohydrates sulfotransferases 3 et 11 (*1.45 et *1.57

resp.) entre autres.

Ainsi, de nombreux genes impliqués dans la différenciation adipocytaire sont modifiés
apres 24h de traitement au MEHP. Des effets métaboliques sur I'augmentation de la quantité
intracellulaire de TG sont visibles un peu plus tard, apres 48h de traitement. Ces résultats

semblent ainsi indiquer un effet pro-différenciateur du MEHP sur les adipocytes humains.
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V1.4.3 Effets métaboliques liés au MEHP : génération d’hypothéses

VI.4.3.1 Analyse des profils des extraits organiques: augmentation des
insaturations des acides gras, perturbation des phospholipides et modulation

de la sensibilité a I'insuline

L'analyse de profils métaboliques organiques des cellules traitées au MEHP a montré, en
plus de 'augmentation des signaux du glycérol, celle des signaux des fonctions CH=CH, laissant
supposer une augmentation de la quantité d’acides gras insaturés dans ces cellules. Ces
perturbations ne sont significatives qu’apres 48h de traitement. Cependant, des 24h, le chemin
métabolique « biosynthése des AG polyinsaturés » est significativement augmenté (p value
= 1.8 10), avec I'induction de I'expression des génes codant pour des acides gras désaturases

(FADS1 *1.7, FADS3 *1.39), et la stearoyl-CoA désaturase (SCD *1.39).

La SCD est une A9 désaturase, et I'enzyme limitante de la biosynthese des AG
monoinsaturés. Son expression est fortement augmentée lors de la différenciation des cellules
3T3-L1 (Jessen and Stevens, 2002). Il a déja été observé une forte augmentation dans la
guantité de TG contenant des chaines aliphatiques insaturées lors de la différenciation des
cellules 3T3-L1 (>95% de TG avec au moins une insaturation dans les 3T3-L1 différenciées (Su et
al., 2004)). Les chaines aliphatiques qui entrent dans le pool de TG étant largement dérivées des
AG saturés présents dans le milieu de culture, et des AG saturés venant de la lipogénése de
novo, il est clair que la désaturation des AG est un processus important pour fournir les AG
insaturés nécessaires a la synthése des TG dans les cellules 3T3-L1. Nos résultats montrent la
possibilité d’'un phénomene similaire dans les adipocytes humains, la désaturation des AG étant

aussi augmentée dans les adipocytes humains soumis au MEHP.

Le lien entre la SCD et la sensibilité a I'insuline est de plus en plus étudié. Les souris
présentant un déficit dans le géne codant pour la SCD1 (homologue de la SCD humaine)

présentent en effet une dépense énergétique plus forte, une diminution de leur adiposité, une
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résistance a I'obésité induite par un régime riche en graisses et une meilleure sensibilité a
I'insuline (voir (Dobrzyn et al., 2010) pour revue). Chez I’humain, des polymorphismes dans le
gene codant pour la SCD ont été associés avec la sensibilité a I'insuline (Warensjo et al., 2007),
et I'expression du gene est augmentée par 2 lors du traitement avec la pioglitazone (Yao-
Borengasser et al., 2008). Un des mécanismes par lequel la SCD pourrait influer sur la sensibilité
a I'insuline est par I'altération des propriétés des membranes plasmiques. L’oléate (A-18 :1) est
I'acide gras monoinsaturé le plus présent dans les phospholipides membranaires, et le ratio
d’acides gras saturés/monoinsaturés est important pour la fluidité membranaire. Il a été
proposé que la diminution des AG monoinsaturés des phospholipidides membranaires observée
chez les souris SCD1-/- est compensée par des AG polyinsaturés, la présence de plus de doubles
liaisons dans les chaines des acyl gras entrainant une augmentation de la fluidité membranaire.
Le degré d’insulino-résistance est en effet inversement corrélé a la quantité d’AG polyinsaturés
dans les phospholipides des muscles squelettiques chez les rongeurs et chez ’'Homme (Borkman
et al., 1993). La fluidité membranaire ainsi augmentée permettrait I'agrégation des récepteurs a
I'insuline, augmentant leur phosphorylation apres la liaison de I'insuline. Au sein du TA, Collins
et al. ont montré que |'élongation et la désaturation des AG étaient augmentée de facon
concomitante a la lipogenése de novo dans des adipocytes humains différenciés en présence de
palmitate, et que ces phénoménes étaient couplés fonctionnellement (Collins et al., 2010).
L'inhibition de la SCD dans ces cellules entraine une diminution de la lipogenése de novo, une
augmentation du ratio AG saturés/monoinsaturés, une diminution de la fluidité membranaire et
une diminution de la sensibilité a I'insuline. Nos résultats montrent de méme une augmentation
concomitante de la lipogenése de novo et des phénomeénes d’élongation (ELOVL5 *1.41) et
d’insaturation des AG dans les cellules traitées au MEHP. L’analyse des profils "H-RMN aqueux
des mémes cellules montre de plus une perturbation du métabolisme des phospholipides, les
cellules traitées au MEHP ayant une plus grande concentration de choline et de
phosphoéthanolamine que les cellules contréles. Enfin, une autre voie métabolique
significativement augmentée dans les cellules traitées au MEHP est la « voie de signalisation de
I'insuline ». L'intégration de tous ces résultats nous permet de soulever I'hypothése que le

MEHP, en perturbant la composition intracellulaire en acides gras des adipocytes humains
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(augmentation des insaturations), perturbe aussi la composition et la fluidité membranaire de

ces adipocytes, contribuant ainsi a I'amélioration de leur sensibilité a I'insuline.

V1.4.3.2 Analyse des profils des extraits aqueux : perturbations du métabolisme

lipido-glucidique

L’analyse des profils métaboliques "H-RMN des extraits aqueux des adipocytes a permis
de mettre en évidence des différences importantes dans les profils des cellules traitées au
MEHP par rapport a ceux des cellules controles. Aprés 48h de traitement au MEHP, la
perturbation métabolique la plus significative est la diminution de la concentration
intracellulaire de lactate. Une analyse de flux métabolique a été appliquée récemment sur les
cellules 3T3-L1 en différenciation et a montré que I'accumulation intracellulaire de TG était
corrélée avec une redistribution significative du flux du pyruvate de la fermentation lactique
vers le cycle de Krebs (Si et al., 2007). Ainsi, la diminution de lactate observée dans nos cellules
traitées au MEHP pourrait-elle s’expliquer par I'utilisation accrue du pyruvate intracellulaire
comme substrat pour la lipogenése de novo. De méme apres 48h de traitement au MEHP, Ila
concentration intracellulaire de glutamine est fortement diminuée, pouvant aussi s’expliquer
par une augmentation de I'utilisation de la glutamine comme substrat pour la synthése d’AG.
Dans une lignée d’adipocytes bruns, Yoo H et al. (Yoo et al., 2004) ont en effet déja montré que
la glutamine était une source importante de carbone pour la lipogenése de novo. Enfin, ces
profils métaboliques montrent aprés 48h de traitement au MEHP, une augmentation
importante des concentrations intracellulaires de NAD. Les niveaux de nucléotides pyridines
(NAD et NADP) augmentent lors de la différenciation adipocytaire des cellules 3T3-L1
(Fukuwatari et al., 2001), mais le mécanisme de cette augmentation n’est pas encore connu. Ici,
les signaux de résonnance du NADP ne sont pas visibles dans les profils *H-RMN des cellules.
Ceux du NAD le sont et augmentent significativement lors du traitement au MEHP, ainsi que
I’ARNm de la nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT *1.8), qui est I'’enzyme limitante

de la synthése du NAD chez les mammiféres (Revollo et al., 2004). Il semble ainsi probable que
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le MEHP augmente la synthése de NAD dans les adipocytes humains, via la régulation

transcriptionnelle de certaines enzymes de la synthése du NAD, dont la NAMPT.

Les perturbations métaboliques observées aprés 48h de traitement au MEHP peuvent
ainsi s’expliquer par une augmentation de la synthése de novo de triglycérides dans les
adipocytes humains. Aprés 24h de traitement cependant, nous n’avons pas observé de
perturbations significatives dans les spectres "H-RMN des extraits cellulaires organiques, ni dans
la quantité intracellulaire de TG. Pourtant, des différences importantes sont déja visibles dans
les spectres 'H-RMN des extraits aqueux. La concentration intracellulaire de lactate par exemple
est déja fortement diminuée dans les cellules traitées. Cette diminution, si elle ne s’explique pas
par une consommation accrue de pyruvate pour synthétiser des AG, doit s’expliquer par
I’activation précoce d’une autre voie métabolique consommatrice de lactate et/ou de pyruvate.
Les autres différences observées dans ces profils métaboliques suggérent de plus I'activation
d’'une voie consommatrice en acides aminés, les concentrations intracellulaires de valine,

glutamine, tyrosine et phénylalanine étant aussi fortement diminuée.

V1.4.4 Le MEHP est un activateur précoce de la glycéronéogenése dans les adipocytes

humains

Afin de confirmer I’hypothése d’une voie métabolique consommatrice de lactate activée
précocement dans nos cellules lors du traitement au MEHP, une cinétique d’expression de
genes codant pour des enzymes clefs du métabolisme adipocytaire a été effectuée a 4, 8 et 24h
de traitement avec le MEHP (Figure VI-23). Les résultats de cette étude cinétique montrent
I'activation précoce et ciblée de 2 génes: PEPCK et PDK4. L’'activation de ces 2 genes est
maximale aprés 4h de traitement, alors que celle des autres génes n’est significative qu’apres
24h. PEPCK est I'enzyme limitante de la voie de glycéronéogenéese. La glycéronéogenése est la
voie métabolique par laquelle des précurseurs glucogéniques comme le pyruvate sont convertis
en G3P utilisé pour la synthése des TG. Cette voie importante dans le TA est trés augmentée en

période de jeline (Beale et al., 2002), et participe notamment a la régulation de la libération des
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Figure VI-26 : Résumé des effets métaboliques induits par le traitement au MEHP dans les

adipocytes humains
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A : Le MEHP induit précocement la glycéronéogeneése et la réestérification des acides gras dans

les adipocytes humains. B: Le MEHP induit plus tardivement

préadipocytes humains et la synthese de triglycérides.
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AG libres dans le sang en augmentant la proportion d’AG réestérifiés par le TA. PEPCK et PDK4
sont régulées au niveau transcriptionnel par les activateurs de PPARy (Cadoudal et al., 2008).
PDK4 controle négativement I'activité du complexe pyruvate dehydrogenase qui contribue a
transformer le pyruvate en acetyl-CoA. L’activation de PDK4 par le MEHP pourrait ainsi conduire

a une redistribution du flux du pyruvate vers la glycéronéogenése.

