Université
BOUTEILLER Pierre de Lille

IL 1S

EVALUATION DE REPONSES
BIOLOGIQUES MEDIEES PAR PXR
DANS LE MODELE POISSON-ZEBRE

Mémoire de fin d’étude de Master sous la direction de Selim Ait-Aissa
et Francois Brion, chargés d’études a I'INERIS

Président de jury : Pr. Hervé Hubert
Directeurs de mémoire : Dr. Selim Ait-Aissa et Dr. Frangois Brion

2¢me membre de jury : Dr. Ludivine Canivet

QnOBenG,
. S“ess f/) t,
22
% =
3 $

maitriser le risque ;3
pour un dévaloppement durable | UMR-| 0 xn@

Université de Lille
Faculté Ingénierie et Management de la santé (ILIS)
Master Ingénierie de la santé parcours Qualité, Environnement, Santé, Toxicologie option recherche
Année universitaire 2018 - 2019






REMERCIEMENTS

Je tiens en premier lieu a remercier, toute I'équipe enseignante et les intervenants
professionnels de I'lLIS pour avoir assuré la partie théorique de cette deuxiéme année de
Master Ingénierie de la Santé, QEST recherche.

Je tiens également a remercier Eric Thybaud et Jean Marc Porcher de m’avoir accueilli
dans l'unité ECOT (Ecotoxicologie in vitro et in vivo) de 'INERIS ainsi que toute I'équipe
pour leur accueil et leur sympathie tout au long de mon stage : merci a Anne, Sandrine,
Nathalie, Edith, Olivier et Cyril

Un grand merci a Sélim ainsi qu’a Frangois pour m’avoir fait confiance en me confiant ce
travail, et surtout pour avoir enrichi ma réflexion scientifique sur ce sujet par vos nombreux
conseils et votre disponibilité.

Un grand merci & Manu pour ses conseils et son aide en culture cellulaire mais également
pour sa bonne humeur !

Je remercie également Benjamin pour son aide et ses conseils sur la partie vivo de ce
travail que j’ai découvert lors de ce stage.

Enfin je souhaite saluer tous les stagiaires et doctorants avec qui j'ai pu passer de trés bon
moment. J'espére qu’on se recroisera ! Merci a Audrey, Clémence, Armelle, Julie, Sana,
Chloé, Alexandrine, Nina, Camille, Arnaud, Alexandre, Grazia et Lei.




LISTE DES ABREVIATIONS

AF-1 : Activation Function 1

AhR : Aryl Hydrocarbon Receptor

AR : Androgen Receptor

ARNT : AhR Nuclear Translocator
BPA : bisphénol A

CAR : Constitutive Androstane Receptor
CTZ : clotrimazole

CYP : cytochrome P 450

DBD : DNA Binding Domain

DES : diéthylstilbestrol

DDE : Dichlorodiphényldichloroéthylene

DDT : dichlorodiphényltrichloroéthane

DMENO : dose minimale pour laguelle un effet

nocif a été observé

EE2 : 17a-éthynylcestradiol

ER : récepteurs nucléaires cestrogéniques
FET : Fish embryo test

FRET : fluorescence resonance energy transfer

gst : gluthation S-transférase

HAT : histone acetyl transferase
hpf : heures post-fécondation

HRE : Hormone Response Element

INERIS : Institut national de I'environnement

industriel et des risques

kDa : kiloDalton

LBD : Ligand Binding Domain
NLS : Nuclear Localisation Signal

nM : nanomolaire

—

PCB : polychlorobiphényles

PCDD/F : Polychlorinated dibenzo-p-dioxins/
dibenzofurans

PCN : prégnénolone-16a-carbonitrile
PE : perturbateur endocrinien

PestR : Pesticides activation of human and

zebrafish Pregnan X Receptor

PNRPE : programme national de recherche sur

les perturbateurs endocriniens

PPAR : Peroxisome Proliferator-Activated
Receptorl

PXR : pregnane X receptor (hPXR : human PXR /
ZfPXR : zebrafish PXR)

gsp : « quantité suffisante pour »

RAR : Retinoic Acid Receptor

ROR : Retinoid related orphan receptor
RN : récepteur nucléaire

RXR : Retinoid X Receptor

Transporteur ABC : ATP-binding-cassette
TNC : trans-nonachlor

TR : Thyroid Receptor

US EPA : United States Environmental Protection
Agency

VDR : Vitamin D Receptor
XRE : xenobiotic response element
ZFL : ZebraFish Liver

ZXLH : ZebraFish Liver XRE Luciferase
Hygromycin

MM : micromolaire

—t


https://www.epa.gov/
https://www.epa.gov/

SOMMAIRE

REMERCIEMENTS ..ottt ettt e e sttt e e s sttt e e e sa bt e e e sb ket e e e sk be e e e e asbee e e e anbeeeeeanbeeeeeanbeeeesanbaeeeeanees 1
LISTE DES ABREVIATIONS ...coiiiitiiie ittt ettt ettt e sttt e e e sttt e e e s st e e e e sab et e e e anbe e e e e snbee e e e anbaeeeeanbbeeesanbaeeeenntas 2
TABLE DES FIGURES. ... .ottt ittt sttt s e sttt e e et e e e sttt e e s st e e e e bt e e e e et ba e e e s stbeeesnseeeesnsaeeesnnnneeean 5
INDEX DES TABLEAUX ...ttt ittt ettt s e ettt ettt e a4 e sttt e e e sttt e e e e st e e e en st e e e e ansb e e e e ansbeeeeanstaeeeanstaeeeennnas 6
INTRODUGCTION . ....ttttiittite ettt sttt e e sttt e e s tea et e s sta e e e aastaeeesassaeee s st beeeaansbeeeaansbeeeaansbeeeeansbeeaeansteeeeanntaeaeennrees 7
A, LE SYSTEME ENDOCRINIEN .....uuuuuuuuutuuunueninanansaeassssasssssss s 8

B. LES PERTURBATEURS ENDOCRINIENS ....cceittttteitrtteesustetesanseeeesansteeesansseessansseesssssesessnssesesanssesessnsseeessssees 10

N B = {1 110 £SO PPPRPPTPRPN: 10

2. Origines et natures chimiques des PE............ 10

3. Effets adverses provoqUES PAr I8 PE .........oooiiiiiiiiiiiie et e e et e e e e e e s nnrnrne e e e e e 12

VIS 1V [oTo =X = To1 1 (0] g K3 = = SRS 13

C.  LES RECEPTEURS NUCLEAIRES. ... 00tiiiitttteiittteesitttaesitatessastaeassastaeaeasstsseesastasessassssesssssssesssssssesssnsssessnssees 14

1. DEFINILION B SITUCIUIE ...ttt e e e e e st e e e e e e s e s st eeeaeeesesnnntaneeeaaeeeaannnes 14

2. Classifications et modes d’actions des RN ..............coouoi it 15

3. Interactions croisées (« crosstalk ») entre des voies de signalisations de RN............cccoeccvvveeeeeenn. 17

D.  PREGNANE X RECEPTOR ...uiiieiiie s s s s e s 17

R o] o Tox 1[0 o [P O TP PP U PP TRPUPPPPPPPPTN 18

A o] (=N [ I = ToT=Y o] (T = SRR 20

3. Action synergique de PE SUr le rECEPLEUN PXR .....cocuuiiiiiiiiiieiiiiie ettt 20

4. DIffEreNCES INLEI-ESPERCES .....eiiiiitiiie ittt ettt ettt e e s b bt e s aab b et e e et b e e e e e abbe e e e eaabeeeeeanbeas 21

B LE POISSON-ZEBRE ... ..ttt eettttttttuu e eeeteettuu e s e eeteeetasa e aeaeeeestaa e s eeeteeetas it e eeaeteesban e e seeeteeebaba s eeeaeeeenbannnes 22

N € 1Y o 1= = 1] (= PRSPPSO 22

2. Avantages du modeéle poisson-zébre pour I'expérimentation...............ccccccccccoeecvvieeeeeeeececciiieeee e, 23

3. Le clotrimazole : un ligand de PXR chez I'Homme et le poisson-zeébre............ccocceveeeeiiiciivninnneennn. 23
OBJECTIFS ET DEMARCHE EXPERIMENTALE ......otiiiiiiie ittt ettt e et e e s snnaeeessnnneee s 25
MATERIELS ET METHODES ..ot e e e ettt e e e e e e e et e e e e e e s ea b e e eeaeeeeaannaaaeeaeees 27
A, IMODELES IN VITRO 1.tttttiiutttteeittteeesistaeeesassssaesssssaesssssaessssseeaasssseesasssssesasssseesasssssesassseeesasssseesasssseesassseeens 27

1. Lignées CellUlaire ZFL @t ZXLH ........ooiiiiiiiiiiiiiee ettt ettt e et e e s sbneeeeaaes 27

2. Cultures primaires d’hépatocytes de POISSONS-ZEDIE..........uuuviiiee et 27
Conditions d’élevages des POISSONS-ZEDIE ........ccciiiuiiiiiiiie ettt e e e e st e e e eeesneeeeeeneeeesnnees 27

Dissections et mises en cultures des NEPALOCYLES .........uieiiiiieeiiii e eciie et e e et e e e e s nnaeeas 28

3. Test de viabilité CEllUIAIrE « MTT 5 .oiiuuiiiiieie e iiciieiie et e e sr e e e e e s s e e e e e e e s nnrn e e e e e e s e snnrnraneeeaeeeas 28

O Yo 1Y/ (= 0 =1 (I LSO 28

LT (Y71 (=N 10 o1 (= - V] SRS 29

B.  MODELES IN VIVO .. s 29

I Y Fo o L= Lo =T o o] o T o] =11 R PUPSPPUPRPN 29

—
w
| —



2. Fish Embryo acute Toxicity (FET) TeSt (OCDE 236) ......cccuutuiiiiieeeiiiiiiieeaae et a e ribeeeeeeaa e 29

3. Expositions des MOdeles iN VIVO €1 N VItIO ......c.uviiiiiiiiiie ittt saae e saaee s 32

G, ANALYSE GENES CIBLES....ciuutttetttetesiitttreetteeesssasns e tte e e s s s sr s se e et e e e s e s s s b e e et et e e e s e as e b n s et et e e e s s assnrnnneeeeeesaannnn 33

1. EXtraction deS ARN TOTAUX.......ciiiiiiiiiiiieee ettt ettt e e e s e sttt e e e e e e s e e anbaeeeeaeeesasnnsbaeeeeaaeeeaanne 33

2. RT-PCR. iR e e Rt R e e R enes 34

3.  PCR guantitative en temps réel (QPCR). .....coiiiiiiiiee e e e e rrraree e e e 34
RESULTATS o ctittttetete ettt sttt s et et bese st e s s e s et e b e s e s e s e s e s e s b e b e se s e s e s e se s et e b e se et e s e s se s et e b e et e b e s e s s etene e ntanas 37
A, MISES AU POINT METHODOLOGIQUES ...ttt iuretestreeastesassneessresesmneessseesasseessnesaseeessseessneeessneessnessnnnsesnnesensnees 37

1.  Mise en place de la CUltUre PrIMAIIE .........eiiiiiiiiei ittt e e et e e e e sbeeeeeanes 37

2. Détermination de la densité cellulaire OPIMAIE .........cccueiiiiiiiiiie e e 38

3.  Détermination du nombre d’embryons de poissons-zébre nécessaires a I'extraction d’ARN totaux38
B. DETERMINATION DE LA TOXICITE AIGUE DU CLOTRIMAZOLE IN VITRO ET IN VIVO .....uvviieeiiiieeeesiieeeeesiinee e 39
C. ANALYSES DE L’EXPRESSION DE GENES CIBLES DE PXR ET AHR INVITROETINVIVO ..ccccoviiiiiieiiieeeeeeeeee, 40

1. Expression basale chez les embryons de poisson-zébre au cours du développement et dans les

NEPALOCYIES BN CUIUIE .ot e e e e s e e e e e e e st a e e e e e e s e ssasbaaeeeeeeesessnraeeeeeeessaannnes 40
2.  Effet de la dioxine (TCDD) sur I'expression des genes Cibles in ViVo ............cccccccuuevveeiicnieesninnnn 42
3.  Effet du clotrimazole sur I'expression des geénes Cibles in VIVO .............cccccceiiiiiiniiiic e 44
4. EXxpression des genes CibIeS iN VILIO........coouiiiiiiiiieie e 45
IS CUS SION L. 47

1. Analyse de I'expression constitutive des génes codant pour les récepteurs zfAhR, zfPXR et des

cytochromes P450 (Phases 1, 2 €1 3) ..o 47
2.  Effet de la dioxine (TCDD) sur I'expression des genes cibles in vivo et in Vitro..........cccoccvvvevivnennn. 49
3.  Effets du clotrimazole (CTZ) sur I'expression des genes cibles in vivo et in vitro........................... 50
(000 N [ I 1] [ PP 53
BIBLIOGRAPHIE ... ..ottt et e e ettt e e e e et e ettt e e eaeseeetat s e eeeeeseataanaaaeaeeeesnnnnaaaaaeees 54
N NN PRSPPI |

—
IN
| —



TABLE DES FIGURES

Figure 1 : Le systéme endocrinien chez le poisson-zébre (Le Fol, 2015).........ccccoovviiiiieeeereeiiiinnnnnn. 9

Figure 2 : Quelques exemples de la diversité structurelle des perturbateurs endocriniens (Balaguer

L= | 2 0 11
Figure 3 : Modes d’actions des perturbateurs endocriniens (d’aprés Brion, Comm. Pers.). ............ 14
Figure 4 : Organisation structurale des récepteurs nucléaires (Creusot, 2011).......cccceeeeeevvvvvrnnnnnnn. 14
Figure 5 : Mécanisme d'action général des récepteurs nucléaires (Janosek et al., 2006)............... 16

Figure 6 : Modes d’actions des récepteurs nucléaires en monoméres ou dimeéres (Brion, Comm.

