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Un des grands enjeux de santé publique est la prévention des éventuels effets
néfastes liés a une exposition a un ou plusieurs agents chimiques, physiques ou
biologiques présents dans notre environnement, domestique ou professionnel.
C'est aussi une meilleure évaluation des risques liés a I'emploi des produits de
santé. La performance et la prédictivité des études de toxicologie sont directement
liées a l'association de méthodes complémentaires alternatives et
d'expérimentations animales (obtenir les données chez plusieurs espéces avec
des modeles différents, in vitro , ex vivo et in vivo ). Malgré des efforts importants
récents, I'évaluation toxicologique reste perfectible.

Dans ce congrés seront abordés les progres récents a la fois scientifiques et
technologiques autour de la « toxicologie prédictive ». Quatre grands themes
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seront abordés : Modeles cellulaires et organes, Les « OMICS », Modélisation in
silico et les nouvelles technologies (imagerie, puces cellulaires, haut débit).
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Cellules souches, obtention, culture et application
Ludovic Vallier

Human pluripotent stem cells can be generated feambryos at the blastocyst
stage (human Embryonic stem Cells or hESCs) or freptogrammed somatic cells
(human Induced Pluripotent Stem Cells or hIPSCBgs€ cells combine the property to
grow indefinitely in vitro and the capacity to difentiate into a broad number of cell
types. Thus, human pluripotent cells represent iguenopportunity for regenerative
medicine since they could enable to productionn@ihite quantity of cell types with a
clinical interest such as liver and pancreaticscdlihportantly, hIPSCs could allow the
production of patient specific cell types which d@dly immuno-compatible with the
original donor thereby avoiding the use of immumngpsessive treatment during cell
based therapy. In addition, hIPSCs can be genefeted somatic cells isolated from
patients with diverse diseases. Then, the resultidgeased” hIPSCs can be
differentiated into the cell type targeted by tiheedse and thus provide an in vitro model
useful for basic studies and drug screening.

Our group has established a solid experience WRISGs by deriving more than
200 lines from 20 patients suffering from diverssedses. For that, we have developed a
robust method of reprogramming allowing the derorabf hIPSCs from 8 of 10 patients
independently of their age or sex. In addition, veere developed fully defined culture
systems to differentiate human pluripotent stemiscaito pancreatic and hepatic
progenitors. The resulting cells display functioobracteristics specific of their in vivo
counterparts such as glucose response and Albueciret®on. More importantly, this
approach can be used with hIPSCs derived from rgatiéh liver metabolic diseases to
develop in vitro models allowing large scale expemts impossible to perform with
primary culture or biopsy material. These resuéipresent a first step to deliver the
clinical benefit of human pluripotent stem cells.
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L’intérét des organes (bio)artificiels en toxicolog ie prédictive

E. Leclerc, J.M. Prot, L. Choucha, R. Baudoin,M. Dufresne, A. Gautier, B. Carpentier
C. Legallais

UMR CNRS 6600 Biomécanique et Bioingénierie
Université de Technologie de Compiegne

Les organes artificiels sont développés dans le domaine des Technologies pour la Santé avec un
objectif de suppléance d’organe, pour les patients en attente de transplantation ou ne pouvant
bénéficier d'un tel traitement. Ainsi, le rein artificiel, appelé hémodialyse, est couramment utilisé en
clinigue depuis 40 ans. Les recherches actuelles, grace aux progres de l'ingénierie tissulaire, se
concentrent en particulier sur le développement d’organes bio-artificiels, équipés de cellules, visant a
reproduire 'ensemble des fonctions d’un organe.

En toxicologie prédictive in vitro, on cherche également a mimer au mieux les fonctions d'un tissu,
d’un organe ou d'un organisme entier, dans un objectif différent : décrire les effets d’un xénobiotique
ou de ses métabolites. Il apparait essentiel de proposer des méthodes de culture pertinentes qui se
rapprochent de [I"in vivo. En effet, les modéles de cultures cellulaires « classique » en deux
dimensions peuvent paraitre limités, car ils ne refletent pas I'agencement tridimensionnel des cellules
dans un tissu ou un organe.

L'adaptation des organes artificiels a la toxicologie permet d’envisager de pallier ces limites, mais
aussi de suivre en temps réel, par des méthodes sophistiquées de perfusion, les transferts de
molécules, entre différents compartiments cellulaires. On peut ainsi accéder a une vision dynamique
intégrée du xénobiotique et de ses métabolites,et éventuellement de leur accumulation dans certains
types cellulaires ou compartiments.