L’hypothése de I'augmentation de la glycéronéogenése a été testée dans des adipocytes
traités 18h au MEHP. Aprés 18h de traitement, I'activation de la protéine PEPCK a été vérifiée
par Western-Blot (Figure VI-24A), et les concentrations d’AG non estérifiés libérés dans le milieu
ont ensuite été mesurées en conditions lipolytiques (Figure VI-24B). Le traitement au MEHP
diminue de presque 30% la libération des AG non estérifiés. La libération des AG non estérifiés
par le TA représente une balance entre les AG libérés par la lipolyse, et ceux réestérifiés avant
leur sortie. Le MEHP n’ayant aucun effet sur la lipolyse de nos cellules (données non montrées),
la diminution de la sortie des AG lors du traitement au MEHP est le résultat d’'une augmentation
de la quantité d’AG réestérifiés, pour lesquels le squelette de glycérol est fourni par
I’augmentation simultanée de la glycéronéogénése. Cette hypothese métabolique ainsi que les

résultats de notre expérience sont résumés sur la Figure VI-26.

Nous avons ainsi montré que le MEHP était capable d’induire la glycéronéogénése et la
réestérification des AG trés précocement dans les adipocytes humains, conduisant a la
diminution de la quantité d’AG libérés par les adipocytes en conditions lipolytiques. Ce
phénoméne a déja été étudié pour d’autres activateurs de PPARy, la rosiglitazone, une TZD,
dans des cellules 3T3-F442 in vitro, des explants de TA murins et humains et chez ’homme in
vivo (Cadoudal et al.,, 2008) et participe probablement a I'amélioration de I’homéostasie

lipidique de I'organisme et aux propriétés antidiabétiques de ces médicaments.
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VI.4.5 Perturbations du TA et conséquences attendues de I'exposition humaine

au MEHP

Des études précédentes avaient montré que le MEHP était un agoniste partiel du
récepteur PPARy, induisant le recrutement sélectif de cofacteurs de transcription et induisant
I’expression d’un sous-groupe restreint de genes cibles de PPARy dans les cellules 3T3-L1 par
rapport a un agoniste total, la rosiglitazone. Le MEHP était aussi capable, comme la
rosiglitazone, d’induire la différenciation des préadipocytes 3T3-L1 en adipocytes, et cette
propriété est dépendante de PPARy, puisque l'inhibition de I'expression de ce récepteur via un
siRNA bloque complétement I'effet pro-différenciateur du MEHP (Feige et al., 2007). Nos
résultats montrent l'activation d’un trés grand nombre de génes cibles de PPARy lors du
traitement avec du MEHP de préadipocytes humains différenciés in vitro, suggérant que ce
mécanisme d’activation sélectif de PPARy est aussi présent chez I'Homme. De plus, les
perturbations transcriptomiques et métaboliques engendrées par le traitement au MEHP
suggerent que cette molécule pourrait aussi avoir un effet pro-différenciant sur les adipocytes
humains. Nos résultats montrent de plus que le MEHP est capable d’activer la glycéronéogeneése
dans les adipocytes humains. Cette voie métabolique est aussi activée lors du traitement aux

TZDs d’adipocytes 3T3-F442A différenciés in vitro, d’explants de souris et d’humains.

Les TZDs sont des médicaments qui améliorent la sensibilité a I'insuline et sont utilisés
dans le traitement du diabete de type 2. lls entrainent une diminution du TA viscéral,
augmentent I'action de I'insuline et améliorent I'homéostasie glucidique, tout en augmentant la
taille des dépobts adipeux sous-cutanés (Yang and Smith, 2007). Un des effets principaux des
TZDs sur le TA, décrit principalement chez les rongeurs, est la stimulation de la différenciation
adipocytaire et 'apoptose des gros adipocytes, résultant en une population de petits adipocytes
plus sensibles a l'insuline (Okuno et al., 1998). Les TZDs induisent aussi la glycéronéogenése
dans le TA humain in vitro et in vivo. En augmentant la quantité d’AG réestérifiés par le TA en
situation lipolytique et en diminuant ainsi la quantité d’AG libérés dans la circulation sanguine,

ce mécanisme participe aussi probablement a I'amélioration de I’'homéostasie lipidique induite
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par ces médicaments (Cadoudal et al., 2007). Un des effets secondaires des traitements aux
TZDs est une prise de poids modérée dont le mécanisme reste controversé (Koenen et al., 2009)

(Hollenberg, 2003).

Le MEHP, agoniste partiel de PPARy dans les 3T3-L1 et probablement chez I'Homme
semble ainsi partager deux propriétés avec les TZDs, agonistes totaux de PPARy : une action
pro-différenciatrice sur les préadipocytes et une capacité d’induction de la glycéronéogenése.
Ces 2 propriétés contribuent certainement a I'amélioration de I'homéostasie glucido-lipidique
de I'organisme lors des traitements aux TZDs, et on peut penser qu’il en est de méme lors de
I’exposition au MEHP. Cependant, ces mécanismes aboutissent aussi a I'augmentation de la
guantité intracellulaire de TG dans les dépots adipeux, et sont soupconnés d’étre, au moins
partiellement, responsables de la prise de poids observée lors du traitement aux TZDs. lls
pourraient ainsi potentiellement participer a un effet obésogéne du MEHP, et partiellement
expliquer la corrélation positive entre les concentrations urinaires de MEHP et le tour de taille

montrées dans (Stahlhut et al., 2007).

Cependant, il est intéressant de noter que le MEHP est un ligand de PPARy beaucoup
moins efficace que les TZDs, et de se demander dans quelle mesure les effets observés in vitro
sont pertinents in vivo. Les essais de trans-activation du récepteur PPARy, humain in vitro
montrent qu’il faut traiter les cellules avec 200 uM de MEHP pour obtenir une activation
comparable a celle obtenue avec 1 uM de rosiglitazone. De méme, pour induire la
différenciation des 3T3-L1, 100 uM de MEHP induisent une augmentation de la quantité de TG
intracellulaire correspondant a environ 60% de celle obtenue avec 1 uM de rosiglitazone (Feige
et al., 2007). Dans les adipocytes humains, nous avons ici montré que le MEHP a 100 uM
induisait une diminution de 30% de la quantité d’AG libres en conditions lipolytiques. Dans les
mémes conditions expérimentales, Cadoudal et al. obtiennent une diminution de plus de 70%
de la quantité d’AG libérés en traitant des cellules 3T3-F442A avec 1 uM de rosiglitazone
(Cadoudal et al., 2008). On voit ainsi que pour ces deux effets dépendants de PPARy, il existe 2

ordres de grandeur de différence dans I'efficacité du MEHP comparé a la rosiglitazone. Le
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traitement de patients diabétiques a la rosiglitazone induit une prise de poids de I'ordre de 2-3
kg pour 12 semaines de traitement, a 8 mg/jour (soit 115 pg/kg/jour pour un adulte de 70 kg)
(Tan et al., 2005). En comparaison, la valeur de référence pour I'absorption journaliére de DEHP
(Tolerable Daily Intake) préconisée par I'EFSA (European Food Standard Agency) est de 50
ug/kg/jour, et diverses équipes ont évalué la dose journaliere absorbée de DEHP entre 0.6-2.2
ug/kg/jour et 25 pg/kg/jour a partir des concentrations urinaires de métabolites du DEHP
(Lorber et al.) (Koch et al., 2006). Les populations les plus exposées sont les enfants prématurés
en soins intensifs pour lesquels la dose journaliere de DEHP peut atteindre les 42-1780
ug/kg/jour. Ainsi, dans les populations les plus exposées, les ordres de grandeur d’absorption du
DEHP sont comparables aux doses ingérées de TZDs. Sans tenir compte des effets d’absorption
et de métabolisation potentiellement différents entre les 2 types de composés, et en
considérant qu’il existe 2 ordres de grandeur de différence dans |'activation du récepteur
PPARYy, il semble que les doses ingérées de DEHP soient trop faibles pour induire sur le TA in vivo

des effets comparables a ceux observés avec les TZDs.

Au niveau plasmatique cependant, les concentrations de DEHP peuvent atteindre les 38
mg/L, ce qui correspond a une concentration d’environ 100 uM chez des adultes chinois (Zhang
et al., 2003), et celles de MEHP sont aux alentours de 3 pug/mL (+ 9 uM) chez des jeunes adultes
atteints de gynécomastie (Durmaz et al., 2010). De plus, l'utilisation quotidienne de 4 produits
cosmétiques augmente la concentration urinaire de métabolites du MEHP de 4 fois chez les
femmes enceintes (Berman et al.,, 2009), les enfants entre 3 et 14 ans possédent des
concentrations urinaires 5 fois supérieures a celle des adultes (Becker et al., 2009), celle des
bébés prématurés en soins intensifs est 14 fois supérieure a celle de bébés sans soins (Weuve et
al., 2006) et leur absorption quotidienne de DEHP peut atteindre 1780 pg/kg/jour (soit plus de
70 fois celle des enfants controles) (Koch et al.,, 2006). L'intégration de ces données suggére
gu’il n"est pas impossible que les concentrations circulantes de MEHP s’approchent, dans les
populations les plus exposées, de celles utilisées in vitro sur les adipocytes et qui aboutissent a
I'activation du récepteur PPARy. Enfin, il a toujours été considéré que le MEHP ne s’accumulait

pas dans les dépots adipeux et que les concentrations de métabolites circulantes étaient le
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reflet d’'une exposition constante. Cependant, Zhang et al. ont mesuré des concentrations de
DEHP pouvant atteindre les 2.19 mg/kg dans les TA d’adultes chinois, montrant que ce composé
atteint quand méme le TA et suggérant sa potentielle accumulation dans ce tissu (Zhang et al.,

2003).
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V1.4.6 La TCDD a-t-elle des effets sur les adipocytes humains ?