P TS, ) e 16
Figure 7 : Fonctionnement d’'un RN « xénocapteur » en réponse a la liaison d’'un xénobiotique
(d’apres Nakata et @l., 2006). ......ccoiiiiuiiiiiiiiie ettt e e e et e e e e e e e e s a bbb r e e e e e e e e e bbb r e e e e aaeeeaaaaa 18

Figure 8 : Comparaison des séquences d'acides aminés DBD/LBD du PXR et CAR humains et de
leurs orthologues correspondants chez onze autres especes de vertébrés (d’aprés Zhao et al.,

120 L) TSSOSO PPPPRPP 21
Figure 9 : Deux poissons-zebre de souches AB (SMit, 2013). .....ccoviiiiiiiiiiiieeeeiiiiiieeeee e 22
Figure 10 : Structure chimique du clotrimazole (Crowley and Gallagher, 2014). .............cccoovvvvnnnnnn. 24
Figure 11 : Démarche eXperimentale...........ccooiiiiiiiiiii i e e e e e e e 25
Figure 12 : Principe du Fish Embryo Test (d’aprés OCDE 2013)..........ccccoeiiiiiiiiiiiiiiie e 31
Figure 13 : Observations considérées comme léthales lors du Fish Embryo Test (d’aprés OCDE
120 3 RSP PUSPPPRRPR 31
Figure 14 : Cinétiques d'expositions testées sur les cultures primaires d’hépatocytes de poissons-
= o] =TSP 33
Figure 15 : Représentation schématique de la PCR basé sur TagMan (D'aprés Thermo-Fischer
Yo (=T 0111 {To) U TO SR 35

Figure 16 : Evolution au cours du temps (3 & 96h) des cultures primaires d'hépatocytes de
poissons-zebre (densité cellulaire : 500 000 cellules par puits). Visualisation au microscope inversé
A AIffEreNtS grOSSISSEIMENTS. .....eiiiiiieiiiiitiie ittt e et e e e e e e e s s bbbttt a e e e e e e s anbbbneeaaaeeeaaann 37
Figure 17 : Détermination de la densité cellulaire optimale pour I'extraction d’ARN totaux............. 38
Figure 18 : Détermination du nombre d’embryons de poissons-zébre nécessaires pour I'extraction
d’ARN totaux en fonction du stade de développement exprimé en heures post-fertilisation (hpf). Les
chiffres sur les histogrammes représentent le nombre d’idividus poolé (n = 1-10).......cccccvveeeeennnne 39
Figure 19 : Absence d’effet du clotrimazole sur la viabilité cellulaire (test au MTT) dans la lignée
cellulaire ZFL apres une exposition de 24h (N = 6). .......uiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 39
Figure 20 : Expression basale des génes : cypla ; cyp2aal2 ; ahr2 ; cyp3a65 ; cyp3cl et nrli2 au
cours du développement embryonnaire (ANOVA et post-hoc de Tuckey, * = p <0,05 ; n=4)............ 41




Figure 21 : Expression des génes cibles aprés expositions d’embryons de poisson-zebre a une
concentration de dioxine (0,05 nM, orange) a différents stades développementaux (ANOVA et post-
hoc de Tuckey, * = p <0,05 ; n=4). Pour le géne cypla, les expressions chez les témoins (noir) et les
embryons exposés a la TCDD sont représentées sur des échelles différentes par soucis de clarté
(échelle de gauche TCDD ; échelle de droite : tEMOINS)........uuiiiiiieiiiiiiicie e 43
Figure 22 : Expression géniques aprés expositions d’embryons de poissons-zébre a une gamme de
clotrimazole a différents stades développementauX (N=4). ccccocceevieeiiiieie e 44
Figure 23 : Expression géniques aprés expositions de cultures primaires d’hépatocytes de
poissons-zébre a la TCDD et au clotrimazole (CTZ) a différents temps d’expositions (n=2). Pour le
géene cypla, les expressions chez les témoins (noir), les embryons exposés au CTZ (bleu) et a la
TCDD sont représentées sur des échelles différentes par soucis de clarté (échelle de gauche

TCDD ; échelle de droite : tEMOINS €1 CTZ). ....uuuuuuuurueruiuruerereuereennennenrnnnennrnrerrnnrrner—. 46
Figure 24 : Proposition d’activation par la dioxine de voies de signhalisations zfAhR directe et zfPXR
via un crosstalk positif zZFAhR-zfPXR (modifié d’aprés Tseng et al., 2005) (ARNT : AhR Nuclear
Translocator, DRE : DioXin RESPONSE EIEMENT). ......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieeeeeiseeeeeeeeeeeeeeeenees 50
Figure 25 : Proposition d’activation par le clotrimazole de voies de signalisations zfPXR directe et
zfAhR via un crosstalk positif zfPXR-zfAhR (modifié d’aprés Tseng et al., 2005) (ARNT : AhR
Nuclear Translocator , DRE : Dioxin Response Element). ... 52

INDEX DES TABLEAUX

Tableau 1 : Origines et natures des substances PE (Creusot, 2011 ; Diamanti-Kandarakis et al.,

Tableau 2 : Exemples historiques d’effets de perturbations endocrines (d’aprés Creusot, 2011)..12

Tableau 3 : Ligands du RN PXR chez 'homme et les poissons téléostéens. ............cceevvvveennennn. 19




INTRODUCTION

De nombreuses activités anthropiques entrainent le rejet croissant dans les différents compartiments
de I'environnement d’une grande diversité de substances préoccupantes aux niveaux sanitaire et
environnemental. Parmi ces substances, de plus en plus de composés ont été décrits comme étant
des perturbateurs endocriniens (PE) (De Coster and van Larebeke, 2012 ; Kortenkamp, 2014). Le
caractére PE d’'une substance correspond a sa capacité a altérer le développement, la reproduction
et ’'homéostasie des organismes exposés a travers de multiples mécanismes d’action (Kavlock et al.,
1996). Face au risque associé a I'exposition des populations a la fois humaines mais aussi animales,
une attention particuliere a été donnée, ces derniéres années, a I'étude de ces molécules (Hotchkiss
et al., 2008) et notamment a leurs mécanismes d’actions. Cette prise de conscience des risques posés
par les PE s’est également traduite au niveau réglementaire avec 'ajout de la notion de PE au coeur
du réglement REACH (i.e. reglement sur I'enregistrement, I'évaluation, l'autorisation et les restrictions
des substances chimiques) ou plus réecemment avec I'adoption depuis le 13 décembre 2017 par les
pays membres de I'Union Européenne d'un accord sur une définition commune du terme
perturbateurs endocriniens comme « substance qui aurait un mode d'action endocrinien et serait
connue pour exercer des effets adverses pour la santé humaine comme conséquence de son mode
d'action hormonale » (Parance, 2018). D’autant plus que le risque associé au PE s’accompagne d'un
co(t non négligeable pour la société qui pourrait attendre, selon une étude publiée en 2015, 157

milliards d’euros par an rien que pour 'Europe (Trasande et al., 2015).

En réponse a ces interrogations sur la problématique des PE et face aux risques sanitaires et
environnementaux, un programme national de recherche axé sur la thématique des PE (PNRPE) a
vue le jour en France dés 2005. Parmi les projets en cours en lien avec ce programme national de
recherche, le projet PestR (Pesticides activation of human and zebrafish Pregnan X Receptor) dans
lequel s’integre mes travaux, coordonné par le Dr. Balaguer (IRCM INSERM U1194, Montpellier),
correspond a une collaboration entre différents laboratoires a savoir, I'Institut de Recherche en
Cancérologie (IRCM, INSERM U1194), le Centre de Biochimie Structurale de Montpellier (INSERM
U1054), le laboratoire Environnements et Paléoenvironnements Océaniques et Continentaux de
'Université de Bordeaux (UMR CNRS 5805 EPOC) et l'unité d’Ecotoxicologie in vitro et in vivo de
I'INERIS. Ce projet vise notamment a étudier I'effet de pesticides sur le Pregnane X Receptor (PXR)
humain mais également de poisson-zébre afin d’'une part de mieux comprendre son rdle dans la
régulation de la détoxification et d’autre part mieux appréhender la toxicité des pesticides pour ces

especes (Balaguer, Comm. Pers).

Plus précisément, l'objectif des travaux menés au cours de ce stage correspond a évaluer les
réponses bhiologiques médiées par le récepteur PXR lors de I'exposition de différents modéles in vitro
et in vivo dérivés du poisson-zebre & un perturbateur endocrinien d’intérét, le clotrimazole (CTZ). Pour

répondre a la question scientifique, une premiére partie bibliographique vise a décrire de maniére




générale les PE, leur nature ainsi que leurs modes d’actions, dont leurs interactions avec les
récepteurs nucléaires et le récepteur PXR, en s’intéressant également au modéle expérimental
utilisé : le poisson-zébre et a la substance étudiée : le clotrimazole. Par la suite, sera développée la
démarche expérimentale et les choix méthodologiques liés a ce projet pour finalement présenter puis

discuter les résultats scientifiques issus des différentes expérimentations mises en ceuvre.

A. Le systeme endocrinien

Le systéme endocrinien correspond a I'un des principaux systéemes de communication de I'organisme
avec le systéme nerveux et le systeme immunitaire. Le systeme endocrinien est composé de glandes
et de cellules endocrines présentes dans différents organes qui vont pouvoir communiguer entre-elles
par le moyen d’hormones. Les hormones correspondent ainsi a des messagers chimiques du systéme
endocrinien mais également a des régulateurs qui vont notamment permettre le maintien de
I'homéostasie en participant a la régulation des grandes fonctions de I'organisme comme la nutrition,
le sommeil, le stress, la reproduction, le comportement, la croissance ou encore le métabolisme
énergétigue ou phosphocalcique (Figure 1 ; Le Fol, 2015). Actives méme a de faibles concentrations,
les hormones vont étre libérées dans le sang par une glande ou une cellule endocrine et vont pouvoir
agir sur des cibles proches ou a distances. La fixation de 'hormone sur son récepteur spécifique va
induire une réponse proportionnelle a la quantité d’hormone sécrétée par le biais d’'une cascade de
réactions au niveau intracellulaire pouvant notamment conduire a des modifications de I'activité
cellulaire (Le Fol, 2015).

Le systéme endocrinien des poissons téléostéens dont fait partie le poisson-zébre, présente quelques
spécificités par rapport a celui des mammiféres (Eide et al., 2018). Ses glandes endocrines sont
'hypophyse, la thyroide, la glande pinéale, les flots pancréatiques, le corpuscule de Stannieux,
l'urophyse, la glande interrénale, I'ovaire et le testicule. Des cellules endocrines sont également

retrouvées dans le foie et 'estomac (Figure 1).
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Figure 1 : Le systéme endocrinien chez le poisson-zebre (Le Fol, 2015)
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B. Les perturbateurs endocriniens

1. Définitions

Il existe différentes définitions des PE ajoutant chacune des notions essentielles pour leur
caractérisation. Tout d’abord il s’agit de substances qui : « interférent avec les processus de synthese,
de sécrétion, de transport, d’action ou d’élimination des hormones responsables de 'homéostasie, de

la reproduction et du comportement » (Kavlock et al., 1996).

Une seconde définition vient compléter cette la premiére en ajoutant la notion d’effet néfaste :
« substances exogénes qui provoquent des effets néfastes sur la santé d’un organisme ou sa

descendance, secondairement a des changements de la fonction endocrine » (OCDE, 1997).

Par la suite, 'OMS repris ces différentes notions dans la définition suivante : « substance ou mélange
de substances, qui altére les fonctions du systéme endocrinien et de ce fait induit des effets néfastes
dans un organisme intact, chez sa progéniture ou au sein de (sous)-populations » (World Health
Organization, 2002).

Les PE constituent donc une famille de composés définit non pas par leur nature chimigue mais bien

par leur effet biologique (Creusot, 2011).

2. Origines et natures chimiques des PE

Avant de détailler les effets adverses que les PE peuvent engendrer, il convient de s’intéresser a la

diversité de molécules PE et notamment & leurs origines et leurs natures chimiques.

Une premiére distinction peut étre réalisée sur 'origine des PE. Il existe aussi bien des substances
synthétiques que naturelles présentant un caractere PE. Les phyto-cestrogenes, par exemple, sont
présents naturellement dans des végétaux et vont alors pouvoir étre consommeés a la fois par des
animaux mais également par 'Homme et du fait de leur homologie de structure avec I'cestradiol, ils
vont pouvoir entrer en compétition avec celui-ci. D’autre composés classés comme PE seront de
nature synthétique (De Coster and van Larebeke, 2012). Ces substances synthétiques constituent la
majorité des PE connue actuellement. Il existe une grande diversité dans les composés de synthéses
présentant un caractere PE (Figure 2). Parmi ces substances d’origines anthropiques, sont retrouvés
des substances de classes chimiques diverses. En Tableau 1 est synthétisée cette seconde

distinction pouvant étre réalisées sur les origines et les classes chimiques diverses des PE.
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Tableau 1 : Origines et natures des perturbateurs endocriniens (Creusot, 2011 ; Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

Phyto-oestrogén
Substances naturelles yto-oestrogenes

Hormones naturelles

Fongicides

. Insecticides
Agricoles

Herbicides
Métaux

Substances Produits pharmaceutiques

d’origines

anthropiques Surfactants

Industrielles
et urbaines

Plastifiants

Hormones de synthése

Composés halogénés
persistants

Produits cosmétiques

HyC_ CHy
HO” 'l .. “OH

bisphenol-A (BPA)

e

[s]

cn, O

HO

17B-estradiol (E2)

O~ -CHs
benzylbutylphthalate

cl cl
CI O Q “
< cl

polychlorobiphenyl 169

genistein

Hy :
oi © CH, HyC
HC
o
OH

4tert-octylphenol
a-zearalanol (o-ZA) o

Y /\/\JKCL
0 cl

G H,c  CH

HO OH

cl

tetrachlorodibenzo-p-dioxine butylparaben

Figure 2 : Quelques exemples de la diversité structurelle des perturbateurs endocriniens (Balaguer et al., 2017).

Isoflavones (génistéine,
coumestans, lignans)
Oestradiol, testostérone

Vinclozolin, mancozébe
Lindane, chlordécone, DDT

Atrazine, glyphosate
Cadmium

Clotrimazole, DES, tamoxifene
Alkyphénols
Bisphénol A, phtalates
17a-éthinylestradiol (EE2)
Dioxines, furanes, PBDE, HAP

Benzophénones, parabene

ferutinine

CH,
7 "cn,
/HH

tributyltin (TBT)

F
F P P ol
perfluorooctanoic acid
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Tandis que les phyto-cestrogénes seront, facilement métabolisables par les organismes exposés en
raison de leur hydrophilie et leur faible bioaccumulation dans I'organisme (Fénichel and Brucker-
Davis, 2008 ; Le Fol, 2015), la plupart de ces PE d’origine synthétique présente un fort caractére
lipophile leur permettant de se bioaccumuler dans les tissus adipeux et d’étre difficile a éliminer par

les organismes vivants (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

3. Effets adverses provogués par le PE

Historiquement, les premiers exemples de perturbations endocrines ont été rapportés depuis les
années 1980 dans I'environnement sur des espéces animales. Depuis, de nombreuses molécules ont
pu étre identifiées. La tableau 2 reprend quelques-uns de ces exemples observés sur différentes
especes et les substances incriminées associées (revue par Hotchkiss et al., 2008).

Tableau 2 : Exemples historiques d’effets de perturbations endocrines (d’apres Creusot, 2011).

Effluents de stations d’épurations (EE2,
Féminisation intersexe alkylphénols) (Desbrow et al., 1998 ;
Poissons Sanchez et al., 2011)
Effluents industriel (trenbolone)

Masculinisation (Parks et al., 2001)

Gastéropodes Imposex (apparition d’un pénis Tributylétain
P chez la femmelle) (Matthiessen and Gibbs, 1998)
Alligators Anomalie du développement DDT (Guillette et al., 1994)
Amincissement de la coquille Dichlorodiphényldichloroéthyléne (DDE)
Oiseaux d’ceuf (Blus et al., 1972)
Modification du comportement DDE et PCB (McArthur et al., 1983)
. Reproduction (succés ..
Otarie reproducteur) PCB (Reijnders, 1986)
Neurologique, immunitaire PCB, PCDD/F (Guo et al., 1995)
HOMME  Comportemental, reproduct
omportemental, reproguction DES (Colborn et al., 1993)

(réduction spermatozoides)
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Chez le poisson, I'exposition a des effluents de stations d’épurations contenant notamment des xéno-
cestrogenes (EE2, alkylphénols) va entrainer une féminisation dont le biomarqueur est une synthese
anomale de la vitellogénine chez les maéales. Physiologiguement la vitellogénine est une
phosholipoprotéine produite chez les femelles par les cellules hépatiques sous le contréle hormonal

de I'cestradiol.

Cette féminisation progressive d’'une population de vairon (Pimephales promelas) exposée a des
faibles concentrations d’'EE2 (5 a 6 ng/L) intervient du fait d’altération gonadique chez les males
notamment sur la spermatogenése entrainant une intersexualité. Ces phénoménes d’altérations
gonadiques sont également observés chez les femelles avec des retards de développement ovarien
(Kidd et al., 2007). Des phénoménes d’intersexualité ont été également observé sur des populations
de goujons (Gobio gobio) exposées a un effluent a proximité d’'une industrie pharmaceutique
(Sanchez et al., 2011). La aussi des taux de vitellogénine élevés ont été relevés chez les males
accompagnés d’une hypertrophie gonadique. A la différence pres, que dans cette étude I'effluent ne
présentait pas d’activité cestrogénique mais « steroid-like » du fait de la présence de différents
produits pharmaceutiques dont des corticostéroides (e.g. dexaméhtasone) ou des progestatifs (e.qg.
levonorgestrel) (Creusot et al.,, 2014). Il pourrait néanmoins s’agir d’actions indirectes de ces
composés sur les voies de signalisations du récepteur des cestrogénes. La conséquence de
I'exposition de ces populations de poissons dans ces deux exemples correspond a un effondrement

progressif de I'effectif de la population.