On peut adapter ces organes bio-artificiels a différentes échelles : d'une part, a celle de bioréacteurs
contenant quelques dizaines de millilitres de fluide de perfusion, et d'autre part, a celles de puces a
cellules, exploitant les progrés récents dans le domaine des micro et nanotechnologies. En effet, la
topographie de surface introduite par les techniques de micro-fabrication permet une culture aisée des
cellules dans les trois dimensions. Différentes équipes ont ainsi pu démontrer l'intérét des structures
micro-fluidiques pour maintenir I'état de différentiation de plusieurs types cellulaires confortant I'impact
de 'organisation cellulaire dans des micro-canaux. Ces dispositifs de culture peuvent étre agencés de
facon a aboutir au concept d’ « homme sur puce ». Couplés a d’'autres types d’'analyse, comme la
modélisation pharmaco-cinétique ou des études « omics », ils offrent un réel potentiel qui pourra
déboucher sur des méthodes validées.

Dans cet exposé, nous ferons donc le point sur I'avancée des travaux sur ces nouveaux types
d’'organes (bio)artificiels, déja offerts en tant qu'outils de toxicologie prédictive, ou potentiellement

transposables.
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LES BASES CHIMIQUES DE LA TOXICOLOGIE PREDICTIVE

Daniel MANSUY

UMR 8601, Université Paris Descartes, Centre des Saints-Peres

Pourra-t-on un jour prévoir la toxicité d'un conggoa partir de sa structure
moléculaire ? Ce probléme de la corrélation entngctire et toxicité est tout a fait central
dans les domaines de la toxicologie prédictiveeet &aboration de nouvelles molécules par
les industries chimiques, pharmaceutiques et agreataires. |l se pose avec une acuité toute
particuliere aprés les sorties récentes du régleraeropéen REACH sur les substances
chimiques (2007), et de la directive de la FDA @& sur I'évaluation toxicologique de
certains métabolites de médicaments. En fait, an gistinguer deux grandes catégories de
mécanismes par lesquels un xénobiotique peut detengue pour un étre vivant: (1) en
établissant une liaison forte mais réversible avee ou plusieurs cibles biologiques
importantes, ou (2) en conduisant & des métabaiitastifs capables de modifier de facon
irréversible certaines cibles biologiques. Lesdii&s dues a des métabolites réactifs sont les
plus fréquentes et les moins difficiles a prévoinslda mesure ou elles dépendent de la
réactivité¢ chimique intrinseque du xénobiotique det I'existence, dans sa structure, de
fonctions activables métaboliquement en espécesssiges pour les milieux biologiques.
L’exposé portera donc sur la prévision de ce typaodicités en prenant en compte les trois
éléments qui vont conduire a une modification iemsible de cibles biologiques : la présence,
dans la molécule de départ, de fonctions chimigaes8vables et donc protoxiques
potentielles, la transformation effective de cescfimms en métabolites réactifs par les
enzymes du métabolisme des xénobiotiques, et lactépde ces métabolites réactifs a
modifier de facon irréversible un (ou des) comptsrcellulaire(s). L'état de l'art de nos
connaissances a propos de ces trois élémentsopigudéterminants pour les étapes précoces
du développement d’une toxicité, et pour une prérisle cette toxicité a partir de la structure
du xénobiotique, sera présenté. Enfin, pour termohes résultats trés récents concernant une
classe de métabolites réactifs peu reconnus jusgs, &eront décrits.
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Modélisation en toxicocinétique
Alexandre Péry et Céline Brochot
INERIS, Unité « Modéles pour I'écotoxicologie etttxicologie » (METO)

La réponse toxicologique comprend deux parties ¢@mentaires, la toxicocinétique qui rend
compte de la distribution d’'un composé et de semlmodites dans I'organisme au cours du
temps, et la toxicodynamique qui rend compte dietsefle ces substances au niveau de leurs
cibles biologiques. La toxicocinétique est génénalist étudiée par des expérimentations chez
'animal. Cependant, grace aux développements t&cge méthodologies in vitro et de
meéthodes bioinformatiques, une part de linfornratioxicocinétique peut désormais étre
obtenue par des approches alternatives a I'expatatien animale, en particulier s’agissant
des coefficients de partage entre le sang et |&grehts organes, de la vitesse de
franchissement d’'une barriere biologique, et deitesse de métabolisme. Pour prédire la
cinétique d'une substance, il reste cependant saitesd’intégrer I'ensemble de cette
information dans un seul modele a I'échelle degémisme. Dans le cadre des modeles
PBPKs (Physiologically-Based PharmacoKinetics)tecettégration se réalise de facon quasi-
automatique. En effet, ces modéles décrivent lexcgasus de cinétique grace a des
parameétres ayant un sens biologique (volumes d@agdlux sanguins) ou biochimique (taux
de métabolisation, coefficients de partage). Il ¢dmtic possible de les calibrer a partir de
connaissances biologiques déja bien établies sar mipulations ou sous-populations
humaines et des résultats de test in vitro ou diaadés in silico. Cette premiere calibration
peut ensuite étre améliorée en vy intégrant des é@mnmon invasives qui peuvent étre
obtenues chez des volontaires humains (dosagesathéitons de sang et d’urine). Il existe
des outils statistiques bien adaptés, comme ldmitpees d’inférence bayésienne, pour y
parvenir aisément. La modélisation PBPK présentattks avantages dans l'optique de
bonifier les résultats des tests in vitro. Ain®s laspects systémiques des mélanges de
substance ne peuvent étre appréhendés uniquementlegaétudes cellulaires de co-
exposition. Celles-ci doivent alimenter un systéseeplusieurs modéles PBPKs imbriqués,
qui est le seul capable de représenter les diftésede distribution entre les substances qui
donnent lieu a des interactions dissemblables dermrganes considérés. D’autre part, la
modélisation PBPK peut permettre de mettre eniogldtinformation tirée des méthodes
«omics », en particulier la métabonomique, aves [mrameétres explicatifs de la
toxicocinétique. Les modeéles PBPKs constituent donoutil essentiel pour accompagner les
développements de méthodes alternatives dans ve d&daluation des effets des substances
chez 'lhomme.
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Protéomique appliquée a la toxicologie prédictive
Thierry Rabilloud