AhR réside dans le cytoplasme, associé a un complexe multiprotéique. La liaison de la
TCDD au domaine de liaison du ligand de AhR résulte en la dissociation de ce complexe
multiprotéique et la localisation nucléaire du récepteur, qui va alors former un hétérodimere
avec Arnt et fonctionner comme un activateur transcriptionnel en se liant a des éléments
séquences spécifiques d’ADN dans la région 5’ des génes cibles nommés éléments de réponse
aux xénobiotiques (XRE: 5'-GCGTG-3'). Etant donné le réle de AhR dans la médiation des signaux
provenant des contaminants environnementaux, il n’est pas étonnant que les premiers genes
cibles identifiés pour cette voie aient été les génes du métabolisme des xénobiotiques, dont des
membres de la famille des P450s et des enzymes de phase Il. Ainsi, 'augmentation de
I’expression du CYP1A1 est souvent utilisée comme un indicateur de I'activation de la voie AhR.
Ici, les voies métaboliques activées le plus significativement par le traitement des adipocytes
humains a la TCDD sont celles associées aux termes « activité oxydoréductase » et « activité
monooxygénase », correspondant a la surexpression des génes codant notamment pour les
CYP1A1 (*2.2) et 1B1 (*5). L’'activation de la transcription de ces genes confirme ainsi
I’activation de la voie AhR dans ces cellules.

Les résultats des puces a ADN montrent de plus I'induction de génes associés avec les
termes « région extracellulaire/sécrété », ainsi que la surexpression de génes impliqués dans les
éléments cellulaires structurels, comme la composition de la matrice extra-cellulaire, la
communication avec cette matrice et la structure cellulaire (Tableau VI-2). La fonction endogene
du récepteur AhR est encore mal connue, mais le KO de AhR chez la souris entraine des
maladies cardio-vasculaires, des fibroses hépatiques, des réductions de la taille du foie, des
déficiences des cellules T, des fibroses dermales et une réduction de I'espérance de vie (voir
(Barouki et al., 2007) pour revue), démontrant que ce récepteur posseéde des fonctions
biologiques autres que la détoxification des xénobiotiques. De nombreux résultats obtenus chez
I’'animal ou dans différentes lignées cellulaires suggérent par exemple que la voie AhR pourrait
avoir un réle endogéne dans le métabolisme de la matrice extra-cellulaire (pour revue voir

(Kung et al., 2009)), certains genes identifiés comme cibles de AhR étant impliqués dans la
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régulation du remodelage de la matrice extra-cellulaire. Les résultats de notre étude
transcriptomique suggérent que cette fonction endogene de la voie AhR pourrait exister aussi
au sein des adipocytes humains, et qu’elle pourrait étre perturbée par I'exposition du TA a la

TCDD.

Les conséquences de |'exposition du TA a la TCDD ont été souvent étudiées dans des
modeéles animaux. Ainsi, in vivo, I'exposition des animaux a la TCDD entraine une diminution de
leur masse adipeuse. Des études ont montré des perturbations métaboliques au sein des TA des
animaux exposés, pouvant expliquer cette perte de TA. Ces perturbations incluent, entre autres,
une diminution de I'activité de la LPL (Brewster and Matsumura, 1989) et une réduction du
transport du glucose (Enan et al., 1992b), ces deux mécanismes étant dépendants de AhR, ainsi
gu’une augmentation de la peroxidation lipidique (Ashida et al., 1996), indépendante de AhR. In
vitro, la TCDD est capable d’inhiber la différenciation adipocytaire des cellules 3T3-L1,
seulement si I'exposition se déroule dans les premiers jours du traitement des cellules avec le
cocktail hormonal utilisé pour induire la différenciation, ce phénoméne étant lui aussi
dépendant du récepteur Ah (Phillips et al., 1995), (Chen et al., 1997). L'exposition plus tardive
des adipocytes 3T3-L1 a la TCDD est sans effet sur la différenciation des cellules. Ici I’étude des
profils métaboliques organiques n’a pas montré de différences significatives entre les
adipocytes traités a la TCDD et les contréles, suggérant ainsi I'absence d’effet de la TCDD sur la
différenciation adipocytaire lorsque I'exposition est tardive (aprées différenciation des cellules)
dans des cellules humaines. Une des hypothéeses avancée pour expliquer ces résultats est que
cette inhibition de la différenciation est corrélée avec le niveau d’expression d’AhR dans les
cellules. L'expression de AhR est en effet négativement régulée lors de la différenciation
adipocytaire, et I’hypothese a été soulevée que la perte de I'expression de AhR dans les
adipocytes matures serait responsable de leur manque de sensibilité a la TCDD (Shimba et al.,
1998). Notre étude précédente (Ellero et al., 2009) a pourtant montré que le niveau
d’expression de AhR dans des adipocytes humains différenciés in vitro était comparable a celui
dans des explants de TA, et que I'activation de la voie AhR avait bien lieu dans ces cellules

(induction de I’ARNm et de la protéine des CYP1A1 et 1B1). Les niveaux d’expression de AhR
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dans les différents modeles in vitro de TA peuvent peut-étre expliquer cette absence d’effet
anti-adipogénique de la TCDD, mais ils correspondent a la réalité des niveaux d’expression dans
le TA humain. |l est ainsi peu probable que I'effet anti-adipogénique de la TCDD, invisible sur des
cellules différenciées animales et humaines, soit pertinent dans I'analyse des risques liés a

I’exposition des populations aux dioxines.

Nous n’avons pas non plus trouvé de différences dans les profils métaboliques aqueux et
les profils des milieux de culture des adipocytes traités a la TCDD. La métabonomique par ‘H-
RMN a pourtant permis la détection d’un grand nombre de métabolites intra et extracellulaires
(lactate, acides aminés, glucose...). Cette absence de résultats peut peut-étre s’expliquer par des
différences inter-individuelles trés importantes et/ou par le manque de puissance statistique de
notre plan d’expérience (n=5 dans chaque groupe). Cependant, I'utilisation simultanée du MEHP
prouve la sensibilité de la méthode et la capacité de la métabonomique par *H-RMN a détecter
des différences subtiles dans les profils métaboliques (détection de la diminution de proline de
10% dans le milieu extracellulaire par exemple). Donc, sans écarter complétement la possibilité
qgue notre plan d’expérience soit trop faible pour détecter des variations métaboliques induites
par le traitement des adipocytes humains a la TCDD, il est possible que ces variations
métaboliques touchent des voies métaboliques auxquelles la métabonomique par 'H-RMN a
peu d’acces (les lipides par exemple, qui sont bien plus faciles a étudier par spectrométrie de
masse que par RMN), ou que ces variations métaboliques soient extrémement faibles, voir

quasi-inexistantes.
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CHAPITRE VII : DISCUSSION
GENERALE, PERSPECTIVES
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VII.1 Forces et faiblesses des modeles in vitro utilisés dans cette these

Comme souligné dans lintroduction de cette these et du chapitre VI, il existe
d’'importantes  différences inter-espéces lors de [I'exposition aux xénobiotiques
environnementaux, et particulierement en ce qui concerne les effets sur le TA. C'est pourquoi

nous avons décidé dans cette these de travailler sur des modeéles in vitro de TA humain.

Notre premiere étude sur la distribution et la régulation de I’expression de P450s dans le
TA humain a démontré la pertinence de cette approche. Nous avons en effet montré que
I’expression des P450s et des récepteurs impliqués dans leur régulation était conservée entre
les modeles in vitro et des biopsies de TA humain. Nous avons de plus montré que le TA humain
ne répondait pas aux inducteurs des P450s des familles 2 et 3, alors que des études précédentes
avaient montré le contraire dans le TA de rat. Cependant, cette étude nous a aussi permis de
mettre en évidence d’importantes régulations d’expression des P450s inhérentes aux processus
de mise en culture des modeéles in vitro de TA, comme l'induction forte du CYP1B1 lors de la
différenciation des préadipocytes in vitro, certainement due au cocktail hormonal utilisé pour la

différenciation.

Dans notre 2° étude, nous avons travaillé sur un seul de ces modeéles: des cultures
primaires de préadipocytes différenciés in vitro. Le but de notre travail était d’étudier les
conséquences de I'exposition au MEHP et a la TCDD sur des adipocytes matures humains.
Cependant, comme souligné précédemment (Chapitre 1), les préadipocytes humains ne sont
jamais totalement différenciés in vitro. Au niveau morphologique, les préadipocytes sont des
cellules allongées, de phénotype fibroblastique, et les adipocytes sont de grosses cellules
rondes, qui accumulent des TG au sein de leur cytoplasme. Le protocole de différenciation in
vitro des préadipocytes humains aboutit a ces changements morphologiques pour seulement un
certain pourcentage de cellules. L'accumulation intracellulaire de TG peut étre considérée
comme un indicateur biochimique du stade de différenciation des cellules et elle a été mesurée

dans notre modeéle cellulaire. Comme attendu, elle augmente régulierement tout au long du
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processus de différenciation et atteint un plateau apres 11 jours de culture, montrant que les
cellules atteignent leur maximum de différenciation a ce moment la. Un comptage visuel sous
cellule de Malassez du nombre de cellules remplies de TG/cellules vides de TG apres 11 jours de
différenciation donne une estimation de la proportion de cellules différenciées a environ 70%.
De plus, méme les cellules les plus différenciées restent multi-loculaires (plusieurs gouttelettes
lipidiques dans leur cytoplasme), alors que les adipocytes matures in vivo sont uni-loculaires, ce
qui peut laisser penser que le processus de différenciation n’est pas complet, méme dans ces
cellules. Les cellules ont ainsi été traitées aprés 11 jours de différenciation, ce qui correspond au
stade maximal de leur différenciation in vitro. Le traitement au MEHP induit des perturbations
transcriptomiques et métaboliques faisant penser a une reprise du phénomeéne de
différenciation. Ce phénoméne peut aussi bien toucher les 30% de préadipocytes restant dans
les cultures, que les 70% de cellules totalement ou partiellement différenciées. Il est ainsi
difficile dans un tel modéle de faire la part des choses entre le phénomene de différenciation
qui est extrémement complexe et touche toutes les voies métaboliques de la cellule, et les

conséquences métaboliques du traitement sur I'adipocyte mature.