4. Modes d’actions des PE

L’importante diversité d’effets adverses provoqués par le PE s’accompagne par de multiples modes
d’actions des PE. Ces derniers sont donc capables d’agir a différentes étapes du cycle de vie des
hormones : dés leur biosynthése, lors de leur transport, lorsqu’elles se lient aux récepteurs, en

interférant avec leurs actions physiologiques ou encore lors de leur catabolisme (Figure 3).

La liaison des PE sur les récepteurs nucléaires constitue un mode d’action essentiel des PE.
Certaines substances, comme la génistéine, ou le bisphénol A (Figure 2), vont posséder une analogie
de structure chimique avec le ligand naturel du récepteur. Pour revenir a 'exemple précédent, le
bisphénol A posséde une analogie de structure chimique avec le ligand naturel des récepteurs
cestrogéniques (ERs) : l'cestradiol (E2) et va agir comme un composé cestrogene-mimétique
(Delfosse et al., 2012 ; NTumba-Byn, 2013).
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Biosynthése
hormonale \

@ @ Ha=p

Action :
tissu(s) cible(s)

Figure 3 : Modes d’actions des perturbateurs endocriniens (d’aprés Brion, Comm. Pers.).

C. Les récepteurs nucléaires

L’interaction des composés PE avec les récepteurs nucléaires (RN) sera étudié expérimentalement

dans la suite de ce travail. C’est pourquoi une attention particuliére leur sera consacrée

1. Définition et structure

Les récepteurs nucléaires sont regroupés au sein d’'une superfamille de récepteurs intracellulaires
impliqués dans la régulation d’'un large panel de fonctions physiologiques tel que la croissance, la
prolifération, la différentiation cellulaire ou encore le maintien de 'homéostasie (Janosek et al., 2006).
Les RN sont comme des facteurs de transcription (Nakata et al., 2006), la liaison d’un ligand de nature
lipophile va stimuler I'action du RN qui en réponse va pouvoir moduler I'expression de génes cibles
(Gronemeyer, 1993 ; Sberna, 2011).

AF-1 DED LBD
Dimérisation Dimérisation
SLN AF-2

Figure 4 : Organisation structurale des récepteurs nucléaires (Creusot, 2011).
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La taille des récepteurs nucléaires varie de 40 a 100 kDa. lls présentent une structure générale
commune (Figure 4) comprenant quatre domaines fonctionnels notés de A a E avec la présence
potentielle d’'un domaine supplémentaire noté F pour certains RN (Aranda and Pascual, 2001 ;
Sberna, 2011). Le domaine A/B situé a I'extrémité N-terminale contient une fonction activatrice de la
transcription indépendante du ligand AF-1 (Activation Function 1) (Nakata et al., 2006). Le domaine
A/B est la région la plus variable du RN, que ce soit en termes de taille et de séquence, déterminant
la diversité des isoformes de récepteurs. La région C correspond au domaine de liaison a '’ADN (DBD,
DNA Binding Domain), il va permettre la liaison du RN avec la molécule de 'ADN au niveau des
séquences spécifiques, les éléments de réponses (HRE, Hormone Response Element). Le DBD va
présenter une forte homologie de séquence entre les différents RN. Le domaine D appelé domaine
charniére est faiblement conservée entre les RN et donne sa flexibilité au récepteur permettant sa
fixation sur TADN. L’existence d’'un motif de localisation nucléaire (NLS, Nuclear Localisation Signal)
au sein du domaine D permet sa détection. Le domaine E, situé en extrémité C-terminale, correspond
au domaine de liaison des ligands (LBD, Ligand Binding Domain). La taille de la poche de liaison du
ligand est spécifique aux différents RN et va déterminer I'affinité des RN avec leurs ligands (Sberna,
2011).

2. Classifications et modes d’actions des RN

Il existe différentes classifications des RN dans la littérature scientifique. La principale est basée sur
la nature de leurs ligands respectifs, donnant lieu a 3 sous classes de RN (Janosek et al., 2006) : les
récepteurs de type | (e.g. récepteurs des hormones stéroides), de type Il (e.g. récepteur thyroidien
(TR), des hydrocarbures aromatiques (AhR : « Aryl hydrocarbon receptor »), de la vitamine D (VDR),
de l'acide rétinoique (RAR), le RXR (Retinoid X receptor) et le PPAR (peroxisome proliferator
activated receptor), et de type lll correspondant aux récepteurs orphelins (e.g. PXR, Pregnane X

Receptor).

lllustré en Figure 5, le mode d’action général des RN correspond a un mécanisme de facteurs de
transcriptions. Les RN vont d’abord étre ciblés par des ligands spécifiques que ce soit dans le
cytoplasme ou dans le noyau. A la suite de la fixation du ligand au niveau du LBD du RN, un
changement de conformation va avoir lieu et le RN souvent accompagné d'un co-régulateur va
rejoindre le noyau de la cellule pour se lier sur une séquence spécifique de la molécule d’ADN au
niveau de I'HRE. Cette liaison va permettre I'expression (ou la répression) de genes cibles par
transcription de la séquence spécifique de 'ADN (Janosek et al., 2006). Les co-régulateurs vont
permettre de moduler l'activité transcriptionnelle des RN que ce soit par une activité positive (co-

activateur) ou par une activité négative (co-représseurs) sur le récepteur) (Hermanson et al., 2002).

Certains récepteurs comme le récepteur ROR (retinoid related orphan receptor) vont fonctionner en

monomeres tandis que d’autres comme les récepteurs stéroidiens ou RXR (Retinoid X Receptor) vont
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fonctionner en homodiméres. C’est a dire que pour se lier aux éléments de réponses de 'ADN, deux
récepteurs identiques vont s’associer. A linverse, d’autres récepteurs comme PXR vont agir en

hétérodiméres en se liant avec un récepteur RXR pour exercer leurs actions (Figure 6).

4 Co-activateur
[ A

—
U [ coactivateur
U/

U ', Elément de réponses
4

Expression
géniques

Y

s/

Figure 5 : Mécanisme d'action général des récepteurs nucléaires (Janosek et al., 2006).

Steroid Receptors RXR Heterodimers
TaR thyroid hormone

> @ ﬁo glucocorticoid v a ﬂ < RAR all-trans RA
] : mineralcorticoid Lot VDR 1.25-(0OH)2-VD
& progesterone N PPAR ot fatty acids /
androgen PPAR Yy 15d-A12.14.pGy
estrogen EcR ecdysone
FXA bile acids
CAR androstane
LXR oxysterol
PXR/SXR xenoblotics

Dimeric Orphan Receptors

Monomeric / Tethered Orphan Receptors

< e RXR
a ﬁ COuP .Q - NGFI-B

HNF-4 SF-1
Rev-erb

(o >
g 4 TR2
.:. TLX . ' ROR

GCNF = ww ERR

Figure 6 : Modes d’actions des récepteurs nucléaires en monomeres ou dimeres (Brion, Comm. Pers.).
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3. Interactions croisées (« crosstalk ») entre des voies de signalisations
de RN

Il existe également d’autres voies de signalisations, dites indirectes, de certains récepteurs. C'est
notamment le cas d’AhR, récepteur cytoplasmique, qui intervient dans le métabolisme de certains
xénobiotiques principalement les hydrocarbures aromatiques polycycliques et des dioxines par la
régulation de génes comme cypla, cyplb ou les gst (glutathion S -transférase) (Nakata et al., 2006).
Il a ainsi été démontré que le récepteur AhR, activé par un de ces agonistes comme la TCDD (2,3,7,8-
Tétrachlorodibenzo-p-dioxine) (Navas et al., 2004) pouvait interagir avec les récepteurs aux
cestrogénes (ER) et entrainer la formation d’'un complexe ER/AhR/ARNT. La conséquence de cette
interaction differe selon les espéces et selon la présence ou I'absence de liaison des RN a des ligands
au sein de ce complexe. Chez 'Homme, lorsque le récepteur ER est lié a un agoniste comme 'E2 et
AhR (e.g. TCDD) a un de ces agonistes, il y aura dégradation du complexe par le protéasome et donc
induction d’un effet anti-oestrogénique. A l'inverse, la présence d’un ligand d’AhR mais pas d’ER au
sein du complexe aura pour conséquence l'activation de la voie de signalisation oestrogénique. Il a
également été démontré la possibilité pour le récepteur ERa de moduler a son tour la transcription
dépendante d’AhR (Matthews and Gustafsson, 2006). Chez le poisson et notamment le poisson-
zébre, la présence d’'un ligand AhR n’induit, a l'inverse, pas d’effet cestrogénique (Cheshenko et al.,
2007). Le « crosstalk » reste un mécanisme complexe et dépendant fortement du contexte cellulaire,

du tissu-cible mais également du stade développemental (juvénile, adulte) et du sexe de I'individu.

D. Pregnane X Receptor

Suite a la découverte progressive de ces RN, de nombreuses études ont été mené pour approfondir
leur voies de signalisations mais également pour mieux connaitre leurs ligands spécifiques en
particulier sur les composés susceptibles d’entrainer une perturbation du fonctionnement des
récepteurs stéroidiens comme les récepteurs cestrogéniques ou androgéniques (AR) que ce soit chez
I'Homme (Baravalle et al., 2018 ; Brucker-Davis et al., 2001 ; Li et al., 2006 ; N'Tumba-Byn, 2013) ou
chez d’autres sujets d’études comme le poisson-zebre (Baudiffier, 2012 ; Hinfray et al., 2011 ; Le Fol
et al., 2015). Toutefois, de plus en plus d’études se sont par la suite intéressées a d’autres RN moins
connus tel que le récepteur PXR dans le cadre du projet PestR. Les raisons de lintérét pour ce
récepteur nucléaire sont nombreuses. Le récepteur PXR s’avére étre la cible moléculaire de
nombreuses substances pharmaceutiques mais également d’autres xénobiotiques (Bresolin et al.,
2005 ; Nakata et al., 2006). De plus, I'expression de nombreux génes impliqués dans la détoxification
et le métabolisme de composés endogenes est notamment régulée par le récepteur PXR (Kliewer,
2003). L'implication du récepteur PXR dans certains cancers chez ’'Homme (e.g., cancer du colon) a
également été démontré (Raynal et al., 2010). Enfin il s’agit, pour l'instant, du seul RN pour lequel
une action synergique des composés chimiques a été démontrée (Delfosse et al.,, 2015) et qui

témoigne de fortes différences inter-espéces (Kiblbeck et al., 2016 ; Zhao et al., 2015).

( )
1 7 )



1. Fonction

Le récepteur PXR fait partie de la sous-famille 1, groupe I, membre 2 (NR1I2) des RN (« A Unified
Nomenclature System for the Nuclear Receptor Superfamily, » 1999). Dans la suite de ce travall, le
récepteur PXR humain sera désigné hPXR et celui du poisson zébre zfPXR. Les génes

correspondants seront quant a eux inscris en minuscule.

De fortes homologies de séquence entre le récepteur PXR et le récepteur de la vitamine D (VDR,
NR1I1) mais également avec le récepteur CAR (NR1I3, constitutive androstane receptor) ont été
montrées (Hitchcock, 2014). Le géne nrli2 s’exprime particulierement dans le foie et I'intestin et dans
une moindre mesure dans les reins et les poumons (LeCluyse, 2001). Plus précisément, le récepteur
PXR est souvent qualifié de xénocapteur. Le mécanisme d’action du RN PXR est illustré en Figure 7.
La liaison d’un ligand au niveau du LBD de PXR va entrainer sa liaison aux histones permettant le
recrutement de I'HAT (histone acetyl transferase). L’acétylation des histones va avoir pour
conséquence la décondensation de I'euchromatine. Le complexe hétérodimérique formé de RXR et
de PXR lié avec son ligand et un co-régulateur va se fixer au niveau de son élément de réponse XRE
(pour Xenobiotic response element) et provoquer la transcription des genes cibles (Eide et al., 2018 ;
Nakata al., 2006).

Ligands

J
i | PRET [—

l Transport
Co-régulateurs

Récepteur nucléaire Cﬁ

— OOOO O % E §- Enzyme
\ & “F

|‘l6 i ;:“’
Euchromatine —@—c—“\-y—oi
RE RE

RE : « Elémentde réponse »

Figure 7 : Fonctionnement d’'un RN « xénocapteur » en réponse a la liaison d’un xénobiotique (d’apres Nakata
et al., 2006).
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Agoniste

Agoniste
poisson-zébre

Antagoniste

humain

humain

Une gamme structurellement diversifiée de médicaments et de polluants environnementaux vont

pouvoir se lier au récepteur PXR et l'activer. Le Tableau 3 rassemble des ligands typiques du PXR

humain et de poisson.

Tableau 3 : Ligands du RN PXR chez 'homme et les poissons téléostéens.

Pesticides

Composés
pharmaceutiques

Chlordane, dieldrine, endosulfan
Transnonachlor, triclosan
Prétilachlor, fenvalérate, bupirimate, cyperméthryn, métolachlor,
oxadiazon, o,p’'DDT, propiconazole, oxadiazon, diuron,
azimsulfuron, mercoprop, fipronil, diflubenzuron, thiabendazole
Terbutylazine, linuron, chlorotoluron, chlorsulfuron, nicsulfuron
Butamifos, chlorpyrifos, thénylchlor, dymuron, bromopropylate,
indanofan, pypérophos, bifenox, oxyflurofen, fenamiphos, toldofos-
methyl, primiphos-methyl, ethoprophos, pyrethrin, deltamethryn,
fluvalinate, terfuthrin, etofenprox, diethofencarb, chlorpropham,
flutolanil, propzamide, metalaxyl, pencycuron, pendimethalin, 2-
phemylphenol
Hyperforin, clotrimazole, rifampicin, déxamethasone, lovastatin,
phénobarbital, spironolactone
SR12813, ICI, tamoxifen
Clomiphéne, raloxifene
Diclofénac, forskolin, ritonavir, mévastatin, mifépristone, diazépam,
triazolam, bergamotin
Oméprazole, terbinafine, rifabutin, nicardipine
Amoxicilline, dicloxacilline, céphradine, tétracycline,
troléandomycine
cindamycin, érythromycine

Coumoul et al., 2002
Jacobs et al., 2005

Lemaire et al., 2004,
2006

Creusot, 2011

Kojima et al., 2011

Vignati et al., 2004

Jacobs et al., 2005
Mnif et al., 2007

Sinz et al., 2006
Cui et al., 2008

Yasuda et al., 2008

Milnes et al. 2008
Mnif et al., 2007
Pacyniak et al., 2007
Vignati et al., 2004
Mnif et al., 2007

Ekins et al., 2008

Mnif et al., 2007
Kojima et al., 2011
Reschly et al., 2007

Honkakoski et al., 2004
Milnes et al. 2008

Ekins et al., 2008
Moore et al., 2002

Eide et al., 2014
Kubota et al., 2015
Cunha et al., 2016,

2017

Milnes et al. 2008

Ekins et al., 2008
Tseng et al., 2005
Wang et al., 2008

Zhou et al., 2007

Ekins et al., 2008
Venkatesh et al., 2011

Phtalates
Sﬂrfatgg.agiS/ 4+-OP, m-NP, BPA
plastinants PBDE
Pregnénolone, cortisone, corticostérone
. EE2, hexestriol, 4-OHT
Stéroides Cortexone, corticostérone, métabolites de I'oestrone
progestérone et métabolites
Phyto/myco-oestrogénes, Filtres UV
Diphényls ether, carbamates
Autres TCDD
TPP
- Méthoxychlor, toxaphéne, endosulfan, chlordane, fenvalérate
Pesticides ;
Chlorpyrifos
Nifédipine, phénobarbital, rifampicine
. Clotrimazole
Compos_es Phénobarbital
pharmaceutiques

Simvastatine

Surfactants/ : .