IRTSV/LBBSI, UMR CNRS-CEA-UJF 5092
CEA-Grenoble, 17 rue des martyrs
38054 GRENOBLE CEDEX 9, France

Alors que les méthodes issues de la génomiquedggpius en plus utilisées en
toxicologie, la protéomique reste tres faiblemdilisée dans ce domaine. Son
utilisation principale reste la recherche de biarnaurs, alors que méme dans ce
domaine, son efficacité est loi d'étre averée.eJaible utilisation contraste avec la
valeur théorique des renseignements que pournadregy la protéomique en
toxicologie. En effet, en s'intéressant a "l'ouvnmléculaire” de la cellule, I'analyse
protéomique devrait étre capable de mettre en pe&lane grande variété d'effets
des toxiques, depuis des changements dans |'exprel&es protéines jusqu'a des
greffages moléculaires des toxiques directemeniesyrotéines.

Cependant, il serait faux de croire que 'analységmique n'est pas et n‘a jamais
été appliquée en toxicologie. Des exemples existeais ils restent rares et sont
anciens, ce qui dénote une relative incompatibglitiee les contrainte s'appliquant a
la toxicologie et celles s'appliqguant a I'analyss§omique.

Ce point crucial sera illustré en décrivant le$édéntes méthodes utilisées en
analyse protéomique (gel, "a la trongconneuse" &SRurs avantages et leurs
inconvénients, en particulier sur le plan de laadpctibilité et de I'analyse
guantitative; puis en comparant cet état de latcntraintes de I'analyse
toxicologique. En plus d'expliquer la faiblesseuatie de I'analyse protéomique en
toxicologie, cet exercice permettra aussi d'ilkeistertaines pistes qui pourraient
permettre un renouveau de l'utilisation de l'areajy®téomique dans le domaine de
la toxicologie.
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Application de la toxicogénomique dans le développet pré-clinigue des médicaments
Catherine SPIRE — Biologie SERVIER, Centre de séxdu médicament, France.

La toxicogénomique a pour but d’évaluer les vaviai de I'expression des genes dans un
tissu cible ou un modeéle cellulaire en réponse &amobiotique et de les relier a ses effets
toxicologiques.

Les technologies d'analyse de I'expression de endlide génes, grace aux puces a ADN
(microarrays pangénomiques), ou de quelques diz@eetaines de genes ciblés, grace a la
PCR guantitative en temps réel (RT-gPCR), sont teaant couramment appliquées dans
l'industrie pharmaceutique a tous les niveaux deeldppement d’un nouveau médicament :
() pour la sélection de molécules d'intéréts (erie, sélection des meilleurs candidats), (ii)
pour la détections précoces de signaux toxicologiquedictifs, (iii) pour une approche
mécanistique dans des études dédiées, afin de mamwmenter un phénomeéne toxique et sa
pertinence pour 'hnomme. Dans les études de toxgiel réalisées chez I'animal, ces
techniques sont associées aux outils conventior{b@shimie clinique, histomorphologie,
cinétique ...), ce qui permet délargir les connaises sur les réseaux des signaux
biologiques et toxiques impactés.

Aprés une description des 2 technologies de pusBN et de RT-gPCR, leur application en
toxicologie sera étayée par quelgques exemplesasdeétection du potentiel hépatotoxique
d’'une molécule. L’'hépatotoxicité reste encore nrédjie par les études conventionnelles de
toxicité sur 'animal et constitue le principal efindésirable responsable du retrait du marche
des médicaments.