In vivo cependant, le TA humain n’est pas constitué uniquement d’adipocytes matures.
Le ratio fibroblastes/adipocytes a été déterminé dans différents sites adipeux et atteint 0.08
dans le TA sous-cutané (Rink J.D 1996). Une autre étude montre que le ratio adipocytes/cellules
de la fraction stoma-vasculaire est constant chez tous les individus testés et ne dépend pas de
I'IMC, et que ce ratio se situe autours de 5 (Van Harmelen V 2003). Ainsi, la proportion
d’adipocytes matures au sein du TA humain semble se situer entre 80 et 90% du nombre de
cellules totales, le reste étant constitué de préadipocytes et d’autres cellules de la fraction
stroma-vasculaire. Dans notre modéele in vitro, la proportion d’adipocytes différenciés est ainsi
seulement légerement inférieure (70%) a celle observée in vivo. Ce modele possede ainsi des
caractéristiques similaires au TA humain in vivo et, malgré les difficultés dues a la présence de 2
types cellulaires dans nos cultures, il nous a permis de mettre en évidence un effet métabolique

précoce sur les adipocytes matures : I'activation de la glycéronéogenése.
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Les modeles d’explants de TA sont une bonne alternative a ces cultures de préadipocytes
différenciés in vitro et ont I'avantage de conserver intacte I'architecture cellulaire du TA humain.
lls présentent cependant I'inconvénient d’une plus grande hétérogénéité cellulaire (adipocytes
+ préadipocytes + autres cellules de la fraction stroma-vasculaire) et de grandes variations
interindividuelles. L'induction de la gylcéronéogenése a déja été mise en évidence dans des
explants de TA humains traités a la rosiglitazone, et il serait intéressant de vérifier nos résultats
dans ce modele.

Concernant I'effet pro-différenciant supposé du MEHP sur les préadipocytes humains,
une facon simple de la vérifier est d’ajouter le MEHP au début du processus de différenciation
des cellules et de mesurer des indicateurs biochimiques typiques de la différenciation
(accumulation de TG, activité de la G3PDH...), comme cela a déja été fait sur les cellules 3T3-L1

(Feige 2007).

VII.2 Forces et faiblesses de I'approche « top-down » utilisée

Le but de ce travail était d’améliorer la compréhension des effets directs de
xénobiotiques environnementaux sur le TA humain en utilisant des méthodes non ciblées,
«omiques ». L'utilisation de deux techniques a haut débit, la transcriptomique et la
métabonomique par RMN, a permis une analyse globale et non ciblée des perturbations
induites par 24 et 48h de traitement de préadipocytes humains différenciés in vitro avec la
TCDD et le MEHP. Cette approche a révélé des aspects inattendus de I'impact de ces polluants
sur le TA humain. Par exemple, elle a permis de montrer que le traitement des adipocytes au
MEHP entrainait une diminution de la concentration de proline dans le milieu de culture.
Cependant, il n‘a pas été possible a cette étape de déterminer les causes de cet effet
(surconsommation nécessaire pour la synthése d’AG, sous-excrétion lié au remodelage de la
matrice extra-cellulaire...) sans mener des expériences complémentaires. Pour aller plus loin
dans I'explication de ce phénomene, il serait par exemple intéressant de cultiver les cellules en
présence de >H-proline et d’étudier son incorporation dans les TG intracellulaires ou le

collagene excrété. L'utilisation des techniques « omiques » pour générer des hypothéses
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biologiques et les étudier ensuite par d’autres méthodes biologiques dirigées est appelée
approche « top-down ». Elle a été ici appliquée avec succes a d’autres effets induits par le
traitement au MEHP. L'analyse des profils métaboliques des cellules traitées a par exemple
révélé une diminution importante de la concentration intracellulaire de lactate, tres
précocement, dés 24h de traitement, qui ne pouvait pas encore s’expliquer par une
augmentation de la synthése de TG. Une analyse cinétique dirigée des génes impliqués dans
différentes voies métaboliques de I'adipocyte a ensuite permis d’affiner I’hypothése vers une
induction de la glycéronéogenése, qui a été confirmée par I'induction précoce de I'expression
de la protéine PEPCK et la diminution de la libération des AG non estérifiés en conditions

lipolytiques.

Un des défis de ce travail était aussi d’essayer d’intégrer les données issues des analyses
non ciblées a divers niveaux d’observation. Partant du principe qu’un décalage cinétique
pouvait avoir lieu entre les régulations transcriptomiques et métaboliques, nous avons observé
ces changements avec un décalage temporel. Cette approche a permis tout d’abord la
description « naive » des perturbations a tous les niveaux d’observation (ARNm, milieu de
culture, extraits cellulaires organiques et aqueux). Nous avons ensuite intégré ces perturbations
entre elles, en nous basant en priorité sur des raisonnements biologiques. Cette intégration
genes-métabolites guidée par la biologie, nous a permis de générer un grand nombre
d’hypotheses, comme celle sur I'influence du MEHP sur la désaturation des AG et la sensibilité a
I'insuline. Une des grandes forces de cette approche est ainsi la génération rapide d’'un nombre
important d’hypothéses biologiques. Le probléeme est la validation en aval de ces hypotheses,

qui est souvent omise et peut étre extrémement longue.

Nous avons aussi essayé d’intégrer ces données de facon purement statistique, sans
nous laisser influencer par nos hypothéses biologiques. Nous avons ainsi montré que le
décalage temporel utilisé pour I'observation des 2 niveaux ARNm et métabolites était pertinent.
Cette démarche a de plus permis d’appuyer nos hypotheses biologiques. Cependant, limités par

le faible pouvoir statistique de notre plan d’expérience (n=5 dans chaque groupe), et ayant
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souhaité nous concentrer sur la validation de nos hypothéses biologiques, nous n’avons pas été
plus loin dans ce raisonnement guidé par les statistiques. Cependant, une étude plus
approfondie des corrélations génes-métabolites nous aurait certainement encore permis de

générer des hypothéses intéressantes ou de confirmer celles déja formulées.

Cette étude est donc treés encourageante et montre qu’avec un design expérimental
approprié, et une bonne puissance statistique, I'intégration des données « omiques » peut
mener a la génération d’hypotheses originales concernant les mécanismes cellulaires induits par

une perturbation, et a une meilleure compréhension de ces mécanismes.

VII.3 Perspectives

L’étude des effets transcriptomiques induits par le traitement des adipocytes humains a
la TCDD a montré de faibles perturbations dans I'expression des génes aprés 24h de traitement.
En confirmation de ces résultats, aucune de nos études métabonomiques n’a montré de
perturbations significatives dans les cellules traitées. Notre étude précédente avait pourtant
démontré la fonctionnalité de la voie d’induction AhR dans le TA humain et plus
particulierement dans ce modele in vitro. Une explication possible est que la 'H-RMN n’est pas
adaptée pour visualiser les perturbations métaboliques engendrées par l'activation de ce
facteur de transcription. L'utilisation de la métabonomique par spectrométrie de masse, plus

sensible, pourrait peut-étre nous aider.

La transcriptomique et métabonomique par *H-RMN ont toutefois été trés adaptée pour
étudier les effets du MEHP sur les adipocytes humains. Notre démarche pourrait ainsi s’inscrire
dans une caractérisation plus systématique des effets des composés environnementaux sur le
TA humain. Le choix du modeéle pour étudier ces effets reste encore problématique, mais
diverses questions peuvent cependant déja étre étudiées avec la méme démarche que celle que
nous avons utilisée. Par exemple, en utilisant les mémes cellules, on pourrait comparer les

effets de tres faibles doses de MEHP a celle d’une plus forte dose. En effet, une courbe dose-
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réponse non monotone du TA humain au MEHP a déja été évoquée pour d’autres effets du
DEHP in vivo (Ge et al., 2007). Une autre piste intéressante pourrait étre de comparer les effets
différentiels métaboliques induits par les traitements au MEHP et a la rosiglitazone, comme cela
a déja été fait pour leurs effets transcriptomiques, afin de vérifier si I'activation partielle de
PPARy par les composés environnementaux implique les mémes conséquences que l'activation
par les TZDs et d’améliorer nos conclusions sur les effets possibles du MEHP in vivo. Enfin, une
étude récente effectuée in vivo chez des souris C57BI6J a montré que le DEHP exercait des
effets anti-adipogéniques dépendant uniquement du récepteur PPARa hépatique et n’étaient
pas observables chez des souris transgéniques exprimant la forme humaine du récepteur PPARa
(Feige et al., 2010). Au contraire, les souris exprimant la forme humaine du récepteur
présentent une légére augmentation de leur TA lors de I'exposition au DEHP mais les causes de
cette augmentation ne sont pas encore totalement comprises. Ce modeéle de souris
transgénique pourrait étre un bon modéle pour nous aider a mieux comprendre les
conséquences in vivo pour I'Homme de I'exposition au MEHP et il semblerait intéressant
d’effectuer une étude métabonomique compléte chez ces souris afin de déterminer le site
principale d’action du DEHP in vivo. Il serait par exemple possible d’adapter le protocole de
Claus et al. (Claus et al., 2008) et d’étudier les conséquences métaboliques de I'exposition au
MEHP dans tous les organes de ces souris, avec une attention particuliére pour le foie et les TA

blancs et bruns.
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Annexe 1 : Publication en cours

En paralléle de ce travail de thése, nous avons travaillé avec le Dr. Sandrine Claus (Biomolecular
Medicine, Department of Surgery and Cancer, Faculty of Medicine, Imperial College London) sur
la caractérisation des modifications systémiques induites, chez la souris, par I'acquistion de la
flore intestinale. Des souris axéniques ont été mises en contact avec les faeces de souris
contrdles et les modifications métaboliques ont été suivies dans tous les organes par *H-RMN
pendant 20 jours du processus de colonisation. D'importantes modifications du métabolisme
hépatique ont été mises en évidence qui nous ont amené a nous poser la question de I'influence
de ce processus de colonisation sur le métabolisme des xénobiotiques. Pour approfondir cette
guestion, nous avons utilisé une démarche similaire a celle que nous avions appliquée pour
étudier la distribution des P450s dans le TA humain, et nous avons quantifié par RT-PCR
I’expression de nombreux P450s et récepteurs nucléaires dans les foies des souris normales et

recolonisées. Ce travail a fait I'objet d’'une publication actuellement en cours de soumission.
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Abstract :