. n-dipropyl-phtalate, 4-t-OP, bisphenol A
plastifiants propyr-p P
Stéroides Pregnénolone, androsténedione, testostérone, DHT, androstérone,

métabolites de I'oestrone
Autres TCDD
Phyt(?- Coumestrol
ocestrogenes
Composgs Sulforaphane
pharmaceutiques
. Imidazole (kétoconazole)
Divers
Azoles
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2. ROle du récepteur PXR

Le récepteur PXR est impliqué dans la régulation de I'expression de génes impliqués aussi bien dans
les mécanismes de métabolisme, de transport ou encore d’excrétion de composés exogenes, des
hormones stéroides, des vitamines, des sels biliaires et des xénobiotiques (Bresolin et al., 2005 ;
Ekins et al., 2008).

L’'implication des RN dont PXR dans le métabolisme des xénobiotiques intervient aussi bien lors des
réactions de phase | (oxydation), de phase Il (conjugaison) ou méme de phase Il (transporteur ABC
« ATP-binding-cassette ») par la régulation d’une batterie de génes (Kliewer, 2005 ; Nakata et al.,
2006). Ainsi, la présence d’'un activateur de PXR tel que la prégnénolone-16a-carbonitrile (PCN)
active un certain nombre de génes dont les cytochromes P 450 (CYP) 1, 2 et 3 impliqués dans les
réactions de phase | (e.g. cypla, cyp2aal2, cyp3cl, cyp3a65) aussi bien chez 'homme que chez le
poisson (Kliewer, 2003 ; Kubota et al., 2015). Il a également été démontré I'action du zfPXR, activé
par la simvastatine, sur des genes codant pour des glutathion S-transférases (e.g. gst), enzyme
essentielle des réactions de conjugaison (métabolisme de phase Il) (Cunha et al., 2016). PXR assure
la régulation de I'efflux des médicaments via le géne multidrug resistance 1 (mdrl) qui code pour la
glycoproteine-P-protéine (mdrl/abcbl). Il a aussi été montré l'influence du zfPXR sur d’autres génes
impligués dans les réactions de phase lll du métabolisme notamment abcb4, abccl, abcc2, abcg2a
(Cunha et al., 2016).

Le récepteur PXR régule également I'expression des génes impliqués dans la biosynthése, le
transport et le métabolisme des acides biliaires comme le géne cyp7al ou le géne cyp2c8 (Nakata et
al., 2006).

PXR est un détecteur de xénobiotique a large spectre jouant un rdle central dans la régulation du
métabolisme hépatique des meédicaments afin de protéger I'organisme des produits chimiques
dangereux (Bresolin et al., 2005). Il a d’ailleurs été identifié par le programme TOXCAST de 'US EPA
comme étant une cible en premiére ligne des xénobiotiques et un régulateur clé de la défense de

I'organisme contre les substances étrangéres (Delfosse et al., 2015).

3. Action synergique de PE sur le récepteur PXR

Le mécanisme d’additivité des mélanges de PE sur les RN, notamment stéroidiens, est aujourd’hui
tres étudié (Backhaus et al., 2000 ; Faust et al., 2001). Une exposition a un mélange complexe de
substances PE a de faibles concentrations peut conduire a une exacerbation de leurs potentiels
toxique (Kortenkamp, 2014). Toutefois, une étude menée en 2015 a montré que deux composeés : le
principe actif d’'une pilule contraceptive (EE2) et un pesticide organochloré (trans-nonachlor, TNC)
pouvaient se lier coopérativement au récepteur PXR et entrainer une activation synergique de ce

récepteur (Delfosse et al., 2015). L’étude révele qu’une exposition combinée, a des concentrations
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ou ces substances prisent individuellement ne produisaient qu’une faible activation du récepteur, a

démultiplié le potentiel des substances entrainant une induction du récepteur de I'ordre de 90%.

4. Différences inter-especes

Une gamme remarguablement diversifiée de composés active le récepteur PXR humain (en général
seulement a des concentrations micromolaires et moins souvent a des concentrations nanomolaires
élevées), ce qui correspond a une fonction hypothétique du PXR comme capteur de composés
toxiques (Eide et al., 2018 ; Ekins et al., 2008).

Il existe néanmoins d’importantes différences inter-espéces entre le PXR humain et le PXR d’autres
especes de vertébrés dont le poisson-zébre. Ces différences ont été observées (Figure 8) a la fois au
niveau des DBD (e.g. 73% d’identité entre le zfPXR (zf pour « zebrafish ») et 'hPXR (h pour
« human »), mais aussi au niveau des LBD du récepteur humain et celui d’autres espéces de
vertébrés et particulierement chez les espéces aquatiques (e.g. 57% d’identité entre zfPXR et hPXR)
(Zhao et al., 2015). Ces différences dans la séquence du DBD témoignent de différences potentielles
dans les génes cibles de ces récepteurs orthologues. En ce qui concerne les domaines de liaisons
des ligands (LBD), diverses études ont montré la sélectivité des ligands par rapport au RN PXR en
fonction des espéces (Bainy et al., 2013 ; Moore et al., 2002). Ainsi, le récepteur PXR humain est
fortement activé par la rifampicine mais pas par le prégnénolone-16a-carbonitrile (PCN), alors que le
récepteur PXR des rongeurs est fortement activée par le PCN mais pas par la rifampicine. De méme,

le clotrimazole est un agoniste du PXR humain et du PXR de poisson-zébre mais pas de la souris.
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Figure 8 : Comparaison des séquences d'acides aminés DBD/LBD du PXR et CAR humains et de leurs

orthologues correspondants chez onze autres espéces de vertébrés (d’apres Zhao et al., 2015).
Les similitudes de séquence sont présentées sous forme de pourcentages (%).

Une autre différence a été constatée entre 'Homme et le poisson-zébre en s’intéressant aux
récepteurs PXR et CAR. Ce sont des RN majeurs du métabolisme des xénobiotiques mais également
des modulateurs du métabolisme de composés endogenes (Kiblbeck et al., 2016). Les récepteurs
CAR et PXR sont considérés comme des récepteurs sentinels hautement sensibles a la présence
des xénobiotiques. Toutefois, a ce jour, il semble que chez le poisson, CAR soit absent chez la plupart

des especes (Figure 8). Sa fonction serait assurée par un récepteur CAR/PXR provenant d’'un géne
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ancestral. Les CAR et PXR humains présentent une grande redondance de ligands. Chez le poisson-
zébre, un plus faible nombre de ligands est capable d’activer le PXR du fait d’une structure plus
restrictive de la poche de liaison aux ligands de ce récepteur (Ekins et al. 2008). Le poisson zébre
n’est doté d'un seul locus du géne nrli2 mais différentes variantes génétiques ont été identifiées chez

le poisson-zebre (Lille-Langgy et al., 2019).

Il existe donc des différences non négligeables entre le récepteur PXR humain et celui de modeéles
d’études biologiques tel que le rat ou la souris. Ces différentes existent autant en observant les
séquences comparatives des récepteurs qu’en s’intéressant aux ligands espéces-spécifiques. Ces
modeles classigues ne sont ainsi pas forcément les plus pertinents dans I'étude du RN hPXR. Cela

oriente de plus en plus de recherches sur d’autres modeles biologiques vertébrés dont les poissons.

E. Le poisson-zebre

En raison de ces fortes différences inter-especes, le projet PestR a donc été initié pour étudier a la
fois les mécanismes d’action de PE sur le récepteur PXR humain mais également sur le récepteur
zZfPXR.

1. Généralités

Le poisson-zebre (Danio rerio) est un poisson d’eau douce appartenant a la famille des Cyprinidés
(Cyprinidae). Retrouvés a I'état sauvage dans toute la région Himalayenne, ils sont largement utilisés
en tant que modéles expérimentaux dans de nombreux laboratoires (Stegeman et al., 2010). Pouvant
atteindre une taille adulte jusqu'a 4 cm en captivité, les poissons-zebre peuvent vivre généralement
de 2 a 3 ans en captivité. Omnivore, leur régime alimentaire consiste avant tout de phyto- et de zoo-
plancton (Hitchcock, 2014). Une trentaine de souches sauvages existent dont la souche AB utilisée
au sein du laboratoire de 'INERIS.

Figure 9 : Deux poissons-zebre de souches AB (Smit, 2013).
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2. Avantages du modeéle poisson-zébre pour I'expérimentation

L'utilisation de poissons-zebre en laboratoire s’explique principalement par leur développement

rapide, méme en captivité, ou les individus peuvent se reproduire dés 3 a 4 mois.

De plus, le développement des embryons est rapide et peut s’effectuer par un suivi a la loupe
binoculaire, les ceufs étant transparent. Le recours a des embryons de moins de 120 hpf (heures post-
fécondations) pour des expérimentations n’est d’ailleurs pas classé comme stades protégés selon la
directive européenne 2010/63/UE sur la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques
(Braunbeck et al., 2015).

Un autre avantage réside dans la quantité d’ceufs pouvant étre pondue par une femelle par
accouplement pouvant aller jusqu’a une centaine avec la possibilité de pondre plusieurs fois par
semaine. Depuis 2013, le génome des poissons-zebre a été séquencé permettant d’étudier les

similitudes entre humains et poissons (Hitchcock, 2014).

Il a également été démontré que le poisson zebre réagit aux composés de la méme maniere que les
mammiféres et les humains dans les essais de toxicité, ce qui signifie que les embryons et les adultes
servent de modéles idéaux (Driessen et al., 2013).

L'utilisation du poisson-zébre comme organisme modéle en toxicologie en fait une espéce précieuse
pour la recherche et le développement de médicaments (Barros et al., 2008). Pour cette raison, une
multitude de modéles biologiques ont été développés a partir du poisson-zébre notamment in vivo
avec l'utilisation d’'organismes adultes sauvages ou transgéniques (Brion et al., 2012), d’'embryons a
différents stades développementaux (Cunha et al., 2016), ou in vitro avec le développement d’'une
lignée cellulaire dérivée d’hépatocytes de poisson-zebre : la lignée ZFL (Ghosh et al., 1994 ; Miranda
et al., 1993) et I'utilisation de cultures primaires d’organes comme les gonades (Leal et al., 2009) ou
le foie (Le Fol et al., 2015).

Le poisson-zébre constitue donc un modéle de choix dans I'étude des composés PE aussi bien dans
l'identification des nouveaux composés PE que dans I'étude des mécanismes d’action (Segner,
2009).

3. Le clotrimazole : un ligand de PXR chez ’Homme et le poisson-zebre

Le clotrimazole (CAS : 23593-75-1,) est un fongicide azolé, utilisé principalement pour le traitement
des infections fongiques dermatologiques et gynécologiques en médecine humaine et vétérinaire.
En inhibant l'activité¢ de la cytochrome P450 14a-déméthylase, ces fongicides vont permettre
linhibition de la synthése de I'ergostérol entrainant une altération structurelle et fonctionnelle de la

membrane cytoplasmique (Hinfray et al., 2011 ; OSPAR Commission, 2013).
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Inscrit sur la liste OSPAR des produits chimiques devant faire I'objet de mesures prioritaires, le
clotrimazole est principalement rejeté dans I'environnement par les rejets des stations municipales
d’épuration des eaux. Nétant pas considéré comme biodégradable, des concentrations de
clotrimazole allant du ng/L au pg/L peuvent étre retrouvées dans les eaux de surfaces des rivieres,
lacs et estuaires de plusieurs pays (Peschka et al., 2007 ; Roberts and Thomas, 2006 ; Thomas and
Hilton, 2004).

Cl
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Figure 10 : Structure chimique du clotrimazole (Crowley and Gallagher, 2014).

Le clotrimazole est décrit dans la littérature scientifique comme étant une substance perturbatrice
endocrinienne pouvant modifier les niveaux d’hormones impliquées dans la stéroidogenése
(Baudiffier et al., 2012). Cette substance est également considérée comme un agoniste de référence
du récepteur zfPXR (Bresolin et al., 2005 ; Eide et al., 2018 ; Milnes et al., 2008). L’exposition de
cultures primaires d’hépatocytes ou d’embryons de poisson-zébre au clotrimazole a conduit a
l'induction d’'un certain nombre de génes impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques dont par

exemple le géne cyp3a65 (Cunha et al., 2017 ; Eide et al., 2014).

Le clotrimazole est également considéré comme un ligand atypique de la voie AhR (Navas et al.,
2004).
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OBJECTIFS ET DEMARCHE EXPERIMENTALE

Ce travail, s’inscrivant dans le projet PestR a pour objectif de mieux connaitre les voies de
signalisation du récepteur zfPXR et particulierement les genes régulés par ce récepteur chez le
poisson-zeébre. Une double approche combinant des modeéles in vitro et in vivo, a alors été envisagée
se basant sur des expositions au clotrimazole, choisi pour sa capacité a activer le récepteur zfPXR.
Le recours a ces deux modéles permet ainsi d’avoir un reflet différentiel des mécanismes se
déroulant a I'échelle cellulaire mais aussi a I'échelle d’'un organisme. L’utilisation de la TCDD en tant
que témoin positif a été choisie pour sa capacité a activer le récepteur AhR et donc permettre de
différencier les génes PXR-régulés, AhR régulés ou co-régulés par ces deux récepteurs.

Aprés une premiéere phase de mises au point méthodologiques (cultures primaires, gPCR), le travail
réalisé a été mené en plusieurs étapes (Figure 11).
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Figure 11 : Démarche expérimentale




Le choix des génes cibles étudiés dans les différents modeles a été basé sur la littérature (Bresolin
et al., 2005 ; Creusot, Comm. Pers. ; Cunha et al., 2016, 2017 ; Eide et al., 2014 ; Kubota et al.,

2015) et a permis de dresser une liste de 6 genes étudiés par la suite.

Les génes codant pour les récepteurs zfPXR et zZfAhR (respectivement nrli2 et ahr2). Le

géne nrli2 va notamment permettre d’identifier les stades développementaux ou le

récepteur est le plus exprimé. Le géne ahr2 permettra de montrer une interaction

potentielle des voies de signalisations de deux récepteurs.