Congres de la SPTC (Société de Pharmaco-Toxicologie Cellulaire)
"TOXICOLOGIE PREDICTIVE : LES VOIES DU FUTUR"
18 et 19 mai 2010

Toxicogénomique et polluants environnementaux
Xavier COUMOUL, INSERM UMR-S 747, Université Paris-Descartes

Les populations de pays industrialisés et celles de pays en voie de développement sont
communément exposées a divers polluants environnementaux. Les « Polluants
Organiques Persistants » (POP) sont caractérisés par leur longue demi-vie due a un
meétabolisme tres lent et a leur stockage dans les graisses. La toxicité de ces composés
est diverse et dépend de plusieurs facteurs comme la nature du polluant et son mode
d’action. Le role de nombreux polluants dans l'initiation et la promotion des cancers a
été démontré. Cependant, il existe peu d’études sur la relation entre la progression
tumorale (formation des métastases) et 'exposition a des polluants environnementaux.
De méme, le mécanisme d’autres toxicités comme la tératogenese ou la toxicité cutanée
demeurent insuffisamment compris.

La dioxine, cancérigene de type I selon les criteres de I'[ARC, et ligand du récepteur Ah
(AhR) est un POP. La voie de signalisation du AhR a été tres largement décrite dans le
cadre de la régulation de I'expression des enzymes du métabolisme des xénobiotiques
(EMX). Des études récentes de génomique fonctionnelle ont montré que ce récepteur
régulait I'expression d’autres genes que les EMX : au sein de I'équipe du Pr Barouki, nous
avons montré par ces techniques que la dioxine altéere I'expression de genes de la
plasticité cellulaire et active la mobilité de cellules cancéreuses en culture. Cette
observation nouvelle nous a conduit a faire I'hypothese que les POPs pourraient avoir un
role potentiel dans la progression tumorale, et notamment dans l'apparition de
métastases. A la suite de ces observations de génomique fonctionnelle, nous avons
commencé I'étude de la régulation des genes caractérisés et de leur implication dans les
phénomenes de plasticité. Nous développerons ici I'exemple du géne HEF1 (Human
Enhancer of Filamentation 1) qui a depuis été identifié comme marqueur métastatique
chez 'Homme.

Compte tenu des filiations entre migration cellulaire et développement, ces techniques
ont également été utilisées dans le cadre de projets centrés sur le role endogéne du AhR
chez deux modeéles animaux (cervelet de souris, neurones de nématodes). Des résultats
préliminaires seront présentés.
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L'analyse métabolomique pour la toxicologie: état d es lieux et
perspectives

Christophe Junot

Laboratoire d'Etude du Métabolisme des Médicaments, DSV/iBiTec-S/SPI, Batiment 136,
CEA/Saclay, 91191 Gif-sur-Yvette cedex.
E-mail: christophe.junot@cea.fr

Apparu a la fin des années 1990, le concept de «métabolome» désigne I'ensemble
des métabolites présents dans un milieu biologique. Les métabolites peuvent étre définis
comme des molécules organiques de petites tailles impliqguées dans des réactions
enzymatiques. Les terminologies de métabolites "primaires” et "secondaires" sont souvent
utilisées dans les manuels. Les premiers regroupent des substances communes a toutes les
cellules biologiques des régnes animaux et végétaux et impliguées dans le métabolisme
énergétique, tels que certains sucres, les acides aminés ou les acides tricarboxyliques du
cycle de Krebs. Les seconds sont produits en dehors des réactions enzymatiques qui sont
strictement nécessaires a la survie et ils sont spécifique d'un régne voire d'une espéce. En
fait, la définition la plus générale nous améne considérer comme métabolite toute substance
qui ne provient pas directement de I'expression des génes.

L’analyse métabolomique constitue une approche globale analogue a celle de la
protéomique ou de la transcriptomique et qui s’inscrit en complément de celles-ci. Son
objectif est de caractériser des biomarqueurs en comparant des empreintes métaboliques
gui contiennent plusieurs milliers de signaux et qui sont caractéristiques d’états biologiques
donnés. L’étude de profils métaboliques par des techniques analytiques telles que la
résonance magnétiqgue nucléaire ou la chromatographie couplée a la spectrométrie de
masse est en fait déja connue depuis de nombreuses années, mais leurs récents
perfectionnements ainsi que leur association a des outils informatiques, statistiques et
chimiométriques permettent aujourd’hui d'étendre les possibilités et d'accélérer les
processus de découverte et d'identification de biomarqueurs de toxicité. Ainsi, I'analyse
métabolomique permet d’aboutir & une meilleure compréhension des systemes biologiques
en mettant en évidence des interrelations métaboliques qui n'auraient pas pu étre détectées
avec des approches basées sur des raisonnements biochimiques traditionnels.