The gut microbiota enhance the host’s metabolic capacity for processing nutrients and drugs and
modulates the activities of multiple pathways in a variety of organ systems. We have probed the
systemic metabolic adaptation and phenotypic changes for 20 days during gut microbiome acquisition
following exposure of gnotobiotic mice (n=35) to general environmental microbial sources. We used
high-resolution 1H NMR spectroscopy to analyze urine, plasma, liver, kidney and colon (5 time-points)
and also characterized the activity and expression of hepatic cytochrome P450’s (CYPs). Acquisition of
the gut microbiome was associated with rapid increase in body weight (4 %) over the first 5 days of
colonization with parallel changes in multiple pathways in all compartments analyzed. In particular, the
colonization process stimulated glycogenesis in the liver prior to triggering increased in hepatic
triglyceride synthesis. These changes were associated with modifications of hepatic Cyp8b1 expression
and the subsequent alteration of bile acid metabolites, including taurocholate and tauromuricholate, and
global hydrophobicity of the bile acid pool. Activity and expression of the drug metabolizing enzymes
Cyp3all and Cyp2c29 were also significantly altered in germ-free animals. Finally, bidirectional
correlation between the hepatic metabotype and microbiome composition revealed strong associations
of the Coriobacteriaceae of the genus Eggerthella sp. with the hepatic triglyceride levels, energy
metabolites and Cyp3all activity. These data demonstrate the importance of microbiome activity in
systemic metabolic phenotype development and in hepatic P450 induction state indicating that

microbiome modulation will be a useful tool in modulating drug metabolism in personalized healthcare.
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ABSTRACT:

Lipophilic pollutants can accumulate in human white adipose tis-
sue (WAT), and the consequences of this accumulation are still
poorly understood. Cytochromes P450 (P450s) have recently been
found in rat WAT and shown to be inducible through mechanisms
similar to those in the liver. The aim of our study was to describe
the cytochrome P450 pattern and their induction mechanisms in
human WAT. Explants of subcutaneous and visceral WAT and
primary culture of subcutaneous adipocytes were used as WAT
models, and liver biopsies and primary culture of hepatocytes were
used as liver models to characterize P450 expression in both tis-
sues. The WAT and liver models were then treated with typical
P450 inducers (rifampicin, phenobarbital, and 2,3,7,8-tetrachloro-
dibenzo-p-dioxin) and lipophilic pollutants (lindane, prochloraz,

and chlorpyrifos), and the effects on P450 expression were studied.
P450 expression was considerably lower in WAT than in the liver,
except for CYP1B1 and CYP2U1, which were the most highly ex-
pressed adipose P450s in all individuals. 2,3,7,8-Tetrachloro-
dibenzo-p-dioxin and prochloraz induced CYP1A1 and CYP1B1
expression in both tissues. The aryl hydrocarbon receptor was also
present in WAT. In contrast, neither phenobarbital nor rifampicin
treatment induced CYP2 or CYP3 mRNA in WAT, and constitutive
androstane receptor and pregnane X receptor were almost unde-
tectable. These results suggest that the mechanisms by which
P450s of family 1 are regulated in the liver are also functional in
human WAT, but those regulating CYP2 and CYP3 expression are
not.

White adipose tissue (WAT) has a very important double physio-
logical role: through its triacylglyceride storage capacity, it is the key
organ for energy homeostasis, but it is also becoming increasingly
apparent that WAT is a major endocrine organ (Ahima and Flier,
2000). The adipocyte secretes many hormones and proteins that have
been implicated in metabolic, neuroendocrine, immune, and cardio-
vascular regulation. Because 70% of the mass of WAT is formed by
lipids, this tissue represents a major reservoir for many different
lipophilic contaminants.

Humans are indeed exposed to an increasing numbers of environ-
mental xenobiotics. Some of these chemicals escape from the body
metabolic system and tend to accumulate in WAT. Consequences of
this accumulation are still poorly understood, but by modulating WAT
metabolism and function, pollutants could affect the physiological
role of WAT, leading, for instance, to the development of obesity-
related disorders. The mechanisms through which chemicals can

Article, publication date, and citation information can be found at
http://dmd.aspetjournals.org.

doi:10.1124/dmd.109.029249.

modulate the differentiation, metabolism, and secretory function of
adipocytes are numerous (Miillerovd and Kopecky, 2007). The link
between exposure to endocrine disruptor xenobiotics and obesity has
already been proposed (Elobeid and Allison, 2008) and some phtha-
lates, which are highly prevalent lipophilic pollutants, have been
shown to promote adipocyte differentiation, therefore supporting this
hypothesis (Feige et al., 2007). Several epidemiological studies have
also linked dioxin exposition to increased risk of diabetes or modified
glucose metabolism (Uemura et al., 2008).

Cytochromes P450 (P450s) are a multigene family of constitutively
expressed and inducible enzymes involved in the oxidative metabolic
activation and detoxification of many endogenous and exogenous
compounds (Nebert and Dalton, 2006). These enzymes are mainly
expressed in the liver. However, several P450s contribute to drug
metabolism in extrahepatic tissues, particularly in organs directly in
contact with xenobiotics, such as the small intestine, the colon, the
respiratory tract, or the skin (Park et al., 1995; Bieche et al., 2007). Up
to now, three main P450 families (1, 2, and 3), numbering 23 iso-
forms, have been identified as being involved in xenobiotic metabo-

ABBREVIATIONS: WAT, white adipose tissue; P450, cytochrome P450; PB, phenobarbital; RIF, rifampicin; TCDD, 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-
p-dioxin; CAR, constitutive androstane receptor; PXR, pregnane X receptor; AhR, aryl hydrocarbon receptor; LIND, lindane; PRO, prochloraz; CPY,
chlorpyrifos; DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s medium; PCR, polymerase chain reaction; DMSO, dimethyl sulfoxide; RT, reverse transcription;
TBP, TATA-binding protein; Ct, cycle threshold; SVF, stroma vascular fraction.
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lism. The expression of these enzymes is known to be regulated by
physiological, pathological, genetic, and environmental factors. Xenobi-
otics themselves play an important role as P450 inducers: enhancing
P450 expression is indeed a common cellular mechanism leading to
increased metabolism of xenobiotics. The mechanism of this P450 in-
duction is mostly transcriptional, resulting in elevated mRNA levels
(Dogra et al., 1998). Indeed, typical P450 inducers, phenobarbital (PB),
rifampicin (RIF), and 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) acti-
vate nuclear receptors, the constitutive androstane receptor (CAR), the
pregnane X receptor (PXR), and the aryl hydrocarbon receptor (AhR),
respectively, leading to binding of these receptors to specific responsive
elements in the CYP2B, CYP3A, or CYPI gene sequences.

Many other environmental pollutants have been described as P450
inducers. Lindane (LIND), for example, an organochlorine insecticide
and fumigant that is used in agriculture and in veterinary and human
medicine, has been reported as a CYP2B1/2B2, CYP1A1/1A2, and
CYP2EI1 inducer in the rat brain and liver (Parmar et al., 2003).
Prochloraz (PRO) is an imidazole derivative that is widely used as an
antifungal agent in agriculture. It has been described as a mixed
inducer of P450s in rat liver microsomes (Needham et al., 1992).
Chlorpyrifos (CPY) is an organophosphorated pesticide that has been
on the market since 1965 and that can bind to PXR and therefore
induce CYP2B6 and CYP3A4 expression in human hepatocytes (Le-
maire et al., 2004). Residues of all of those compounds have been
found in human adipose tissue samples (Russo et al., 2002; Ibarluzea
Jm et al., 2004).

Two recent studies conducted by Yoshinari et al. (2004, 2006) have
shown that some drug-metabolizing P450 isoforms were present and
functional in the rat adipose tissue and that typical P450 inducers
enhanced the expression of these enzymes, probably through the same
transcriptional mechanisms as in the liver. This observation has raised
the possibility that lipophilic environmental contaminants accumu-
lated in adipose tissue may dysregulate the gene expression profile of
this tissue. Because interspecies differences regarding P450 expres-
sion and regulation are numerous, we aimed to describe the P450 gene
expression pattern in human WAT. Moreover, we also investigated
the effects of typical P450 inducers and of various lipophilic envi-
ronmental pollutants on the expression of these adipose P450s, and we
compared them with the P450 regulation mechanisms in human
hepatocytes.

P450 expression in human WAT was found to be low, and CYP1B1
and CYP2U1 were the most highly expressed P450 isoforms. The
AhR-CYP1 induction pathway was also functional in this tissue.

Materials and Methods

Materials. Unless otherwise stated, all chemicals were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO).

Human Samples. Human adipose tissue explants. The study was performed
according to the Declaration of Helsinki. All patients gave informed written
consent.

Samples from human abdominal subcutaneous adipose tissue were obtained
from women undergoing elective surgery. They were aged 45 * 15 years and
had a body mass index of 29.5 = 4.5 kg/m>. None of the subjects had known
metabolic or malignant diseases nor were they taking medications known to
alter WAT metabolism. Adipose tissue was cut into *=20-mg fragments in
DMEM (GIBCO; Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) containing 12.5 mM
glucose, 200 TU/ml penicillin, 50 mg/l streptomycin, 10% bovine serum
albumin, fatty acid-free, and 1 uM dexamethasone. Explants were then either
immediately frozen or preincubated for 1 h in a humidified 37°C incubator
with 10% CO, before inducer treatment.

Samples from human visceral adipose tissue were obtained from women
undergoing various forms of gastrointestinal surgery at Hopital Européen
Georges Pompidou (Paris, France). They were aged 60 * 10 years and had a
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body mass index of 26.2 * 4.5 kg/m?®. Visceral fat specimens were extracted
from the greater omentum, and explants were prepared in the same conditions
as subcutaneous adipose tissue explants.

Primary culture of adipocytes. Primary culture of preadipocytes and in
vitro differentiation into adipocytes were performed at Unité Mixte de
Recherche 5241 as described previously (Saillan-Barreau et al., 2008). In
brief, stroma vascular fraction cells of the adipose tissue were isolated and
seeded in plastic plates before being cultured in DMEM/F12 (1:1) supple-
mented with 5% newborn calf serum, 100 wg/ml pantothenic acid, 100 uM
ascorbic acid, 16 uM biotin, 250 ug/ml amphotericin, 5 ug/ml streptomy-
cin, and 5 U/ml penicillin. Preadipocytes were cultured in this medium until
cells reached confluence (day 0). At day 0, adipose cell differentiation was
induced using a differentiation medium (DMEM/F12, 5% newborn calf
serum, 1 uM dexamethasone, and 60 uM indomethacin, supplemented with
450 uM 3-isobutyl-1 methylxanthine) for 3 days. Differentiated adipocytes
were obtained 8 to 10 days after induction of differentiation and then were
subjected to inducer treatment.