Des génes codant pour trois grandes familles d’enzymes cytochrome P 450 (CYP1A,

CYP2A, CYP3) impliquées dans les mécanismes de métabolisme, notamment de phase
1, des xénobiotiques (Nakata et al., 2006 ; Saad et al., 2016) :

O

cypla (cytochrome P 450, famille 1, sous-famille a) principalement exprimé dans
le foie du poisson-zébre et impliqué dans le métabolisme de xénobiotiques
(Nakata et al., 2006) et régulé par zfAhR (Goksgyr, 1995) et indirectement par
ZfPXR par le biais d’'une interaction croisée avec la voie de signalisation de zfAhR
(Kubota et al., 2015).

cyp2aal2 (cytochrome P 450, famille 2, sous-famille aa, peptide 12), géne
spécifiqgue au poisson-zébre et potentiellement régulé par zfPXR (Kubota et al.,
2013).

cyp3a65 (cytochrome P 450, famille 3, sous-famille a, peptide 65), il s’agit d’'une
isoforme de cyp3a chez le poisson-zébre exprimé notamment dans le foie (Tseng
et al., 2005) et codant pour des protéines impliquées dans les mécanismes de
détoxification de xénobiotiques notamment les hépatotoxines ou la testostérone
(Saad et al., 2016).

cyp3cl (cytochrome P 450, famille 3, sous-famille c, peptide 1), fortement exprimé
chez le poisson-zébre adulte au niveau du foie et de lintestin, ce géne pourrait

étre en partie régulé par zfPXR (Shaya et al., 2019 ; Kubota et al., 2013).
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MATERIELS ET METHODES

A. Modeéles in vitro

1. Lignées cellulaire ZFL et ZXLH

Des lignées hépatiques de poissons-zebre ont été utilisées pour 1) définir la cytotoxicité du
clotrimazole et 2) déterminer son action potentielle sur le récepteur AhR dans un contexte hépatique.
La lignée cellulaire ZFL (ATCC CRL-2643) dérivée de cultures primaires d’hépatocytes de poissons-
zébre (Ghosh et al., 1994 ; Miranda et al., 1993). Les cellules ZXLH (non publiées) correspondent a
des cellules ZFL transfectées avec le gene rapporteur de la luciférase sous contrdle d’'un promoteur
contenant des éléments de réponse du récepteur AhR (XRE). Ces deux lignées cellulaires sont
cultivées dans du milieu LDF composé de 50% de milieu L-15 (Gibco), 35% DMEM HG (Invitrogen),
15% de milieu Ham’s F12 (Invitrogen), 0,15 g/L de bicarbonate de sodium, 15 mM de tampon
HEPES, 0,01 mg/mL d’insuline, 50 ng/mL d’Epidermal growth factor (EGF), 5% de SVF et des
antibiotiques (5 unités/ mL de pénicilline, 5 pg/mL streptomycine et 0,5 mg/mL d’hygromycine B
seulement pour les ZFL-ZXLH).

2. Cultures primaires d’hépatocytes de poissons-zebre

La culture primaire d’hépatocytes issue du foie de poisson zébre adulte male (PZFH) a fait I'objet
d’'un travail de développement au sein du laboratoire INERIS dans le cadre de la thése de Vincent
Le Fol (Le Fol, 2015). Cette mise au point a été réalisée sur la base de protocoles précédemment
décrits chez I'épinoche a trois épines (Gasterosteus aculeatus) (Bjorkblom et al., 2007) et le poisson-
zébre (lbabe et al., 2005). Les différentes modifications de la procédure de mise en culture des

hépatocytes ont été publiées sous la forme d’un protocole détaillé dans Le Fol et al. (2015).

Provenant de [I'élevage interne de [I'INERIS, les poissons-zébre utilisés au cours des
expérimentations étaient agés d’au moins 1 an. Les poissons étaient nourris 2 fois par jour a satiété,
par des granulés SDS 400 (Scientific Fish Food, Special Diets Services) et des artémies vivantes.
Durant toute la durée de I'expérience la photopériode était de 14 heures d’éclairement et 10 heures
d’obscurité. Les parameétres physico-chimiques ont été contrdlés en continu par un automate
permettant la régulation du pH, et de la conductivité en faisant varier le mélange d’eau osmosée et
d’eau du réseau alimentant I'élevage. Ce mélange d’eau est préalablement filtré sur charbon actif et

est entierement renouvelé 8 fois par jour.
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Les poissons-zébre ont été euthanasiés dans de I'eau refroidi a 4°C, puis lavés dans de I'éthanol a
70%. Les foies ont alors été prélevés puis placés dans un tamis cellulaire (70 uM, BD Falcon)
trempant dans une solution de lavage contenant 150 mL de DPBS (Gibco), de 'TEGTA (0,5 mM,
Sigma Aldrich), du tampon HEPES (25 mM), des antibiotiques (pénicilline: 50 U/mL et
streptomycine : 50 pg/mL). Une fois rincés, les morceaux de foies ont été plongés dans une solution
stérile de digestion contenant 30 mL de DPBS (Gibco), du tampon HEPES (0,05 M), du CacCl. (0,05
mM, Sigma Aldrich), de la collagénase de type | (0,25 mg/mL, Gibco), des antibiotiques (pénicilline :
50 U/mL et streptomycine : 50 yg/mL, PS), puis découpés en fin morceaux avant d’étre incubés 20
min & 37°C tout en agitant régulierement la solution. La suspension cellulaire a ensuite été filtrée a
travers un tamis cellulaire de 70 uM puis centrifugée a 180 rcf pendant 5 min. Le surnageant a alors
été vidé et le culot de cellules repris dans du milieu de culture LDF sans rouge de phénol contenant
du SVF décomplémenté et déstéroidé (5% v/v, Sigma Aldrich). Les cellules ont été comptées et
ensemencées en plaque 96 puits (Primaria™, Corning®) avant d’étre exposées. Les cultures

primaires ont été maintenu a 28°C pendant 96 heures en étuve sans CO,.

3. Test de viabilité cellulaire « MTT »

Le test MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium) a été utilisé pour
évaluer l'effet du clotrimazole et de la TCDD sur les différents modéles in vitro utilisés. Aprés
exposition, le milieu de culture a été retiré par retournement et remplacé par 100 uL par puit de PBS
(Gibco) contenant 0,5 mg/ml de MTT (Sigma Aldrich). Dans des cellules métaboliquement actives,
le MTT est réduit par la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules en précipité de bleu
de formazan. Aprés 2 a 3h d’incubation en étuve, le milieu a été retiré lentement (retournement des
plagues sur du papier absorbant). Les cristaux de formazan ont été dissous dans 100 uL de DMSO
par puit et les plaques placées sous agitation pendant 10 minutes. Elles ont été ensuite lues a 570
nm et 640 nm successivement par un lecteur de microplaque (Synergy H4, BioTek). Les résultats

sont exprimés en pourcentage (640 nm-570nm) relatif aux cellules contréles.

4. Activité EROD

La mesure de I'activité EROD permet de refléter I'activité enzymatique de cytochrome P450 1A. Ce
dosage repose sur la détection de la fluorescence de la résorufine correspondant au produit de la

transformation de la 7-éthoxyrésorufine par I'activité enzymatique du CYP1A.

Les plaques de culture ont été vidé par retournement, puis 100 pL de 7-ERF (5 pM, Sigma) préparée
dans du milieu sans rouge de phénol sont ajoutés dans les puits. L’activitt EROD est mesurée au

court d’'une cinétique de 15 minutes a l'aide d’un spectrofluorimétre (Biotek, Synergy H4 Hybrid

28

—
| —



Reader) a une longueur d’'onde d’excitation de 530 nm et une longueur d’onde d’émission de 590

nm. La fluorescence mesurée est exprimée en RFU (relative fluorescence unit).

5. Activité luciférase

L’analyse de l'activité luciférase a été réalisée dans les cellules ZXLH qui ont été transfectées de
maniere stable par un promoteur contenant des éléments de réponse au xénobiotiques (XRE)
couplé au géne de la luciférase de luciole. L'exposition des cellules a une substance agoniste de
AhR va entrainer son activiation et sa liaison aux XRE et ainsi activer la transcription du gene de la
luciférase. Cette enzyme catalyse la transformation de luciférine en oxyluciférine et de photons,

détectés par mesure de luminescence.

En pratique, aprés exposition des lignées aux différents substances, les plaques de 96 puits sont
vidées par retournement, puis sont ajoutés 50 L par puits de milieu contenant 0,3 nM de luciférine
(799-xenolight D-luciferin, potassium salt, Sigma). Le signal de luminescence est mesuré avec un
luminomeétre (Synergy H4, BioTek) et le résultat est exprimé en unité de luminescence.

B. Modéles in vivo

1. Modéle embryonnaire

Les embryons utilisés aussi bien pour les tests FET que pour les expositions destinées par la suite
a des analyses génes cibles provenaient de I'élevage interne de I'INERIS (c.f. iii. Conditions
d’élevages des poissons-zébre, p24). Les ceufs ont été recueilli le lundi matin provenant de quatre
bacs différents puis triés sous loupe-binoculaire afin de distinguer les ceufs viables, des ceufs non-
fécondés ou non-viables. Parmi les ceufs viables, 25 ont été ajoutés par cristallisoir avec quatre

cristallisoirs par condition.

2. Fish Embryo acute Toxicity (FET) Test (OCDE 236)

Ce test a été créeé pour déterminer la toxicité aigué d’'une substance chimique sur le développement
embryonnaire du poisson. Il s’agit d’une alternative au test OCDE n°203 : Fish Acute Toxicity Test
gui posséde a la fois une excellente corrélation avec ce dernier mais permet également d’avoir
recours a des stades de développement des poissons qui ne sont pas classés comme stades
protégés selon la directive européenne 2010/63/UE sur la protection des animaux utilisés a des fins
scientifiques (Braunbeck et al., 2015 ; OCDE, 2013). En 2014, ce test a fait I'objet d’'une validation
intra- et inter-laboratoires supervisé par 'TECVAM (European Centre for the Validation of Alternative

Methods) sur une vingtaine de substances.
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Le principe du test est le suivant (Figure 12) : les ceufs fraichement pondus sont recueillis et
transférés dans des boites de pétri en verre. Sous loupe-binoculaire, les ceufs fécondés sont
différenciés des ceufs non-fécondés ou non-viables qui ont été jetés. Les ceufs fécondés sont
transférés dans des plaques 24 puits (Corning) pré-incubés avec la solution a tester afin de pré-
saturer les sites potentiels de liaison dans les matériaux plastiques. Toutes les 24 heures, les
solutions d'essais sont remplacées par des solutions fraiches (exposition semi-statique). Le
développement embryonnaire est suivi régulierement (8, 24, 48, 72 et 96 hpf) notamment a partir de
4 critéres considérés comme létaux pour l'individu (Figure 13) a savoir la coagulation des ovules
fécondés, I'absence de formation de somites, le non-détachement de la queue du sac vitellin et le
manque de battements cardiaques (OCDE 2013). Au-dela de ces observations léthales, des
observations subléthales et tératogenes ont également été réalisées a I'image de celles réalisées
par Fraysse et al. (2006) parmi lesquels la présence d’cedémes péricardiques ou vitellins, le manque
(voire méme l'absence) de mouvements spontanés, le stade de développement ou intervient

I'éclosion ou la dépigmentation (liste compléete des observations journalieres réalisées en Annexe ).

Durant le test, chacune des plaques correspond a une concentration testée (20 réplicas) avec
systématiquement 4 témoins internes a la plaque exposés dans de d’eau de dilution. L’eau de
dilution utilisée lors du test doit étre préparée a partir d’eau reconstituée selon la norme 1ISO 7346-
3:1996 (IS0, 1996). Une plagque de test exposée a I'eau de dilution et une autre exposée a I'eau de
dilution et le solvant utilisé (si besoin d’'un solvant pour diluer la substance) font office respectivement

de témoin négatif et de témoin solvant.

Afin que le test soit considéré comme valide un certain nombre de conditions doivent étre

respectées :

Le taux de fécondation du total des ceufs collectés doit étre d’au moins 70%.

La température de I'eau doit étre maintenue a 26 +/- 1°C dans I'étuve tout au long

du test.

- Lasurvie des embryons dans la plaque « témoin négatif » doit étre supérieure a 90%
pendant les 96 heures du test.

- Le taux d’éclosion dans les plaques « témoin négatif » et « témoin solvant » doit étre
supérieur a 80% a la fin des 96 heures du test.

- Alafin des 96 heures d’expositions, la concentration en oxygéne dissous dans la

plague «témoin négatif » et dans la plaque correspondant a la plus haute

concentration doit étre supérieure a 80% de saturation.
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Figure 12 : Principe du Fish Embryo Test (d’aprées OCDE 2013).
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Figure 13 : Observations considérées comme léthales lors du Fish Embryo Test (d’apres OCDE 2013).
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3. Expositions des modeles in vivo et in vitro

Le recours dans ce travail a une double approche in vivo et in vitro nécessite une homogénéisation
des unités utilisées. En effet, les concentrations utilisées in vitro sont régulierement exprimée en g/L
tandis qu’in vitro le mol/L (ou molaire « M ») est davantage utilisé. Pour faciliter I'interopérabilité de

deux modéles, les concentrations seront par la suite exprimées en molaire.

Les embryons de poissons-zébre ont été exposé en plaques 24 puits pour la réalisation des tests
FET et en cristallisoirs pour les expositions en vue des analyses génes cibles. Les solutions méres
de clotrimazole (Sigma Aldrich) et de TCDD (Sigma Aldrich) ont été dilué dans un solvant, le DMSO
(diméthylsulfoxyde, CAS n°67-68-5, Sigma Aldrich) afin d’arriver a une concentration finale en

solvant & 0,01% (pour les expositions in vivo) et 0,1% (pour les expositions in vitro).

Pour les tests ayant pour but d’évaluer la mortalité ou l'activité enzymatique des molécules (test
FET ; MTT ; EROD et luciférase), les concentrations choisies furent volontairement relativement
élevées tout en tenant compte de la limite de solubilité du clotrimazole a 0,49 mg/L. Les
concentrations choisies pour réaliser les analyses génes cibles ont ensuite été adapté en fonction
des résultats des tests de mortalité et des activités enzymatique.

Les temps d’exposition in vivo ont été adapté a partir des expérimentations menées par Cunha et
al. (2016 ; 2017). Cinq temps d’expositions associés a quatre stades de développement du poisson
Zébre ont été choisi : 24h ; 48h ; 72h, 96h et 120h. Des essais préliminaires ont permis de déterminer
le nombre minimal d’embryons ou de larves de poissons-zébre suffisante a la réalisation d’analyses

genes cibles.

In vitro, différents tests préliminaires ont été réalisés afin de déterminer d’une part la densité
cellulaire optimale mais également le temps d’exposition le plus adéquat en vue des analyses génes
cibles (Figure 14). Dans le premier cas, le protocole d’exposition décrit par Eide et al. (2014) a été
suivi a savoir une mise en culture a JO suivie d'un repos de 24h puis d’'une exposition aux substances
de 24h et 48h. Dans le second cas, les expositions ont été réalisés a rebours a partir d’'une heure
aprés I'ensemencement des cellules (Le Fol et al.,, 2015). Quatre temps d’expositions ont été
retenus: 24h; 28h; 72het 96h et I'ensemble des hépatocytes a été récolté 96h apres
'ensemencement. A la suite des différentes expositions les cellules ont été conservées dans du

RNAlater (Sigma) en vue d’analyses génes cibles.
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Figure 14 : Cinétiques d'expositions testées sur les cultures primaires d’hépatocytes de poissons-zébre.

C. Analyse genes cibles

1. Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux des embryons de poissons-zeébre et des culture primaire d’hépatocytes de
poissons-zébre ont été extraits en utilisant le kit MagMAX mirVana™ total RNA Isolation kit (Thermo
Fisher Scientific). Le principe de ce kit consiste a purifier les ARN totaux a I'aide de billes aimantées

en silice ayant la capacité d’adsorber 'ARN.