Il s'agit ici d'expliquer comment se déroule une analyse métabolomique et de faire le
point sur les avancées technologiques récentes qui ont été réalisées en la matiére. Des
exemples d'application dans le domaine du biomarquage et de I'étude de mécanismes de
toxicité seront également commentés et nous discuterons enfin des principales limitations
qui restent & surmonter pour que cette approche puisse fournir des données exploitables par

les biologistes et les médecins.



La diminution des capacités de phagocytose bactérienne dépendante de Nodl
est associée A unc susceptibilité accrue aux infections urinaires ascendantes
chez les patients transplantés rénaux traités par la cyclosporine

Emilie_Tourneur', Sanaec Ben Mkaddem', Cécilia Chassin', Meryem Aloulou’, Jean M
Goujon“, Alexandre Hertig', Nacera Ouali?, Sophic Vimont®, Renato Monteiro®, Eric
Rondeau’, Carole Elbim', Catherine Werts®, Alain Vandewalle'

'INSERM U775 et JINSERM U699 - Université¢ Paris 7-Denis Diderot, site Bichat, B> 416. -
75018. Paris. France. ‘Service d Anatomie et Cytologie Pathologiques. Centre llospitatier
Universitaire de Poitiers-Universit¢ de Poitiers, F-86021 Poiticrs, France, ' Service Urgences
Néphrologiques et Transplantation Rénale et *Service de Bactériologie. |Hopital Tenon. 4 rue de
la Chine. F-75970. Paris. et “Institut Pasteur. G35 Biologic ¢t Génétique des parois baciériennes -
INSERM Groupe Avenir. 75724 Paris Cedex 15, France.

Les infections du tractus urinaire (ITU) et pvélonéphrites (PN). principalement dues aux
lsscherichia coli uropathogénes (UPEC), sont es premicres causes de complications infecticuses
chez les patients transplantés rénaux sous traitement immunosuppresseur, Les mécanismes
impliqués dans cette plus grande susceptibilité aux infections par rapport & la population normale
ne sont pas connus. L. analyse des leucocytes de patients transplantés rénaux avant présenté des
¢pisodes d'T'T'U ct/ou de PN a mis en évidence une diminution singuli¢re de 'expression de la
protéine cytosolique Nodl qui reconnalt majoritairement les bactéries invasives Gram-négatif. A
["inverse des agonistes des réeepteurs Toll-like (TLR) et du muramyldipeptide (MDP. reconnu
par Nod2)., un agoniste spécifique de Nodl, le FK156, n’active pas les principales fonctions des
polynueléaires newtrophiles (PMN) chez les patients transplantés rénaux. Ces résultats suggerent
que les fonctions phagocytaires des PMN dépendantes de Nod1 sont altérées chez les patients
transplantés. Des €tudes réalisées sur un modéle expérimental d'I'TU ont montré que les reins de
souris Nad!™" sont plus sensibles que les sauvages (WT) 24h aprés 1'inoculation transuréthrale
d"UPLC. Les macrophages dérivés de souris Nod!™", contrairement 3 ccux des WT et Nod2™,
présentent un défaut d*activation de la GTPase Racl. de la phosphorylaiion de la PI3K, et de la
praduction de formes réactives de l'oxygéne (FRO). La cyclosporine A (CsA), un agent
immunosuppresseur largement utilisé pour la prévention des rejets de greffe. inhibe aussi
["activité de Racl. la production de FRO et la phagoeytose des UPEC. L' administration de CsA a
des souris W induit une inhibition de "expression rénale de la protéine Nodl et aggrave la
colonisation rénale des UPEC, qui cst prévenu par I'administration de K156, Ces donndes
suggerent que inhibition de NodlI, jouant un réle clé dans le contrdle de la phagocytose. rend
compte de la grande susceptibilité des patients transplantés rénaux aux infections urinaires.

Ce travail a bénélicié d’un contrat de I' Agence Nationale de ta Recherche (ANR-08-MIEN-030, 2 A.V)



La gp96 et la NAD(P)H oxydasc 4 génératrice de formes réactives de 'oxygene
jouent un réle clé dans I’induction de ’apoptose dépendante du récepteur
Toll-like 4 au cours de I’'ischémie-reperfusion rénale

S. Ben Mkaddem', E Pedruzzi', C Werts?, N Coant', M Bens', F Cluzeaud', JM Goujon®, E
O;.),icr-l)cnisi et A Vandewalle'

'INSERM U773. Centre de Recherche Biomédicale Bichat-Beaujon CRB3 - Université Paris 7 -
Denis Diderot. site Bichat. BP 416, I°-75018. Paris, France, *Institut Pasteur. G3 Biologic ot
Giénétique des Parois Bactériennes. and groupe INSERM Avenir. 75724 Paris Cedex 15. France.
et*Service d” Anatomie et Cvtologie Pathologiques. Centre Hospitalier Universitaire de Poitiers,
Université de Poiuers, F-86021. Poitiers, IFrance