Human liver samples. cDNA from 12 human liver biopsies was a generous
gift from Dr. 1. Bieche (Institut National de la Santé et de la Recherche
Meédicale Unité Mixte de Recherche 735, Saint-Cloud, France). The samples
originated from four women and eight men. The origin and preparation of these
samples was as described previously (Bieche et al., 2007). The 12 cDNA samples
were pooled to perform the real-time PCR reactions. Microsomal fractions of
pooled human liver were purchased from BD Gentest (Woburn, MA).

Culture of human hepatocytes. Culture and induction of human hepatocytes
from three donors were performed by KaLy-Cell (Illkirch, France, http:/
www.kaly-cell.com). The other three primary cultures were performed at
Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale U620 as described
previously (Langouét et al., 2002). The samples originated from five men and
one woman.

Treatment of Cultures. Human WAT models and hepatocytes were incu-
bated with inducers for 48 h. RIF, PB, TCDD, LIND, PRO, and CPY were
dissolved in DMSO and added to the culture medium to give a final concen-
tration of 50 uM, 1 mM, 10 nM, 50 uM, 25 uM, and 10 uM, respectively.
Doses of inducers were not toxic for any cultured model. DMSO concentration
in the culture medium was 0.1% (v/v). The medium was renewed every day
with fresh inducers.

Real-Time RT-PCR. Total RNA was isolated using TriPure Isolation
Reagent (Roche Applied Science, Meylan, France), submitted to DNase treat-
ment using an RNeasy MinElute Cleanup kit (QIAGEN, Courtaboeuf, France),
and then reverse-transcribed using a High Capacity cDNA Archive kit (Ap-
plied Biosystems, Villebon-sur-Yvette, France).

Analysis of the expression pattern of P450 mRNA isoforms in liver and
WAT was performed using real-time RT-PCR as described previously (Girault
et al., 2005). The TATA-binding protein (TBP), a component of the DNA-
binding protein complex TFIID, was used as an endogenous control. The
expression of TBP was very stable in all WAT models, and ACt of TBP
between WAT and liver models did not exceed 2. Moreover, its expression was
not modified by any inducer treatment.

Nucleotide primer pairs for the P450s of families 1 to 3 have previously
been tested and validated (Girault et al., 2005) and are available from Bio-
predic International (Rennes, France, http://www.biopredic.com). Primers for
nuclear receptors were designed and validated as performed previously for
P450 primers. Sequences are as follows: AhR Up 5" TAA CCC AGA CCA
GAT TCC TCC AGA 3’ and Low 5" CCC TTG GAA ATT CAT TGC CAG
A 3";CAR Up 5" TGC CCG TCT TCC GTT CCC T 3’ and Low 5' GTT TTG
TGT TTG GAG ACA GAA AGT GGT 3’; and PXR Up 5" CCC CAG CCT
GCT CAT AGG TTC T 3" and Low 5" GCT GGG TGT GCT GAG CAT TGA
T3

Each sample was normalized on the basis of its TBP content as described
previously (Bieche et al., 2007), using the 24C method. With this method,
the values displayed in the tables of this article do not provide absolute
quantification of P450 mRNA, normalized to cell number or transcriptional
activity of the tissue, but can be interpreted as relative one to each other.
This means that, relying on our data, one can discuss the relative levels of
a given P450 between models and also the relative levels of different P450
isoforms.



CYTOCHROMES P450 IN HUMAN WHITE ADIPOSE TISSUE

Western Blotting. Homogenized explants of WAT, sonicated cultured
adipocytes, and hepatocytes were subjected to differential centrifugation to
obtain microsomal fractions. To remove the lipid layer effectively the homog-
enates from WAT models were first centrifuged at 1000g at 4°C for 5 min, and
the resulting pellets and fat cakes were discarded. The resultant middle layer
and the hepatocyte homogenates were then centrifuged at 9000g at 4°C for 20
min, and the supernatant was centrifuged at 100,000 g at 4°C for 60 min to
recover the microsomal pellet. The 100,000g pellet was resuspended in a
buffer containing 100 mM NaH,PO,, 10 mM MgCl,, and 20% glycerol,
adjusted to pH 7.4. The protein concentration was determined with a BCA kit
(Pierce Biotechnology, Rockford, IL). Proteins were boiled in Laemmli buffer,
subjected to electrophoresis on 10% SDS-polyacrylamide gels, and blotted
onto Hybond-C transfer membranes (GE Healthcare, Little Chalfont, Buck-
inghamshire, UK). Anti-CYP2U1 rabbit antiserum and HEK293 cells trans-
fected with the human pCMV4-CYP2U]1 vector used as a positive control were
a generous gift from Professor Magnus Ingelman-Sundberg (Institute of En-
vironmental Medicine, Karolinska Institutet, Stockholm, Sweden) (Karlgren et
al., 2004). Polyclonal rabbit anti-CYP1A1 antibody and recombinant yeast
expressing human CYP1ALI, used as a positive control, were produced in our
laboratory (Belloc et al., 1996). Polyclonal rabbit anti-CYP1B1 was purchased
from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA); recombinant yeast
expressing human CYP1B1 was produced in our laboratory, and extracts were
used as a positive control. To ensure the quantity of loaded proteins, actin
protein has been quantified. Images were then analyzed using ImageJ software
(Abramoff et al., 2004).

Statistical Analysis. Data were analyzed for statistically significant differ-
ences between control and treated cultures using the Friedmann nonparametric
test followed by Dunn’s posttest, at the 5% level of significance.

Results

Quantification of P450 mRNAs in Human WAT and Liver. To
examine whether P450s are expressed in human WAT, real-time
RT-PCR was carried out on liver biopsies and on subcutaneous and
visceral WAT. Relative mRNA levels of P450s of families 1 to 3 are
shown in Table 1. Results discussed in this section concern uncultured
models of liver and WAT, i.e., liver biopsies and WAT explants at = 0.

The P450 expression pattern was highly similar in both visceral and
subcutaneous WAT. As expected, P450 mRNA levels were much
lower in WAT than in the liver, except for CYP1B1 and CYP2UI.
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CYPIB1 was significantly more expressed in visceral WAT than in
subcutaneous WAT or in the liver. CYPIAI mRNA levels showed
very important interindividual variations in WAT, because only one
individual of six had significant 1Al expression in subcutaneous
WAT (>2000 arbitrary units), whereas the others had almost unde-
tectable CYP1A1 mRNA levels (<200 arbitrary units). Consistent
with previous data (Hasler, 1999), CYP1A2 was detected only in the
liver and the highest mRNA levels in the liver were those of CYP2EI,
CYP3A4, and CYP2C9, thus validating our approach.

Detection of P450 Proteins in Human WAT and Liver. To
confirm the results obtained at the mRNA level, microsomal proteins
of human liver and subcutaneous and visceral WAT were subjected to
Western blotting (Fig. 1). Because all P450s, except for CYP1B1 and
CYP2UI, were expressed at low levels in WAT compared with liver,
protein expression was investigated only for those two isoforms.

Compared with liver microsomes, CYP1B1 was expressed 1.7 =
1-fold in subcutaneous WAT and 1.8 * 2.2-fold in visceral WAT,
using actin as an internal standard (n = 6). As expected from the P450
mRNA pattern, CYP1B1 was expressed both in subcutaneous and
visceral WAT (Fig. 1A) with important interindividual variations.

TABLE 1
Relative mRNA levels of P450s in human liver and WAT

Relative mRNA levels of P450 were measured using RT-PCR in uncultured (explants r = 0, n = 6) or cultured (explants r = 48 h, n = 6, and primary culture of adipocytes, n = 6) WAT
and liver biopsies (pool, n = 12). Relative mRNA levels were calculated by dividing P450 levels by TBP levels and are means * S.D. CYP2F1 and CYP2W1 mRNA were not detected and

are therefore not shown in this table.

Subcutaneous WAT

Visceral WAT

P450 Liver Biopsies
Explants (1 = 0) Explants (r = 48 h) Adipocytes Explants (1 = 0) Explants (1 = 48 h)

CYPI1Al 24,432 571 = 1080 8561 * 6494 71 =59 222 *+ 220 1839 = 1258
CYP1A2 323914 N.D. N.D. 4=*+2 N.D. N.D.
CYPI1BI1 1884 1251 = 564 8396 *= 3793 71,850 = 14,605 9336 = 2119 18,461 = 5081
CYP2A6 144,272 N.D. N.D. N.D. 14 =19 N.D.
CYP2A7 28,956 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
CYP2B6 49,353 50 = 54 192 * 304 19 =8 76 £ 42 19+8
CYP2C18 54,865 219 £ 121 N.D. N.D 104 = 98 9+3
CYP2C19 74,445 60 = 50 N.D. N.D. 48 = 40 7+3
CYP2C8 360,803 41 =31 116 £ 139 23 =13 246 * 286 46 = 20
CYP2C9 494,491 9+ 18 N.D. N.D. 40 = 36 N.D.
CYP2D6 86,014 145 =22 139 = 64 120 £ 49 337 =99 166 * 46
CYP2EI 3,244,323 155 £ 40 98 =25 105 £ 52 268 + 202 136 = 24
CYP2J2 50,999 17 £ 24 7%5 5+1 349 + 304 78 £ 77
CYP2R1 457 133 =90 510 £ 186 265 £ 71 239 =83 505 £ 161
CYP2S1 895 201 = 153 97 = 54 7+4 247 £ 95 148 = 78
CYP2U1 2610 2135 = 803 1750 = 846 3599 * 345 3567 = 1041 1890 £ 539
CYP3A4 50,5805 116 = 83 6*6 N.D. 3011 2*1
CYP3A43 5094 18 = 14 N.D. 4=*1 14 = 81 121
CYP3AS5 75,422 426 = 358 199 =77 6+t4 350 = 45 89 *= 36
CYP3A7 16,355 N.D. N.D N.D. 30 £ 18 3+7

N.D., not detected (Ct >33).



682 ELLERO ET AL.

CYP2U1 was hardly detected in the liver but was expressed in both
visceral and subcutaneous WAT (Fig. 1B). Quantification between
liver and WAT was not possible, given the very low level of CYP2U1
protein detected in human liver microsomes.

The presence of CYP2B6 and CYP3AS proteins was also investi-
gated in subcutaneous (n = 1) and visceral (n = 3) samples. Results
were consistent with mRNA levels, because none of these proteins
were detected in WAT (data not shown).