Concernant I'extraction d’ARN d’embryons, le RNA later (Sigma-Aldrich) présent dans les tubes a
billes (250) a été retiré et remplacé par du tampon de lyse a 0,7% de 2-mercaptoethanol (200 pL).
Les tissus ont été homogéneéisé a I'aide d’un broyeur 2 fois pendant 10 sec. D’autre part, concernant
les cultures primaires d’hépatocytes, le RNA later (100 pL) a été dilué dans 100 puL de PBS froid
(Gibco). Les microtubes ont alors été centrifugé (180 rcf, 5 min a 4°C) puis vidé et 200 pL de tampon
de lyse (50% d’isopropanol, 49,5% de tampon de lyse, 0.5% de 2-mercaptoethanol) a été ajouté
dans chacun des échantillons. Le protocole d’extraction décrit par la suite a été appliqué a la fois
aux embryons et aux cultures primaires d’hépatocytes. Les lysats ont donc été transféré dans une
plaque de traitement 96 puits et agitée 5 min a 900 rpm. 100 pL d’isopropanol et 20 pL de Binding
Beads Mix (10ul RNA binding Beads et 10 pl de binding enhancer) ont été ajouté dans chaque
échantillon avant une agitation de 2 et 5 min a 700 rpm respectivement. La plaque a ensuite été
placé sur un support magnétique 96 pendant 5 min. Les ARN totaux étant liés aux billes, le
surnageant a soigneusement été aspiré et jeté. Les billes ont été nettoyé successivement avec 150
HL de Wash solution 1 et 2 et agité 1 min. Le surnageant a de nouveau été jeté et la plaque non

couverte agitée 2 min a 900 rpm afin de sécher les RNA binding beads. Pour éliminer 'ADN, les

33

—
| —



échantillons ont été incubé 15 min avec une solution de turbo DNase (50l par puit dans 48ul de
tampon MagMAX Turbo DNase et 2ul de TURBO DNase) a 900 rpm. La DNase pouvant
potentiellement décoller les ARN des billes, la plaque a été mise a incuber 5 min a 700 rpm avec 50
pL de rebinding buffer et 100 uL d’isopropanol. Puis la plaque a été placé 5 min sur le support
magnétique. Le surnageant a été aspiré soigneusement. Les échantillons ont été rincé a 2 reprises
avec 150uL de Wash solution 2 et centrifugé 1 min a 700 rpm puis la plaque a de nouveau été
déposé sur support magnétique 1min pour permettre de vider la solution de lavage restante. L’élution
des ARN a été réalisé aprés avoir séché la plaque 2 min a 900 rpm en incubant la plaque 2 min
avec 30 yL de tampon d’élution préchauffé a 37°C. La plaque a été centrifugé 2 min a 900 rpm et
redéposé sur support magnétique 3 min. les ARN, se trouvant dorénavant dans le surnageant, ont

été transféré dans une plaque d’élution en veillant & ne pas prélever de billes.

La quantité et la qualité des ARN totaux ont été déterminées via spectrophotométrie en utilisant un
NanoDrop (Thermo Fischer) et les ARN purifiés conservés au -80°C.

2. RT-PCR.

Les ARNm ont été rétro-transcrit en utilisant le kit Maxima H Minus Reverse Transcriptase™
(Thermo Fischer Scientific) selon les instructions du fournisseur. Pour normaliser la concentration
en ADN complémentaire (ADNc), la concentration en ARN totaux des échantillons a été ajusté a
200 ng/ puit. Pour une réaction de synthése d’ADNc, la matrice ARN, 1 pl d’oligo d(T) 100 pM, 1 ul
de dNTP (10mM chacun) et de I'eau nuclease free gsp 15uL ont été déposé par puit dans une plaque
stérile nuclease-free. Ensuite le mélange réactionnel composé de 4 ul de tampon RT 5X, 0,5ul de
RiboLock™ RNase Inhibitor et 0,5 pl de Maxima H Minus Reverse Transcriptase (200U/ul) a été
déposé dans chaque puit. Centrifugé brievement, la plague a ensuite été incubé 30 min a 50°C puis

15 min a 85°C afin de stopper la réaction.

La quantité en ADNc a été mesurée par spectrophotométrie (Nanodrop) pour chaque échantillon.
Les échantillons d’ADNc ont alors été, soit directement utilisé pour amplification gPCR, soit conservé

a -20°C pour une utilisation ultérieure.

3. PCR guantitative en temps réel (gPCR).

Les gPCR ont été effectué en microplaques 96-puits stériles avec le thermocycleur LightCycler®

(Roche Applied Science).

Selon le type d’amorce, le mélange réactionnel ajouté dans chaque puit (18uL) fut le suivant. Pour
les amorces Thermo Fischer Scientific (nrli2, ahr2, cypla, cyp2aal2 et cyp3cl), 10 pyl de tampon
2X Fast TagMan® Fast Advanced Master Mix (Thermo Fisher Scientific), 2 yL d’amorces (la sonde

TagMan correspondante est dans ce cas déja mélangée aux amorces) et 7 uL d’eau nuclease-free.
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Pour le géne cyp3a65 les primers ont été désigné sur le site internet de Sigma-Aldrich & partir de la

séquence compléte du géne et des sondes complémentaires disponibles, le mélange réactionnel

était composé de 3 ul d'amorces sens et anti-sens (1,5 ul chacun), 1,5 pL de sonde TagMan, 3 L

d’eau nuclease-free, de 10 pL de tampon 2X Fast TagMan® Fast Advanced Master Mix (Thermo

Fisher Scientific) et de 2 uL d’ADNc.

Dans les deux cas, les plaques ont été centrifugé 30 sec a 1000 g puis incubé 2 min a 50°C puis

95°C pendant 20 secondes. A la suite de cette incubation, 40 cycles d’amplifications ont été appliqué

avec a chaque cycle une étape de dénaturation a 95°C pendant 10 secondes puis une phase

d’hybridation/élongation pendant 30 secondes, a 60°C. La quantité d’ADN amplifiée est mesurée

grace aux sondes TagMan (Figure 15).

La sonde TagMan est un oligonucléotide
spécifigue du fragment d’ADN d’intérét, il y a
donc une sonde spécifique a chacun des génes
d’intéréts cités précédemment. Le mode d’action
des sondes TagMan est illustré en Figure 15. La
sonde contient un fluorochrome rapporteur en
son extrémité 5’ et un fluorochrome absorbeur
en son extrémité 3’, tant que la sonde est intacte
aucune fluorescence n'est émises par le
rapporteur du fait de la proximité de I'absorbeur
qui réduit la fluorescence émise lors du transfert
d’énergie par résonnance de fluorescence
(FRET). Si la sonde est au contact d’une
séquence complémentaire, elle va alors
s’hybrider en aval de 'un des sites d’amorce. Au
fur et a mesure de I'élongation de I'amorce, la
sonde est clivée par l'activité des nucléases 5’
de 'ADN polymérase Taq. Le clivage entraine
ainsi la séparation des deux fluorochromes,
ayant pour conséquence l'augmentation de
lintensité de fluorescence émise par le
rapporteur. A chaque cycle, l'opération se
répéte, si bien que l'intensité de fluorescence va
étre proportionnelle a la quantité d’amplicons

produits.

—
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Les résultats ont été analysé avec le logiciel LightCycler® 96. A partir du nombre de cycles seuils
CT « Cycle Threshold » obtenu pour chaque individu et a I'aide d’'une gamme étalon, réalisé au
préalable, le taux d’expression génique des différents génes cibles ont été déterminé par
guantification absolue. Les CT correspondent au nombre de cycles nécessaires pour que le signal

fluorescent émis soit significativement supérieur au bruit de fond, et donc détecté.
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RESULTATS

A. Mises au point méthodologiques

1. Mise en place de la culture primaire

Lors du lancement des cultures primaires d’hépatocytes de poissons-zébre, un suivi régulier a été
réalisé au microscope inversé (illustré en Figure 16). Les cellules sont bien individualisées le premier
jour, puis elles forment rapidement des agrégats dés 48h, lesquels se maintiennent et ont tendance
a s’étaler jusqu’a 96h. Ces structures cellulaires sont typiques des cultures primaires d’hépatocytes
de poisson (Le Fol et al., 2015), ce qui atteste de la qualité des cultures mises en place. Un test de
viabilité cellulaire a été réalisé a 96h montrant une viabilité supérieure a 90%.

grossissement

«
4
1
o

<

3h

24h

48h

72h

96h

Figure 16 : Evolution au cours du temps (3 & 96h) des cultures primaires d'hépatocytes de poissons-zébre
(densité cellulaire : 500 000 cellules par puits). Visualisation au microscope inversé a différents

grossissements.

37

—
| —



2. Détermination de la densité cellulaire optimale

Dans l'optique de réaliser des extractions d’ARN totaux a partir de cultures primaires d’hépatocytes
de poissons-zebre, la premiére étape a été de déterminer la densité cellulaire optimale permettant
une extraction d’une quantité suffisante d’ARN totaux. Une série d’expérimentations a donc visé a
déterminer la quantité d’ARN totaux extraite en fonction de la quantité de cellules ensemencée. Pour
la réalisation d’'une RT-PCR, une concentration autour de 30 & 50 ng/uL en ARN totaux est requise.
Les résultats, présentés en Figure 17, montrent qu’une densité de 500 000 cellules par puits permet

d’obtenir une concentration autour de 30 ng/pL.

Concentration en ARN totaux en fonction du nombre de cellules
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Figure 17 : Détermination de la densité cellulaire optimale pour I'extraction d’ARN totaux

3. Détermination du nombre d’embryons de poissons-zebre

nécessaires a I’'extraction d’ARN totaux

De méme que pour les cultures cellulaires, il a fallu déterminer le nombre d’embryons nécessaires
pour obtenir une concentration suffisante d’ARN totaux en vue de I'analyses de I'expression des
géenes par RT-PCR. Des pools de 1 a 10 individus, selon le stade de développement, ont été extraits
et les ARN totaux quantifiés. Le résultat de cette expérimentation est présenté en Figure 18. Il a
alors été choisi de regrouper 7 individus pour les stades de développement de 24 et 48 hpf et 4 pour

les stades 72 et 96 hpf pour disposer d’au moins 50 ng/uL d’ARN totaux.
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Concentration en ARN totaux en fonction du stade de
développement et du nombre d'embryons
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Figure 18 : Détermination du nombre d’embryons de poissons-zeébre nécessaires pour I'extraction d’ARN
totaux en fonction du stade de développement exprimé en heures post-fertilisation (hpf). Les chiffres sur les

histogrammes représentent le nombre d’idividus poolé (n = 1-10)

B. Détermination de la toxicité aigiie du clotrimazole in vitro et in vivo

by

Afin de déterminer les concentrations en clotrimazole a utiliser pour évaluer ses effets sur
'expression de génes cibles, il convenait au préalable d’évaluer sa toxicité sur les modéles d’étude.
In vitro, I'effet du clotrimazole sur la viabilité cellulaire a été évaluée avec le test MTT sur la lignée
hépatique de poisson-zébre ZFL. En Figure 19 sont représentés les résultats des tests MTT menés
a 24h. D’autres temps d’expositions (6h ; 48 et 72h) ont également été testés mais ne sont pas
représentés ici. Par ailleurs, des comptages au bleu de Trypan ont été réalisé sur cultures primaires
d’hépatocytes de poissons-zebre apres des expositions 96h afin d’estimer la mortalité cellulaire.
Dans 'ensemble des tests, une faible mortalité (inférieure a 20%) a été relevée mettant en évidence
'absence de toxicité vitro de la molécule jusqu’a 100 uM, quel que soit le temps d’exposition ou le
modele cellulaire.

Test de viabilité (MTT) sur la lignée cellulaire ZFL exposée 24h
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Figure 19 : Absence d’effet du clotrimazole sur la viabilité cellulaire (test au MTT) dans la lignée cellulaire

ZFL apres une exposition de 24h (n = 6).
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In vivo, le test FET (Fish Embryo Toxicity) a permis de déterminer la toxicité du clotrimazole. Les
différentes plaques d’embryons ont été exposé pendant 4 jours a des concentrations croissantes de
clotrimazole (0,17 ; 0,5 ; 1,45 ; 4,35 et 13 uM). Les observations quotidiennes d’un ensemble de
paramétres ont permis d’évaluer I'effet de la molécule sur la mortalité embryonnaire mais également
sur le développement. A 96 hpf, la mortalité de 'ensemble des embryons exposées a la plus haute
concentration de clotrimazole (13 puM) a été de 100%. Pour le groupe exposé a 4,35 UM, la mortalité
cumulée était de 5%. Pour les autres concentrations testées, aucune mortalité n’a été relevé. A la
concentration de 13 uM, des anomalies de développement ont été observées rapidement. Dés 24
hpf un manque de mouvement spontané a été observé. A 48 hpf, 'ensemble des embryons de ce
groupe présentaient un défaut de pigmentation, une absence de circulation sanguine dans la queue,
une malformation de la queue ainsi qu’une malformation du sac vitellin. Par ailleurs, 50% des
individus de ce groupe présentaient une lordose ou une cyphose, 40% une scoliose et 30% une
absence de développement des yeux. Pour le groupe exposé a 4,35 uM, 100% des individus
présentaient une pigmentation moindre que les témoins a 48 hpf et 5% une absence de
développement des yeux. Dans ce méme groupe a 96 hpf, 'ensemble des individus présentaient un
retard de développement et 5% des cedémes. Pour le reste des concentrations testées (0,17 ; 0,5
et 1,45 uM), le nombre de malformations observées était modéré (1 a 2 maximum par groupe de 20

individus). Le rapport complet des malformations réalisées est représenté en Annexe Il.

Sur la base de ces résultats, les concentrations retenues pour la suite de I'étude étaient comprises
entre 0,045 puM et 1,45 uM, i.e. concentrations n’entrainant ni mortalité, ni anomalie du

développement.

C. Analyses de l'expression de genes cibles de PXR et AhR in vitro

et in vivo

1. Expression basale chez les embryons de poisson-zébre au cours du

développement et dans les hépatocytes en culture

L’expression basale des génes a été suivi au cours du développement embryonnaire du poisson-
Zébre avec des relevés a 24, 48, 72 et 96 hpf. Globalement, les résultats montrent une dynamique

d’expression en fonction des génes et du stade de développement (Figure 20).

Pour les deux génes codant pour les récepteurs zfAhR et zfPXR (i.e. ahr2 et nrli2), une cinétique
similaire est observée. Concernant ahr2 (zfAhR), une augmentation progressive de son expression
est relevée de 24 a 72 hpf suivie d’'une diminution significative de I'expression basale a 96 hpf.
Concernant nrli2 (PXR), une augmentation de I'expression intervient entre 48 et 72 hpf puis une

baisse semblable a celle observée sur ahr2 mais non significative intervient entre 72 et 96 hpf.
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L’expression basale des quatre génes (cypla, cyp2aal2, cyp3a65 et cyp3cl) correspondant aux 3
familles de cytochrome P450 montre que celle-ci est dépendant du stade de développement. En
effet, I'expression basale des différents génes est détectée tres tot (des 24 hpf) & un niveau faible
qui persiste jusqu’a 72 hpf. Puis elle augmente nettement & 96 hpf. Cette hausse est significative
pour les génes cyp2aal2 et cyp3ab5 mais pas pour les génes cypla et cyp3cl du fait d’'une forte

variabilité biologique entre les groupes.

Dans les hépatocytes primaires non exposés, 'ensemble des génes ciblés ont été quantifiés apres
72 et 96 heures de culture. Ce constat confirme I'expression connue de ces génes dans les cellules

hépatiques de poisson males adultes.
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Figure 20 : Expression basale des génes : cypla ; cyp2aal?2 ; ahr2 ; cyp3a65 ; cyp3cl et nrli2 au cours du
développement embryonnaire (ANOVA et post-hoc de Tuckey, * = p <0,05 ; n=4).
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2. Effet de la dioxine (TCDD) sur I’expression des génes cibles in vivo

Les résultats des qPCR sur des embryons de poissons-zébre exposés a une concentration de

dioxine (0,05 nM TCDD) a différents stades de développements sont présentés en Figure 21.

Une premiére série d’expérimentations a été réalisé entre 0 et 96 hpf, montrant un effet différentiel
de la dioxine selon le géne étudié et le temps d’exposition. Les résultats montrent une induction
significative du géne cypla, géne cible de AhR, dés 24 hpf jusque 96 hpf avec des valeurs de taux
d’induction par rapport au témoin trés important (allant de 33 a 24 hpf a 530 a 72 hpf). On constate
que la TCDD est également capable d’'induire les genes cyp2aal2 et cyp3a65 de maniere moins
forte que cypla et seulement a partir de 72 hpf. Aucun effet de la TCDD n’était observé sur les
géenes cyp3cl et nrli2 quel que soit le stade de développement.