L. ischémie-reperfusion (I/R) induit une réaction inflammateire et des I¢sions tissulaires résultant
de lactivation abactérienne des voies de signalisation du systéme immunitaire. Le récepteur
Toll-like 4 (TLR4) activé par des protéines cndogénes (dénommées DAMP pour dammage-
associated pattern molecule) sécrétées. joue un role clé dans I'induction de I"apoptose au cours
de FIR. Cependant les voies de signalisation responsables de 'apoptose cellulaire au cours de
I'IYR restent mal connues. Pans ce travail nous montrons que 'TLR4 contrdle. par le biais de la
prot¢ine adaptatrice MyD88. I"activation d'une voie pro-apoptotique incluant TRAF2. ASKI, ¢t
des MAP kinases JNK c¢t p38 dans les reins soumis @ une [/R ¢t dans de cultures primaires de
cellules tbulaires rénales (RTECs) soumises & une hypoxic. Nous montrons aussi que I'hypoxic
stimule  I'expression de la protéine de choc thermique gp96 associée au réticulum
endoplasmique. qui co-immunopréeipite avee TLR4, et que I'extinction de la gp96 par
interférence ARN prévient Pactivation de I'apoptose des RTECs soumises @ une hypoxie, La
NAD(PYH oxvdasc 4 (NOX4) productrice de formes réactives de 'oxygene (FRO) a été montré
interagir avec TLR4 ¢t &tre néeessaire a Pactivation de la production de FRO. L"I/R rénale induit
une surexpression de NOX4 (principalement une isoforme de 28 kDa) qui co-immunoprécipite
avec T1.R4 mais pas avec la gp96 dans les RTECs invalidées pour TILR4. De plus. 'invalidation
de NOX4 inhibe Pactivation de ASK1 et de INK et de la p38 induites par I'hypoxie conduisant a
unc inhibition d¢ la production des FRO ¢t de I'apoptose dans les RTECs exprimant TLR4.
I.’ensemble de ces résultats démontrent que, conjointement a Factivation de la p38, interaction
cntre la gp96 ¢t TLR4 est néeessaire a [activation de la signalisation pro-apoptotique
ASKI/INK et suggere que 'isoforme 28kDa de NOX4 joue un rdle clé¢ dans I'activation de
I"apaptose dépendante de T1.R4 au cours de 1'l/R rénale.

Ben Mkadem et coll., Cell Death and Differ, 2010, sous presse
Ce wavail a bénéficié d un contrat de I"Agence Nationale de la Recherche (ANR-08-MI1EN-034),
aAlVv).



Réle potentiel des Dual oxydases (DUOX1-2) comme source des
formes réactives de I'oxygéne dans un modele cellulaire de la
mucoviscidose.

N. PONGNIMITPRASERT'?, C. BABIN-CHEVAYE', M. FAY' M. BERNARD? C
DUPUY? J. EI BENNA', M.A. GOUGEROT-POCIDALO' et F. BRAUT-BOUCHER',

'INSERM, U773, Centre de Recherche Biomédicale Bichat Beaujon CRB3, Université
Paris 7 Denis Diderot, site Bichat, 16 rue Henri Huchard, 75018 Paris France.
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Biologiques, Université René Descartes Paris 5
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La mucoviscidose est une maladie généetique léthale due a une mutation sur un
gene situé sur le chromosome 7, cadant pour le « cystic fibrosis trans regulator »(CFTR)
qui fonctionne comme un canal chlore de la membrane épithéliale. La production des
formes réactives de I'oxygéne {FRO) associée a une inflammation préccce contribuerait
a la pathogenése de la maladie. Les FRO peuvent avoir differentes origines mais le réle
des NADPH oxydases est essentiel. La premiére NADPH oxydase a été identifiée dans
le phagocyte, et a ce jour de nombreux homologues des NOX ont été identifiés dans
différents tissus : les poumons expriment plus spécifiquement les DUOX 1-2 qui furent
d'abord decouvertes dans les cellules thyroidiennes.

Dans ce travail nous éetudions les DUOXs qui pourraient étre source de FRO et
suceptibles de jouer un réle dans le déclenchement de la réaction inflammatoire précoce
dans la mucoviscidose.

Des cellules épithéliales bronchiques déficitaires en CFTR (lignée IB3-1)
comparees a des cellules témoins (lignee S9) sont soumises a des variations ioniques
(CI) du milieu. Les cellules pathologiques montrent une production augmentée des
FRO, une déplétion des thiols, et une entrée en apoptose plus rapide dans un
environnement hypertonique. Le pré- traitement par le DPI, inhibiteur des NADPH
oxydases, inhibe ces différents paramétres, ce qui suggére une implication de ces
enzymes dans le stress oxydant ; de plus, nous confirmons I'augmentation de la
production des cytokines IL6 et [L8. Par immuno blotting nous montrons que
I'expression des Dual oxydases est plus importante dans les cellules déficientes en
CFTR gue dans les cellules témoins.