Detection of P450 mRNAs in Cultured Human WAT. Two ex
vivo models are commonly used to study human WAT metabolism
and/or gene regulation: explants of whole adipose tissue and primary
culture of preadipocytes, which can be differentiated in vitro. We used
both of these models to investigate whether they were appropriate to
study a potential xenobiotic metabolism in human WAT and/or the
consequences of the exposition of this tissue to xenobiotics. Using
RT-PCR, we investigated whether the P450 mRNA expression pattern
observed in uncultured WAT explants was stable in cultured explants
of WAT and primary culture of adipocytes (Table 1).

In cultured explants as in culture of adipocytes, CYP1B1 and
CYP2UI were the most expressed P450 isoforms, consistent with the
results of uncultured tissue. However, several differences were ob-
served between cultured and uncultured models of WAT. CYP1B1
mRNA was greatly enhanced in adipocyte culture. CYP1A1l and
CYPIB1 mRNA were increase in cultured explants, more in subcu-
taneous culture (by 15 and 6 times compared with uncultured ex-
plants, respectively) than in visceral explants (8- and 2-fold increase,
respectively).

Induction of Hepatic P450 mRNA Levels by Typical P450
Inducers and Other Pollutants. As a positive control and to allow
direct comparison between P450 regulation in the liver and WAT,
human hepatocytes were treated with the same compounds as human
WAT models. Typical P450 inducers, RIF, PB, and TCDD, which
mainly induce CYP3A4, CYP2B6, and CYP1Al, respectively, were
used. We also investigated the effects of environmental pollutants
possibly found in human WAT (LIND, PRO, and CPY) on P450
expression. Induction of P450 mRNA was investigated for the 23

isoforms of families 1, 2, and 3 using RT-PCR. Results are presented
in Table 2.

As expected, RIF treatment increased CYP2B6 and CYP3A4 mRNAs,
as did PB treatment, which also induced CYP2A6 and CYP3A7 mRNA.
CYP1Al, CYPIA2, and CYP1B1 mRNAs were induced by TCDD
treatment. Lindane induced CYP2B6 mRNA significantly and CYP3A4
and CYP3A7 to a lesser extent. Prochloraz was a significant CYP1
inducer and induced CYP1A1 and CYP1A2, but induction factors were
lower than with the TCDD treatment. PRO was also a strong repressor of
a few P450 isoforms, such as CYP2D6, CYP2E1l, CYP2J2, and
CYP2UI. CPY treatment increased CYP1A1 and CYP1A2 mRNA lev-
els. These findings confirm that the inducer doses and the experimental
procedures used in this study were suitable for the observation of the
P450 induction mechanisms.

Induction of Adipose P450 mRNA by Typical P450 Inducers
and Other Pollutants. To investigate whether P450 induction is also
possible in human WAT, we treated our human WAT models with
P450 inducers as described in the previous section.

For P450s of families 2 and 3, mRNA levels were not modified by
chemical treatments in WAT models. Only the TCDD and PRO
treatments had effects on CYP1 family mRNA and, therefore, only
results of CYP1A1 and CYPIB1 are presented in Fig. 2.

TCDD was a significant CYP1A1 and CYPI1BI1 inducer in
visceral WAT and subcutaneous adipocytes, although induction
factors were significantly lower than in hepatocytes. In cultured
adipocytes, the basal level of CYPIA1 mRNA was very low and
induction with TCDD was therefore important. We were surprised
to find that subcutaneous explants barely responded to TCDD
treatment. PRO was a weaker CYP1A1 inducer in visceral WAT.
In subcutaneous explants, it was also a significant CYP1A1 and
CYPIBI1 inducer, and it even displayed a stronger effect than
TCDD.

Induction of Adipose and Hepatic P450 Proteins. Only treat-
ments by TCDD and PRO induced changes in CYP1 mRNA levels in
WAT. To examine whether these changes have consequences at the
protein level, microsomal fractions were prepared from WAT models

TABLE 2

Induction of P450s of families 1 to 3 in human hepatocytes

Human hepatocytes (n = 6) were treated with (50 uM), PB (I mM), TCDD (10 nM), LIND (50 uM), PRO (25 uM), or CPY (10 uM) for 48 h. Levels of P450 mRNA were investigated
by RT-PCR. Results indicate mRNA -fold induction compared with that for vehicle-treated cells (0.1% DMSO) and are means = S.D. CYP2F1 and CYP2W1 mRNA were not detected even

after inducer treatments and are therefore not shown.

P450 RIF PB TCDD LIND PRO CPY
CYPIA1 39*+2 2+0.7 1135 = 748%** 1.9+09 84 * 68** 27 *+ 44%
CYP1A2 1.1 £05 0.8 0.5 341 *+ 306%* 0.6 =04 13 £16 12£8
CYPIBI1 1.1 £03 09 *0.2 345 + 103* 1.8 £ 1.1 1.7+ 0.8 12205
CYP2A6 1703 3+ 1.8% 1.1 £0.7 1.8 15 09 =07 19*1.1
CYP2A7 1503 2.1 09 09 *05 1+0.1 0.2 *0.1 1.5+x04
CYP2B6 4.9 = 1.3% 7.5 + 4.9%* 35*+19 7 £ 5.4%% 29+3 2.7*09
CYP2C18 0.8 £ 0.1 0.7 £ 0.1*% 0.8 0.1 0.8 0.2 0.8 £0.2 09*x02
CYP2C19 1.4+05 12+05 1+03 09 *+0.2 0.6*03 09 *02
CYP2C8 24 *09 23*12 0.8*+03 1.1 =08 03 *02 1.3*£03
CYP2C9 1.8 03 1.7+02 0.8 0.2 1.1 0.6 0.7*03 1.3+x04
CYP2D6 0.7 £ 0.1 0.7 0.2 09*=04 0.5 £ 0.2%* 0.4 £ 0.2%%* 0.7*02
CYP2EI 0.4 = 0.2% 0.3 £ 0.2% 0402 0.2 £ 0.2%%%* 0.3 £ 0.2%%* 0.5 *0.1
CYP2J2 0.7 = 0.1* 0.7 = 0.1%* 09 +0.1 0.7 0.1 0.6 £ 0.2%%* 0.8 £0.1
CYP2R1 0.9 = 0.1 0.8 £ 0.1 1.1 £0.1 1.1 0.2 1.4 *05 1x0.1
CYP2S1 1+09 0.7 = 0.4b 0.9 *+0.7 1.2 £09 1.2+1 0.8 =04
CYP2U1 0.9 £ 0.1 0.9 £ 0.1 0.7 = 0.1% 0.8 £ 0.1 0.6 = 0.1* 0.9 0.1
CYP3A4 6.9 * 4.9%* 5.7 £3.4% 0.7*+0.5 3+15 0.7 %05 26*1.5
CYP3A43 1.4+04 1.4+05 0.6 +04 1*+04 04 0.2 1+0.2
CYP3AS 1.3*+02 1.3 *0.1 0.8 £0.2 1402 09=*03 1.1 £0.2
CYP3A7 3.1*+46 43 +6.7* 105 29*53 09=*12 25*32

*p < 0.05, using the Friedman nonparametric test followed by Dunn’s posttest.

w4 p < 0.01.

w3k p < 0,001,
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Fig. 2. Induction of CYPIA1 and CYP1B1 mRNA in human hepatocytes and
WAT models. Explants of various adipose tissues [subcutaneous (SC EXP) or
visceral (VS EXP)] or primary cells from human liver [hepatocytes (HEP)] or from
human subcutaneous WAT [subcutaneous adipocytes (SC AD)] were treated with
TCDD (10 nM) or PRO (25 uM) for 48 h. Levels of CYP1A1 (A) and CYPIBI1 (B)
mRNA were investigated by RT-PCR. Numbers above bars indicate -fold induction
compared with DMSO-treated models. Results are presented as mRNA arbitrary
units (mean = S.D. for n = 6). (], DMSO; B, TCDD; &, PRO. *, p < 0.05; #*, p <
0.01, using the Friedman nonparametric test followed by Dunn’s posttest.
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and from primary culture of hepatocytes treated with TCDD or PRO.
Western Blotting was then performed (Fig. 3).

CYPI1ALI protein was significantly increased by TCDD treatment in
hepatocytes (Fig. 3A). In cultured subcutaneous adipocytes, the
CYP1ALl protein level was below the limit of Western blotting de-
tection, even after TCDD or PRO treatment. In subcutaneous and
visceral explants of WAT, the CYP1A1 protein was detected at very
low levels. Quantification was difficult, and no induction was found to
be significant, even after TCDD or PRO treatment.

TCDD treatment enhanced the amount of CYPIB1 protein in all
WAT models (Fig. 3B). In subcutaneous explants, consistent with
mRNA results, CYP1B1 protein levels were lower and quantification
of the induction was then more difficult. TCDD enhanced CYP1B1
protein in this model, but this induction was not statistically signifi-
cant. PRO treatment also enhanced CYP1BI1 protein in all WAT
models, but to a lesser extent.

Detection of Adipose Transcription Factors Involved in P450
Induction. In human WAT, none of the P450s of families 2 or 3 were
induced by typical inducer treatment, namely RIF and PB. To explain
these results, we looked for transcription factors usually involved in
the induction of these P450s, mainly AhR for CYP1 and CAR and
PXR for CYP2 and CYP3 (Table 3).

We found that AhR was present both in subcutaneous and visceral
WAT. The AhR mRNA level was significantly higher in visceral
WAT than in subcutaneous WAT or in the liver. On the contrary,
CAR and PXR were undetected or expressed at very low levels in
WAT models. This result was not due to an expression decrease
during the culturing process of WAT models, because neither CAR
nor PXR was detected in uncultured WAT explants.

Discussion

Human WAT represents a reservoir of lipophilic environmental
pollutants. Chemicals such as dioxins, furans, polychlorinated biphe-
nyls, organochlorine, organophosphorus pesticides, or brominated
diphenyl esters have been found in WAT samples in numerous pop-
ulations (Pauwels et al., 2000; Petreas et al., 2004; Jimenez Torres et
al., 2006). In rat, previous studies (Yoshinari et al., 2004) have shown
that some xenobiotic-metabolizing forms of P450 were expressed in

Fic. 3. Induction of P450 proteins in human hepatocytes
and WAT models. Explants (SC EXP) and primary culture
of adipocytes of subcutaneous WAT (SC AD), explants of
visceral WAT (VS EXP), and primary culture of hepato-
cytes (HEP) were prepared as described earlier and treated
with TCDD and PRO as described in the legend to Fig. 2.
Microsomal proteins (30 ug) were then submitted to West-
ern blotting with anti-CYP1A1 (A) and anti-CYPIBI1 (B)
antibodies. -Fold changes in protein levels were quantified
using actin as an internal standard, and results are presented
as -fold change compared with DMSO-treated models
(mean * S.D. for n = 3). B, TCDD; E, PRO. *, p < 0.05;
##, p < 0.01, using the Friedman nonparametric test fol-
lowed by Dunn’s posttest. ND, not determined.