Une deuxieme série d’expérimentations (Annexe lll) a été réalisée pour évaluer l'influence de la
période d’exposition (72 hpf et 120 hpf) des embryons a la TCDD sur I'expression de ces génes.
Aprés 72 hpf et 120 hpf, nous confirmons I'induction des génes cypla, cyp3a65 et cyp2aal2 par la
TCDD et 'absence d’induction de nrli2. Concernant le cyp3a65, I'induction observée est cependant
moins importante que dans la premiére série d’expérimentations (1,9 contre 5,4 fois le témoin a 72
hpf). Cette induction n’était pas observée a 120 hpf. Les résultats liés au géne cyp3cl ne confirment
pas la premiére série d’exposition puisqu’une induction significative par la TCDD a été cette fois
constatée a 72 hpf et 120 hpf.
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Figure 21 : Expression des génes cibles apres expositions d’embryons de poisson-zeébre a une

concentration de dioxine (0,05 nM, orange) a différents stades développementaux (ANOVA et post-hoc de

Tuckey, * = p <0,05 ; n=4). Pour le géne cypla, les expressions chez les témoins (noir) et les embryons

exposés a la TCDD sont représentées sur des échelles différentes par soucis de clarté (échelle de gauche

TCDD ; échelle de droite : témoins).




3. Effet du clotrimazole sur I’expression des genes cibles in vivo

Les résultats présentés en Figure 22 correspondent a I'expression des génes cibles chez des
embryons de poissons-zébre exposés a une gamme de clotrimazole (0,045 ; 0,145 ; 0,435 et 1,45
UM et 0,054 ; 0,109 ; 0,217 et 0,435 uM) a différents stades de développements.

La premiére série d’exposition a été réalisé entre 0 et 96 hpf. Il ressort que la majorité des génes
induits de maniere statistiquement significative le sont a 72 hpf. Il est ainsi relevé une induction
significative de cypla, cyp2aal2, cyp3cl et cyp3a65 aux concentrations les plus faibles de
clotrimazole. Les génes nrli2 et ahr2 ne sont pas induits par le clotrimazole a ces stades
développementaux (graphiques correspondants en Annexe V).

Dans la deuxiéeme série d’exposition menée entre 0 et 72 hpf, on ne confirme pas l'effet du
clotrimazole sur l'induction de ces génes a 72 hpf. Toutefois, a 120 hpf, trois génes sont induits de
facon significative aux deux plus fortes concentrations : cypla, cyp2aal?2 et cyp3cl. C’est également
le cas du géne nr1i2 induit de facon significative a la concentration la plus élevée. A l'inverse les
géenes cyp3a65 et ahr2 sont également induits par le clotrimazole mais uniquement aux deux
concentrations les plus faibles.

1% série d’expositions in vivo

Génes cibles 24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf
0,045 pM| 0,145 pM|{ 0,435 uM| 1,45 pM | 0,045 pM| 0,145 pM|{ 0,435 pM| 1,45 pM {0,045 uM| 0,145 M| 0,217 pM| 1,45 uM (0,045 pM| 0,145 uM| 0,435 M| 1,45 pM
cypla
cyp2aal2
cyp3cl
cyp3a65
nrli2
ahr2
2¢ série d’expositions : 0-72 hpf et 72-120 hpf
Génes cibles 72 hpf 120 hpf Légende
0,054 uM| 0,109 uM| 0,217 M| 0,435 uM | 0,054 UM | 0,109 uM| 0,217 uM| 0,435 pM
cypla fold change <0,5
cyp2aal2 0,5 < fold change < 1,5
cyp3cl 1,5 < fold change <3
cyp3a65 fold change > 3
nrli2 fold change > 15
ahr2 ANOVA et Tuckey, p < 0,05) *

Figure 22 : Expression géniques apres expositions d’embryons de poissons-zébre a une gamme de

clotrimazole a différents stades développementaux (n=4).
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4. Expression des genes cibles in vitro

Les résultats des qPCR menés sur des cultures primaires d’hépatocytes de poissons-zébre
exposées a une concentration de dioxine (1 nM) et une dose de clotrimazole (1 uM) a plusieurs

temps d’expositions sont présentés en Figure 23.

La TCDD induit le géne cypla quel que soit le temps d’exposition. Le cyp2aal2 est induit a 24h et
72h mais de facon plus importante a 96h (taux d’induction par rapport au témoin = 42). Les deux
autres genes analyseés ici (cyp3a65 et nrli2) ne sont pas induits avant 96h. Le géne cyp3a65 est
induit de fagon significative par la TCDD aprés 96h d’exposition. Le géne nrli2 est faiblement induit
par la TCDD a 96h.

Un traitement au clotrimazole entraine une induction des genes investigués uniquement apres 96h
d’exposition. Les génes cypla et cyp3a65 sont induits de maniére significative tandis que les
résultats pour cyp2aal?2 et nrli2 n’ont pu étre testés statistiquement du fait d’'un manque de réplicas

sur cette expérience.

A la suite de cette série d’expositions, une seconde exposition de cultures primaires d’hépatocytes
a été réalisée avec un temps d’exposition unique de 96h, une dose de TCDD et une gamme de
clotrimazole allant de 0,3 & 30 uM. Toutefois, du fait d’'une suspicion de contamination des cellules,
les données d’expressions des génes n’ont pas été présentées. Cependant, malgré une importante
variabilité sur cette série d’expérience, une méme tendance en ressort avec une induction des génes
cypla et cyp3a65 par la TCDD et une induction de I'ensemble des génes analysés (cypla,
cyp2aal2, cyp3cl, cyp3ab5, nrli2 et ahr2) a 1 pM de clotrimazole. Il ne s’agit que de tendances
mais elles confortent les données acquises précédemment sur les cellules hépatiques en culture

primaire.
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DISCUSSION

Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes intéressés a un ligand spécifique du récepteur
ZfPXR, le clotrimazole et un ligand spécifique du récepteur zfAhR, la dioxine sur un ensemble de
genes zfAhR régulés (cypla) ou zfPXR-régulés (cyp2aal?2 ; cyp3a65 ; cyp3cl) dans deux modéles
biologiques : la culture primaire d’hépatocytes de poissons-zebre et les embryons de poissons-zébre

a différents stades de développement.

Les résultats montrent :
- une expression de ces génes cibles dans les deux modeéles ;
- une dérégulation de ces genes dans les différents modéles biologiques qui est
dépendante du temps d’exposition, du stade de développement et de la substance

considérée.

1. Analyse de I’expression constitutive des génes codant pour les
récepteurs zfAhR, zfPXR et des cytochromes P450 (phases 1, 2 et 3)

L’analyse de I'expression constitutives des génes chez le poisson-zébre montre une expression
précoce des géenes et dépendante du stade de développement pour certains des génes étudiés
(Figure 20).

Concernant ahr2 géne codant pour le récepteur zfAhR, différentes études se sont intéressées a la
cinétique de I'expression de ce géne au cours du développement embryonnaire chez le poisson-
zebre et rapportent une expression trés précoce (dés 24 hpf), une augmentation progressive de son
expression au cours du développement jusqu'a 72 hpf, ce qui est comparable aux données
rapportées dans ce travail (Cunha et al., 2017). D’autre études rapportent cette augmentation

précoce avec une augmentation progressive jusqu’a 120 hpf (Glisic et al., 2016).

Un nombre beaucoup plus réduit d’études se sont intéressées a I'expression constitutive du géne
nrli2 codant pour le récepteur zfPXR. Comme pour le zZfAhR, le récepteur zfPXR s’exprime trés tét
dés 24 hpf et atteint un pic d’expression a 72 hpf (Cunha et al., 2017). En revanche, dans notre
étude on observe une diminution de I'expression apreés 72 hpf, ce que Cunha et al., (2017) ne

retrouve pas.

Il est & intéressant de noter que la comparaison des quantités d’ADNc mesuré par gPCR motnre
que le récepteur zfAhR est exprimée a des niveaux plus importants que le zfPXR, ce qui laisse
suggérer une importance particuliere des voies de signalisations zfAhR-dépendantes dans les

mécanismes de détoxification chez I'embryons de poisson-zébre.
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Outre I'analyse de I'expression constitutive des génes codant pour les récepteurs zfAhR et zZfPXR,
a été étudié I'expression des génes codant pour quatre enzymes de la famille des CYP.
Globalement, on constate des profils similaires présentant une expression précoce (détectée des
24 hpf) avec une variation au cours du développement embryonnaire avec une hausse marquée
entre 72 et 96 hpf. La littérature semble en accord avec ces résultats, notamment les travaux de
Andreasen et al. (2002) et Braunig et al. (2015) sur I'expression du cypla chez le poisson-zebre. De
méme, I'expression constitutive relevée pour cyp3cl et cyp3a65 est confirmée dans la littérature par
différentes techniqgues comme la RT-PCR (cyp3cl : Corley-Smith et al., 2006), 'imagerie sur des
lignées transgéniques de poissons-zébres Tg(CYP3A65S:EGFP) et Tg(CYP3A65L:EGFP)
(cyp3a65 : Chang et al., 2013) ou encore I'hybridation in situ (cyp3cl : Corley-Smith et al., 2006 ;
cyp3a65 : Tseng et al., 2005). L'utilisation de I'hybridation in situ permet ainsi de montrer une forte
expression locale de ces génes au niveau du foie et de l'intestin du poisson-zébre. Aucune étude
n'a été relevée concernant I'expression du géne cyp2aal2, ne permettant pas de confronter nos
résultats mais I'expression de ce géne présente un profil similaire avec les autres génes codant pour
des CYP.

L’induction des différents CYP s’opérant a 96 hpf pourrait intervenir a la suite d’'une forte expression
des génes codant pour les récepteurs a 72 hpf. Cela confirme la criticité de la période de
développement 72/96 hpf. Ces génes codant pour des enzymes impliqués dans les réactions du
métabolisme, il est également intéressant de voir que des activités enzymatiques EROD (cypla) et
BFCOD (cyp3a) existent a ces stades de développement et notamment a 96 hpf (Creusot et al.,
2015). Ce stade correspond notamment a la période d’éclosion des ceufs de poisson-zébre et a
I'ouverture de la bouche et donc a une période ou les individus vont avoir leur premier contact avec
le milieu extérieur, nécessitant ainsi l'activation des systémes de détoxification, notamment

enzymatique.

In vitro, une expression constitutive de 'ensemble des génes analysés a été observée (Figure 23).
Cette expression constitutive s’accompagne d’une activité enzymatique de ce modéele comme en
témoigne les travaux de Le Fol et al. (2015) sur I'activité métabolique des cultures primaires

d’hépatocytes de poissons-zébre.

Ces données confirment que 'embryon posséde dés 24 hpf, 'ensemble du matériel génétique qui
suggeére des capacités de détoxification et de métabolisme des xénobiotiques (Verbueken et al.,
2018). L’embryon de poisson-zébre et les cultures primaires constituent des modéles
métaboliquement compétant pertinents dans I'étude de I'activation de voies zfAhR- et zZfPXR-

dépendantes.

48

—
| —




2. Effet de Ia dioxine (TCDD) sur I’expression des genes cibles in vivo

et in vitro

La dioxine constitue un ligand de référence de la voie zfAhR (Beischlag et al., 2008 ; Nguyen and
Bradfield, 2008) présentant une forte affinité pour ce récepteur (comme en témoigne l'activité
luciférase dans la lignée ZXLH aprés un traitement & la dioxine : Annexe VII). Dans les différents
modeles utilisés dans ce travail, 'induction du géne cypla par la TCDD (Figure 21 ; Figure 23), quel
que soit le temps d’exposition des cellules ou du stade de développement des embryons de
poissons-zebre, confirme la capacité de la TCDD a induire des génes zfAhR-régulés. Ces résultats
sont en adéquation avec les travaux de Kim et al. (2013) sur de I'imagerie chez une lignée
transgénique de poissons-zébre, ou l'induction du géne cypla est associée a de la fluorescence ou
encore aux résultats de Andreasen et al. (2002) sur des embryons de poissons-zebre exposés
notamment a la dioxine. Ces inductions du gene cypla s’accompagnent d’une induction de l'activité

enzymatique EROD (Annexe VI).

Ces inductions rapides (dés 24h d’exposition), non-transitoires et trés importantes en termes
d’induction du cypla que ce soit in vitro ou in vivo témoignent donc d’'un modeéle d’activation directe

de la voie zfAhR par fixation de la TCDD sur le récepteur AhR.

Dans le cadre de ce travail, on note que l'induction par la dioxine du géne cypla s’accompagne de
géenes appartenant a la famille des cyp 2 et 3. Les génes cyp2aal2, cyp3a65 et cyp3cl ont ainsi été
induits significativement par 0,05 nM de TCDD a 72 hpf (Figure 21) et in vitro par 1 nM TCDD apres
96h d’exposition (Figure 23). Peu d’informations sont présentes dans la littérature au sujet de
l'induction par le TCDD du géne cyp2aal2 mises a part celles de Kubota et al. (2015) montrant une
induction du géne cyp2aal2 par un composé « dioxin-like », le PCB126, et des données internes
au laboratoire montrant une induction du cyp2aal2 chez des embryons de poissons-zébre exposés
a 200 ug/L de TCDD entre 96 et 120 hpf. A l'inverse de nombreuses études s’intéressent a I'induction
des génes cyp3a65 et cyp3cl par des ligands zfAhR. Ainsi Chang et al. (2013) et Tseng et al. (2005)
rapportent la dérégulation du géne cyp3a65 par la TCDD et Shaya et al. (2019) celle du géne cyp3cl
par un ligand prototypique de la voie zfAhR (la B-naphthoflavone) dans le foie ou lintestin de
poisson-zebre. Un élément de la littérature permet de conclure quant a la régulation de ces génes
par la voie zfAhR, lorsque Kubota et al. (2015) expose des embryons de poissons-zébre a du
PCB126 tout en bloguant la voie zZFAhR par des morpholinos ahr2, une diminution de I'expression
des génes cyp2aal2, cyp3a65 et cyp3cl est constatée. Par ailleurs, la co-exposition d’embryons ou
de lignées cellulaires hépatiques de poissons-zebres a des composés HAP « dioxin-like » et a un
antagoniste de la voie zfAhR, I'a-naphtoflavone, a montré une diminution de I'activité enzymatique

EROD et BFCOD (Creusot et al., 2015).
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L’induction de I'ensemble de ces genes est dépendante de la voie zfAhR et nécessite un récepteur
AhR fonctionnel. Contrairement a cypla, I'induction par la TCDD des génes cyp2aal2, cyp3a65 et
cyp3cl s’opeére plus tardivement avec des taux d‘induction plus faibles. La régulation de ces génes
par la voie zZfAhR ne semble pas correspondre a une activation directe par zfAhR mais davantage a
une interaction croisée de zfAhR vers zfPXR (schématisé en Figure 24) comme en témoigne les
travaux de Tseng et al. (2005). Il serait néanmoins nécessaire d’évaluer l'affinité de la TCDD pour
le récepteur zfPXR et ainsi s’assurer de I'absence d’interférence entre la TCDD et la voie de

signalisation de zfPXR.

TCDD
zfAhR
Voie directe Crosstalk positif de zfAhR vers zfPXR
Rapide Tsenget al.,, 2005 Tardif
Induction +++ Induction +

cyp2aal?
AN cypla AN cyp3cl
DRE ’—> XRE ,—»

Figure 24 : Proposition d’activation par la dioxine de voies de signalisations zfAhR directe et zfPXR via un
crosstalk positif zFAhR-zfPXR (modifié d’apres Tseng et al., 2005) (ARNT : AhR Nuclear Translocator, DRE :

Dioxin Response Element).