Ces résultats concordent avec un état pré-inflammatoire sans infection préalable
en relation avec le stress oxydant ; néanmoins , la fonction exacte des DUOXs dans
linflammation et/ou les capacités de défense des cellules mucoviscidosiques reste a
explorer et pourrait représenter une cible thérapeutique potentielle.



Toxicité digestive comparée d’une mycotoxine (Deoxynivalenol ou DON) et de
dcux dérivés acétylés co-contaminants des céréales (3acétyl-DON et 15 acétyl-
DON) par une approche in vitro et ex-vivo

Philippe Pinton”, Joelma Lucioli®, Dima Tsybulskyy®, Benjamin Johy', Jolle Laftitte’,
Nathalic Bourges-Abella', Isabelle P. Oswald® and Martine Kolf-Clauw'

I Université de Toulouse, Ecole Nationale Vétdrinaire, 23 chemin des Capelles. BP 87614
31300 Toulouse Cedex 3, France

2 Laboratoire de Pharmacologie et Toxicologie URG6O, INRA, 180 chemin de Tourneleuille, BP93173.
31027 Toulouse Cedex 3, France

[.¢ déoxynivalénol (DON) est un contaminant des céréales destinées a I'Homme et a I'alimentation
animale, en pays tempéré. Le DON est présent avee dautres [usariotoxines apparentées (cocontaminants),
en particulier kes dérivés acétylés 3aDON ct 15 aDON. La protection du consommateur est fondée sur la
caractérisation des effets biologiques du DON, mais ne prend pas en compte la présence des autres co-
contaminants. La barri¢re digestive constitue une cible trés sensible pour le DON ingéré via les aliments
(Pinton et al. 2009), le pore représentant Pespéce animale la plus sensible et un modéle pertinent pour
I"¢valuation du risque chez homme. Ce travail a eu pour objectif de comparer les effets du DON el ses
dérivés acdeylés, sur la fonction de barricre digestive, en utilisant

deux modeles diftérents.

[.es cftets du DON, du 3aDON ct du 15 aDON ont ét¢ comparés sur la lignde de cellules épithéliales
intestinales porcine (IPEC-1). Une toxicité supéricure du 15aDON comparée a celle du DON et du
3aDON a été observée sur la base de la prolifération cellulaire, fa résistance transépithéliale et fa
perméabilité paracellulaire au Dextran, Ces altérations ont ¢té associées a une réduction de I’expression de
deux protéines de jonctions scrrées, les Claudines 3 et 4, ainsi qu'da une augmentation de la
phosphorylation de pd4/42 ERK. une Mitogen-activated proteine kinase décrite conyme agissant sur la
structure ¢t la fonction des jonctions serrées.

Des explants jéjunaux de porcelets ont également &t¢ exposés pendant 4 heures & ces 3 mycotoxines
(DON. 3aDON ou 15aDON) et Phistopathologic a été évaluée par un score morphologique et Ié¢sionnel
(Koll-Clauw ct al, 2009). Les résultats ont confirmé la toxicité supéricure du 15 aDON par rapport au
DON et 3aDON.

En conclusion. ces résultats soulignent intérét de Papproche ex vivo et in vitro utilisée ici qui conduit
des résultats concordants ¢t complémentaires.

Réldrences

Kolf-Clauw M, Castellote J, Joly I3, Bourges-Abella N, Raymond-Letron I, Pinton PP, Oswald IP. (2009)
Devclopment of a pig jejunal explant culture for studying the gastrointestinal toxicity of the mycotoxin
deoxvnivalenol: histoputhological analysis. Toxicol Inn Vitro, 23: 15804,

Pinton P, Nougayrede JP, Del Riv JC, Moreno C, Marin DE. Ferrier L. Bracarense AP, Kolf-Clauw M, Oswald
(P. {2009} The food contaminant deoxynivalenol, decreases intestinal barrier permeability and reduces claudin
expression. Tovicol Appl Pharmacol;, 237: 41-8.