SCAD VSEXP
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TABLE 3

Relative mRNA levels of transcription factors involved in P450 induction in human liver and WAT

Relative mRNA levels of P450 were measured using RT-PCR as described in the legend to Table 1. Relative mRNA levels were calculated by dividing receptors levels by TBP levels and

are means = S.D.

. Subcutaneous WAT Visceral WAT
G Liver H .
ene Biopsy epatocytes
Explants (r = 0) Explants (r = 48 h) Adipocytes Explants (r = 0) Explants (r = 48 h)
AhR 8871 6431 = 1342 3960 *= 1264 1940 = 105 1522 = 361 17,881 = 6790 8744 * 3328
CAR 18,618 5390 = 1743 N.D. 8§+8 N.D. N.D. N.D.
PXR 13,612 13,153 = 2570 N.D. N.D. 2=*1 5*5 7T*+4

N.D., not detected (Ct >33).

WAT and that their expression was increased by typical P450 induc-
ers. These results demonstrated the presence of active P450s as well
as the functionality of the induction pathways of P450s in this tissue.

However, little is known about human WAT. In this study, we
demonstrated that a few P450 isoforms were expressed in human
WAT, mainly CYP1B1 and CYP2UI. CYP2UI was identified and
characterized by Chuang et al. (2004). It was specifically detected in
both the human brain and thymus and shown to metabolize long-chain
fatty acids. It has been postulated that CYP2U1 plays an important
role in fatty acid signaling processes in both the cerebellum and
thymus, and our results suggest that this role could also be important
in human WAT. CYPI1BI is expressed in many extrahepatic organs
and is involved in the metabolism of 178-estradiol and testosterone
(Spink et al., 1994). These results have led to speculation about its
possible physiological function: the metabolism of steroid hormones.
In mouse preadipocyte cell lines, CYP1B1 expression has been shown
to rise during adipogenesis (Alexander et al., 1997), suggesting that
CYP1B1 may generate or remove physiological substrates that regu-
late this process. CYP1B1 has also been shown to be inducible by
AhR ligands and is involved in activation of many human promuta-
gens and procarcinogens (Shimada et al., 1996), and it is therefore
believed to be an extrahepatic route of xenobiotic metabolism. We
also detected CYP1A1, another AhR-inducible P450 isoform, but
interindividual variations in its expression were significant. Some
individuals indeed had high CYP1A1 mRNA levels, whereas in others
CYP1A1 mRNA was undetectable.

Moreover, we have found significant differences in adipose P450
expression after culturing processes. In in vitro differentiated adipo-
cytes, CYP1BI1 expression was highly enriched compared with that in
all other WAT models. This discrepancy could be explained by the
fact that WAT explants contain not only mature adipocytes but also
other cells constituting the stroma vascular fraction (SVF) of WAT.
However, most of the cells in WAT explants are mature adipocytes,
and some complementary experiments, in which CYP1B1 expression
was compared between isolated adipocytes and SVF cells from the
same individual, have shown that differences in P450 expression
between adipocytes and SVF cells are not sufficient to account for this
enrichment in CYP1B1 (data not shown). More probably, its expres-
sion was induced by the adipogenic hormonal mixture used to stim-
ulated adipocyte differentiation, as described in C3H10T1/2 cells, in
which this mechanism was independent of the AhR (Cho et al., 2005).
Here, culture of WAT explants also led to CYP1Al and CYP1B1
induction. WAT explant culture has already been shown to drastically
change adipocyte gene expression (Gesta et al., 2003), and CYP1Al
expression has been shown to be greatly enhanced during several
culturing processes, through mechanisms that were independent of the
AhR. For example, in Caco-2 cells, physiological compounds con-
tained in serum induced CYP1A1 gene expression by transcriptional
activation independent of the AhR pathway (Guigal et al., 2000). In
our study, we cannot conclude whether the CYP1 induction that we

observed in our cultured WAT models is dependent on the AhR. It is
thus very important that the P450 expression pattern described here
for the first time was in uncultured human WAT samples, showing
actual constitutive expression of CYP1B1 and CYP2UI1. Whether
their physiological role in this tissue concerns adipogenesis regula-
tion, fatty acid, steroid, or xenobiotic metabolism still needs to be
elucidated.

In vivo rat studies have shown that P450s are regulated in WAT in
the same way that they are in the liver: CYP1A1, CYP2B, and
CYP3A mRNA and protein inductions were indeed observed after
B-naphthoflavone, PB, and dexamethasone treatment, respectively,
both in rat epididymal WAT and liver. Nuclear receptors CAR and
PXR, as well as AhR mRNA, have also been detected in rat epidid-
ymal WAT. We thus treated human WAT models with three typical
P450 inducers that use the same receptor systems in both species: PB
for CAR, RIF for PXR, and TCDD for AhR. In our human WAT
models, neither PB nor RIF induced CYP2B of CYP3A mRNA,
whereas human hepatocytes treated with the same doses and prepa-
rations of inducers showed clear and statistically significant induc-
tions of CYP2B6 and CYP3A4. Taken together with the fact that CAR
and PXR mRNA were almost undetectable in our WAT samples, our
results show that CYP2 and CYP3 are not regulated in human WAT
in the same way that they are in the human liver or in the rat WAT.
Numerous interspecies expression differences in nuclear receptor dis-
tribution have already been reported (Timsit and Negishi, 2007).
Thus, it seems very likely that differences between rat and human
concerning CYP2 and CYP3 regulation in WAT are due to interspe-
cies differences in nuclear receptor expression.

TCDD is well known to accumulate in WAT, its half-life being
estimated between 5.8 and 9.6 years in humans (Michalek et al.,
1992). In in vivo animal studies in WAT, the inhibition of glucose
transport (Enan et al., 1992), lipoprotein lipase activity (Brewster and
Matsumura, 1988), and fatty acid synthesis (Lakshman et al., 1989)
have been reported as consequences of the presence of TCDD. The
effects of TCDD are mediated through AhR, for which depletion
occurs during adipose differentiation in 3T3-L1 cells (Shimba et al.,
1998), raising the hypothesis that mature adipocytes could lose their
functional response to TCDD. In this work, we detected AhR mRNA
in all models of subcutaneous and visceral WAT, at levels that are
comparable with and sometimes even higher than those that we found
in hepatocytes. Moreover, TCDD treatment significantly increased
CYPIAI and CYP1B1 mRNA and proteins in most WAT models.
Only subcutaneous explants barely responded to TCDD at the mRNA
level, whereas cultured subcutaneous adipocytes did. AhR expression
was comparable in both models and can therefore not account for this
large difference. One possible explanation is that stromal vascular
adipose cells do not respond to TCDD, as shown in rat epididymal
WAT (Yoshinari et al., 2006). As discussed previously, important
CYPI inductions occurred during the culturing processes of WAT
explants and, more importantly, in subcutaneous rather than in vis-
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ceral WAT. Whether these inductions depend on the AhR is not clear.
However, it is possible that such inductions nearly saturated the AhR
pathway in this model, lowering the sensitivity to AhR inducers. But
even though we were not in optimal conditions, CYP1 inductions were
still observable in most WAT models after TCDD treatment, and it has
previously been demonstrated that AhR mediated the CYP1A1 induction
by B-naphthoflavone in rat WAT (Yoshinari et al., 2006). Our results thus
suggest the existence of a constitutive functional AhR-CYP1 induction
pathway in human WAT and in human adipocytes.

AhR mRNA levels, as well as CYP1AI and CYPIBI induction,
were significantly higher in visceral than in subcutaneous adipose
tissue. Other differences were observed between subcutaneous and
visceral WAT, such as greater CYPIB1 and CYP2U1 expression in
visceral samples. Differences in endocrine and biochemical charac-
teristics have already been reported between subcutaneous and vis-
ceral fat (Lafontan and Berlan, 2003). Because of their different
anatomic location and subsequent different vascularization, one can
assume that xenobiotic distribution would vary according to the fat
deposit localization. Our results suggest that subcutaneous and visceral
adipose tissues may react differently after xenobiotic exposition.

Human WAT models were also treated with the pesticides lindane,
prochloraz, and chlorpyrifos, which have all been found in human
WAT and which have been reported to be potent P450 inducers.
Lindane has been described as a CYP1A1, CYP2B1/2, and CYP2EI
inducer in rat liver microsomes (Parmar et al., 2003) and a PXR ligand
inducing CYP2B6 and CYP3A4 expression in human hepatocytes
(Lemaire et al., 2004). Our findings in human hepatocytes confirm
these results, but no significant changes in adipose P450s were ob-
served. On the other hand, prochloraz showed some significant effects
on adipose P450s. Prochloraz has been shown to cause CYPIA
induction in a rainbow trout cell line (Babin et al., 2005) and to have
a mixed induction profile close to that of phenobarbital in rat liver
enzymes (Needham et al., 1992). In human hepatocytes, we found that
PRO is indeed a CYP2B6 inducer, but mostly a significant CYP1A1/2
inducer. These results suggest that PRO could be a ligand for the AhR.
However, the fact that subcutaneous explants of WAT do respond to
PRO and not to TCDD and that PRO does not induce CYP1B1 mRNA
in hepatocytes also suggest that other mechanisms could be involved
in the PRO induction pathway. Nevertheless, these results highlight
the fact that not only the very potent AhR ligand TCDD but also some
less documented environmental pollutants could modify the CYP1
expression pattern in human WAT.

In conclusion, we have identified the expression of xenobiotic-
metabolizing P450s in human WAT. We have also demonstrated that
some, but not all, of the P450 hepatic regulation mechanisms are
functional in this tissue. This point raises the possibility that such
P450s could play a role in in situ xenobiotic elimination and in the
half-life time of lipophilic pollutants in the human body. By activating
the functional receptors of WAT, some pollutants can indeed modify
the expression pattern of xenobiotic-metabolizing enzymes in this
physiologically important tissue.
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