3. Effets du clotrimazole (CTZ) sur I’expression des genes cibles in

Vvivo et in vitro

Le clotrimazole constitue un ligand de référence de la voie zfPXR (Eide et al., 2018 ; Moore et al.,
2002). Il s’agit également d’un ligand du PXR humain (ECso = 0,88 UM ; Lange et al., 2017) mais
I'affinité du clotrimazole est bien supérieure pour le PXR de poisson (Corcoran et al., 2014 ; Milnes

et al., 2008) notamment celui de la carpe (Cyprinus carpio) (ECso = 0,024 uM ; Lange et al., 2017).
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De plus, certains auteurs ont rapporté que le clotrimazole était capable d’activer le récepteur zfAhR.
Navas et al. (2004) a suggéré que le clotrimazole pouvait étre un ligand atypique de la voie AhR
induisant une augmentation de I'activité EROD dans des cultures primaires d’hépatocytes de truites
arc-en-ciel (Oncorhynchus mykiss). Cette induction n’était pas affectée par 'ajout d’'un antagoniste
du récepteur AhR (a-naphtoflavone). Chez le poisson-zébre, nous avons cherché si le clotrimazole
était capable d’agir directement sur le récepteur zZfAhR. Les données sur I'activité EROD de la lignée
hépatique ZFL (Annexe VI) ainsi que les données de lactivité luciférase sur la lignée ZXLH
(Annexe VII) témoigne de 'absence d’affinité du clotrimazole pour le récepteur zZfAhR. Des travaux
menés dans le cadre du projet PestR ont en revanche montré I'affinité de cette molécule pour zZfPXR

(Ballaguer, Comm. Pers.). Il n’y a donc pas d’interférence direct du clotrimazole vers la voie zfAhR.

Dans nos travaux, les génes cyp2aal2, cyp3a65 et cyp3cl ont tous été induits par le clotrimazole
in vivo a 72 hpf a faibles concentrations qu’a 120 hpf (a faibles concentrations pour le géne cyp3a65
et a fortes concentrations pour les génes cyp2aal2 et cyp3cl) (Figure 22). Ces données sont en
accord avec les résultats de Kubota et al. (2015) notant une induction de ces trois genes a de fortes
concentrations d’un ligand de zfPXR (la prégnénolone). De plus, Kubota et al. (2015) notaient une
répression de ce méme géne lors du blocage de la voie zfPXR par un morpholino spécifique a
ZfPXR. Ces résultats témoignent de la nécessité d’avoir un récepteur PXR fonctionnel pour induire
'expression de ces genes. Concernant les inductions non-concentrations dépendantes du gene
cyp3ab5, une étude rapporte une cinétique d’'induction semblable a la notre a savoir une induction

plus importante a une concentration de 10 uM de déxaméthasone qu’a 100 uM (Tseng et al., 2005)

In vitro, les génes cyp2aal2, cyp3a65 et cyp3cl ont été induits aprés 96h de traitement a 1 uM de
clotrimazole (Figure 23). Cette induction du gene cyp3a65 in vitro est en accord avec les travaux de
Eide et al. (2018) montrant une induction du méme gene sur des hépatocytes en culture aprés
seulement 24h d’exposition a 20 yM de clotrimazole. Trés peu de données de la littérature
s’intéressent a I'expression des deux autres genes dans des hépatocytes en culture toutefois nos
données sont en accord avec des données internes au laboratoires montrant une induction du
cyp2aal2 chez des poissons-zebre adultes exposés a 200 ug/L de clotrimazole (a la fois aprés 2 et

7 jours).

L’induction des génes cyp2aal2, cyp3a65 et cyp3cl n’intervient qu’a partir de 72 hpf et pas avant.
Ce résultat suggere que le récepteur zZfPXR n’est pas fonctionnel a 24 et 48 hpf. Aucune expression
constitutive du géne nrli2 n’avait d’ailleurs été constatée avant 72 hpf (Figure 20). Cette induction
directe de la voie zfPXR, caractérisée par ces trois genes, semble ainsi plus transitoire, moins
importante en termes de taux d’induction (que I'activation directe par la TCDD de la voie zfAhR) et
surtout dépendante du stade de développement pour 'embryon et du temps d’exposition pour les
hépatocytes et les embryons. De plus, les réponses induites sont parfois non-concentrations-

dépendantes (Annexe V).
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Parallélement a ces inductions directes de géne par la voie zfPXR par le clotrimazole, a été observé
in vivo et in vitro une activation atypique du gene cypla. En effet, cypla géne régulé par la voie
ZfAhR, a été induit par le clotrimazole, agoniste de la voie zfPXR in vivo, a 120 hpf et in vitro aprés
96 heures de traitement a 1 uM de clotrimazole. Dans le cadre de ce stage, hous avons montré que
le clotimazole n’avait pas d’effet direct sur l'activité enzymatique de cypla dans la lignée ZFL
(activité EROD, Annexe VI) et sur le promoteur XRE-Luc dans un systéme rapporteur de la lignée
ZXLH (activité luciférase, Annexe VII), ce qui suggére que le clotrimazole n’est pas capable d’activer

directement zfAhR mais pouvait I'induire in vivo via sa liaison a zfPXR.

Ces observations pourraient témoigner d’une activation indirecte des voies de signalisation zfAhR
lors de I'exposition a de fortes concentrations d’un ligand modéle de zfPXR. Une action indirecte
pourrait également expliquer I'absence d’effet in vitro du clotrimazole sur l'activité enzymatique
cypla et donc sur la voie zfAhR. Cette action indirecte pourrait correspondre a une interaction
croisée entre la voie zfPXR vers la voie zfAhR (schématisée en Figure 25). Ce « crosstalk » positif
a également été décrit par Kubota et al. (2015) observant une induction des génes ahr2 et cypla
par un agoniste de zfPXR : la prégnénolone.

CTZ
zfPXR
Crosstalk positif de zfPXR vers zfAhR Voie directe
ubotaetal.,
‘ ZE)ISt
Tardif Rapide

Induction +++ v Induction +

cypZaal?
AN cypla AN cyp3cl
DRE ’—b XRE ,—>

Figure 25 : Proposition d’activation par le clotrimazole de voies de signalisations zfPXR directe et zfAhR via
un crosstalk positif zfPXR-zfAhR (modifié d’apres Tseng et al., 2005) (ARNT : AhR Nuclear Translocator ,

DRE : Dioxin Response Element).
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CONCLUSION

L’étude de la dynamique de I'expression de génes codant pour les récepteurs zfPXR et zfAhR ou
pour des enzymes du métabolisme de phase 1 a montré une variation de I'expression en fonction

du stade de développement du poisson-zébre dans les premiers jours aprés la fertilisation de I'ceuf.

L’utilisation d’'une double approche mélant étude in vivo sur des embryons de poissons-zébre et in
vitro sur des cultures primaires d’hépatocytes de poissons-zébre a montré des résultats
complémentaires en ce qui concerne I'étude de I'expression des différents génes cibles aprés
expositions a des ligands typiques des voies zfPXR (clotrimazole) et zfAhR (TCDD). Les analyses
menées par qPCR suggeérent I'existence de genes propres aux voies de régulation (cypla pour
zfAhR et cyp2aal2, cyp3cl et cyp3a65 pour zfPXR). Par ailleurs, les résultats vont dans le sens
d’une possibilité pour certains ligands comme la TCDD ou le clotrimazole d’activer, probablement
par le biais d’interactions croisées bidirectionnelles entre récepteurs, un géne de la voie de

signalisation opposé (schématisé en Figure 24 et Figure 25).

Le caractere dynamique (voire transitoire) de I'induction de génes par un ligand de la voie zfPXR a
montré I'importance de la période d’exposition mais également du stade de développement pendant
lequel est réalisé I'exposition. Une approche cinétique plus approfondie autour de 72 & 120 hpf
pourrait ainsi permettre de mieux comprendre la dynamique d’expression de ces genes. De méme,
in vitro, les résultats des analyses génes cibles menées sur cultures primaires d’hépatocytes ont pu
mettre en avant les capacités métaboliques de ces cellules mais également une certaine variabilité
biologiqgue de ce modéle. Le développement de lignées cellulaire hépatiques transfectées avec
zfPXR pourrait également devenir une alternative. De plus, I'utilisation d’autres ligands spécifiques
a zfPXR et notamment des antagonistes pourraient permettre d’appuyer ces résultats. S’agissant
d’un des objectifs du projet PestR, aucun antagoniste spécifique a zfPXR n’a encore été identifié.
D’autres approches sont également prévues dans ce projet d’étude, notamment des analyses
transcriptomiques permettant une approche plus globale en termes de génes investigués.
Finalement, le développement de nouveaux outils au sein du laboratoire tel que des souches de
poissons-zebre transgéniques (CYP3A65-GFP et PXRE-RFP) pourrait également permettre

d’appuyer et d’approfondir les données de ce travail.
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Annexe | : Feuille d’observation des effets Iéthaux, sublétaux et tératogénes utilisés lors des FET (Garoche, Comm. Pers.)

Table : zFET observation criteria (lethal, sub-lethal and teratogenic effect)

File No. Plate No. Sample: Concentration:
Check pt.1:8h Checkpt.2: 24 h Check pt. 3:48h Check pt.4:72h Check pt. 5: 96 h
Criteria Wells Tot | Control Tot
al al
Time Lethal Al|l 2 3 4 5|B1| 2 3 4 5 ]C1| 2 3 4 5 |D1| 2 3 4 5 /20l|A6|(B6| C | D /4
6 | 6
8/24/48/9 Coagulation : :
6 P P
24/48/96 Tail detachment : : : :
24/48/96 No somite formation : : : :
48/96 No heart beat : : : :
Sub-lethal Al|l 2 3 4 5|B1| 2 3 4 5 ]C1| 2 3 4 5 |D1| 2 3 4 5 /20l|A6|(B6| C | D /4
6 | 6

8/24/48/9 Developmental delay
6

24/48/96 | Development of the eyes

24/48/96 | Spontaneous movement

48/96 Oedema (Pericardial)

48/96 | Oedema- yolk sac (vitellous)

48/96 Blood tail circulation

48/96 Heart rate

48/96 Hatching

Pigmentation

——
| —



Teratogenic All 2 3 4 B1l 3 4 C1l D1 120|AG6(B6 14
24/48/96 Malformation of head : : : :
24/48/96| Malformation of otoliths : : : :
24/48/96 Malformation of tail : : : :
24/48/96| Malformation of heart : : : :
24/48/96 Malformation of vertabrate column (lordosis) : : : :
24/48/96 Malformation of vertabrate column (cyphosis) : : : :
24/48/96 Scoliosis : : : :
24/48/96 Growth retardation : : : :
24/48/96 Deformity of yolk : : : :
24/48/96 Hemorrhage : : : :

Time : Observation time to see effects after exposure
Wells : Number 1 starts from top left corner of the 24-well plate, i.e. Al, A2, A3 represents well number 1,2, 3 respectively

——

'



% de malformations

Annexe |l : Malformations observées pendant le test FET sur le clotrimazole (en uM)
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Annexe Il : Deuxiéme série d’exposition d’embryons (entre 0 et 72 hpf et entre 72 et
120 hpf) ala TCDD et au CTZ
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Annexe IV : Exposition 0 96 hpf d’embryons de poissons-zebres a une gamme de
concentration de CTZ.
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Annexe V Activité EROD mesurée sur des embryons a 72 hpf exposés a la
TCDD (EC 50 =0,01 nM).
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Annexe VI : Activité EROD dans la lignée ZXLH exposée 24 et 48h a une gamme de
concentrations de TCDD et de CTZ (EC 50 TCDD a 24h = 1,4 nM ; a 48h = 2,7 nM)

Activité EROD dans la lignée ZFL exposée 24h ala

—_ TCDD

.‘%’

> 25

(&]

5

g 20 -

S 15 -

[T

g

E 10 -

&

= 5 -

[a)

e

ﬁ 0 T T T 1
@ 0,01 0s1 1 10 100
s 2 .

£ -10 -

Concentration en TCDD (nM)
Activité EROD dans la lignée ZFL exposée 24h au
clotrimazole

5 25 -

(0]

o

5

S 20 -

(0]

5

=

T 15 -

=

kS

& 10 -
a s N s : .
e} $ .« 3 3 o : )
xr S 1~ SO M ©
L ° ® !
N ] ] . ° .
E 0 T T T T T 1
g 0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

Concentration en clotrimazole (UM)

Xl

——
| —



Activité EROD (Relative Fluorescence Unit)
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Annexe VII : Activité luciférase dans la lignée ZXLH exposée 24 et 48h a une gamme
de concentrations de TCDD et de CTZ (EC 50 TCDD a 24h = 0,4 nM ; a 48h = 0,25
nM)
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EVALUATION DE REPONSES BIOLOGIQUES MEDIEES PAR PXR DANS LE MODELE POISSON-ZEBRE

Le récepteur nucléaire PXR (Pregnane X Receptor) est un acteur important de la régulation des mécanismes
de détoxification en régulant I'expression de génes impliqués dans le métabolisme. Ce travail a pour objectif
de mieux connaitre les voies de signalisation du récepteur PXR chez le poisson-zébre (zf). Dans ce but, nous
nous sommes intéressés a un ligand spécifique du récepteur zfPXR, le clotrimazole et un ensemble de génes
PXR régulés (cyp2aal2 ; cyp3a65 ; cyp3cl ; nrli2). Parallelement, un ligand spécifique du récepteur zfAhR,
la dioxine et un ensemble de génes zfAhR régulés (cypla ; ahr2) ont été choisies, des travaux ayant montré
des interactions entre voies zfAhR- et zfPXR-régulés. Une double approche in vitro / in vivo a été développée,
comportant culture primaire d’hépatocytes de poissons-zebre et embryons de poissons-zébre a
différents stades de développement. Les résultats obtenus par qPCR ont permis de montrer une expression
constitutive de génes cibles dans les deux modéles biologiques et une dérégulation des genes par la TCDD
et le clotrimazole dépendantes du temps d’exposition, de la période du développement ou de la concentration.
Les résultats vont dans le sens d’'une interactions croisés bidirectionnelles entre les voies zfAhR- et zZfPXR-

régulés

Mot clefs : Pregnane X Receptor, clotrimazole, dioxine, culture primaire d’hépatocytes de poissons-zebres,

embryons de poissons-zebre, qPCR, génes cibles, interactions croisées bidirectionnelles.

EVALUATION OF PXR-MEDIATED BIOLOGICAL RESPONSES IN THE ZEBRAFISH MODEL

The Pregnane X Receptor (PXR) nuclear receptor is an important protagonist in the regulation of
detoxification mechanisms by regulating the expression of genes involved in metabolism. The objective of this
work is to better understand the signalling pathways of the PXR receptor in zebrafish (zf). To this end, we have
focused on a specific ligand of the zfPXR receptor, clotrimazole and a set of regulated PXR genes (cyp2aal2;
cyp3a65; cyp3cl; nrli2). In parallel, a specific ligand of the zfAhR receptor, dioxin and a set of regulated
zfAhR genes (cypla; ahr2) were selected, due to the presence of studies showing interactions between zfAhR-
and zfPXR-regulated pathways. A dual in vitro / in vivo approach was developed involving primary culture of
zebrafish hepatocytes and zebrafish embryos at different stages of development. The results obtained by
gPCR showed constitutive expression of target genes in both biological models and gene deregulation by
TCDD and clotrimazole depending on exposure time, developmental period or concentration. The results point

in the direction of a bidirectional crosstalk between the zfAhR- and zfPXR-regulated pathways

Keywords: Pregnane X Receptor, clotrimazole, dioxin, primary culture of zebrafish hepatocytes, zebrafish

embryos, qPCR, target genes, bidirectional crosstalk.