L’induction de la protéine Son of Sevenless 1, activateur de Ras, par les

polluants environnementaux régule la prolifération cellulaire

Stéphane Pierre, Anne-Sophie Bats. Aline Chevallier, Linh-Chi Bui. Ariane Ambolet-Camoit,

Mich¢le Garlatti, Martine Aggerbeck, Robert Barouki, Xavier Coumoul

INSERM UMR-S 747 — Université Parés Descartes

Résumé

La dioxine (I'CDD (2, 3, 7, 8-TeraChloroDibenzoDioxin)) ¢st un important  polluant
environnemental, classée cancérigéne chez 'homme. (Uest également. le ligand qui a la plus
forte affinité pour Ie Aryl Hydrocarbon Receptor (AhR). et qui induit via ce récepteur, une grande
variété de génes dont les enzymes du métabolisme des xénobiotiques (EMX). Ce polluant
engendre une grande variété d'effets toxiques systémiques, telless que, la promotion cancéreuse
¢t diverses altérations cellulaires qui modifie le cycle cellulaire et la prolifération cellulaire.
Différentes études génomiques dans un modéle de celfule humaine ont montré que expression
de Son of Sevenless 1 (SOS1). le principal médiateur de I’activation de Ras, est une des cibles de
la dioxine. La régulation de SQOSI par Ie AhR ct ces ligands. dont le promotcur n'avait pas
encore ¢1¢ caractérisé, a donc été étudié dans la lignée d’hépatocarcinome humaine, HepG2. Nous
avons trouvé que divers polluants environnementaux (ligands du AhR) augmentaient I'expression
de SOST cn induisant sa transcription. Des expériences d” Immunoprécipitation de la chromatine
(ChIP) nous ont permis de démontrer que e AhR se liait directement au promoteur du géne SOS|
et activadt sa transcription. De plus. nous avons montré qu'un traitement par la dioxine conduisait
4 une activation de Ras, sous sa forme Ras-GTP. une activation de ERK suivi d'unc
augmentation de la prolitération cellulaire. L'ensemble de ces effets sont médiés par SOS|
comme le montre les manipulations d’ARN intertérents. Notre dtude suggére ainsi que
I"induction de SOSI par la dioxine conduit & des effets cellulaires similaires de ceux décrit et

bien caractérisés lorsqu’il y a des mutations oncogéniques de Ras.



INHIBITION PAR LA DIOXINE DE LA REPONSIE P53 INDUITE PAR L ETOPOSIDE VIA
I.k MARQUEUR METASTATIQUE AGR2 (ANTERIOR GRADIENT 2) DANS LA LIGNELE
D'TIEPATOCARCINOME THUMAIN EHIEPG2.

Ariane Ambolet-Camoil, l.inh Chi But. Stéphane Picrre, Aline Chevallier, Alexandre Marchand,

Xavier Coumoul, Michéle Garlatii. Karine Andrecau. Robert Barouki et Martine Aggerbeck.
Laboratoire INSERM UMR-S 747, 45 rue des Saints Péres, 75006 Paris

l.a dioxine ou TCDD (2.3,7.8-tétrachlorodibenzo-p-dioxin) ¢st un polluant environnemental et un
ligand du AhR (Aryl hydrocarbon Receptor), un facteur transcriptionnel qui intervient dans
divers processus  biologiques. Dans cette étude. nous montrons que la dioxine diminue
I'activation de p33 (phosphoerylation et acéiylation) qui est induite par un composé génotoxique.
I'éroposide dans la lignée HepG2 : nous avons mis en évidence un des mécanismes de cette
interaction. L:n transfectant les cellules avec des siRNA. nous montrons que le marqueur
métastatique AGR2 (Anterior Gradient-2) est impliqué dans cet effet. Les niveaux d expression
de 'ARNm ¢t de la protdine AGR2 sont augmentés par la dioxine (6 fois ¢t 4 {fois
respectivement) et cet effet nécessite le réeepteur AhR. La demi-vie de ’'ARNm de AGR2 n’est
pas modifiée par le traitement de la dioxine. L. analyvse in silico du promoteur du géne AGR2
permet d'identifier 3 éléments de réponse a la dioxine (XRE) potenticls dans 3,5kb du promoteur
proximal. Dans les cellules HepG2. des transfections transitoires du gene rapporteur de la
Gaussia lucilerase sous le conudle de différents fragments dEléiés ou mutés du prometeur de
AGR?2 indique que seul le XRE le plus proximal est actif. La liaison du AhR au promotcur de
AGR2 est optimisée par e traitement de la dioxine. Ces résultats suggérent que les ligands du
AhR telle que la dioxine peuvent contribuer a la progression tumorale ¢n diminuant 'activation
de p53 (phosphorylation et acétylation) induite par des génotoxiques via I"augmentation du

marqueur métastatique AGR2.



Liverbcads™ : un modéle pratique ct pertinent pour I'étude in vitro dec ’induction de génes

du métabolisme des xénobiotiques
thab Al Khansa. Olivier Blanck, André Guillouzo and Rémi Buars

Bayer Cropscience, Toxicologie Recherche, - 06903 Sophia-Antipolis, France (14K RB. OB}, Inserm
UAIR 991, Foie, Mdtabolismes and Cancer. F- 33033 Rennes, France (IAK, AG) ; Université de Rennes 1,

F- 33043 Rennses, France (14K, AG).

Les Liverbeads™. hépatocytes de rat crvopréservés immobilisés dans de Malginate, ont
ét¢ évalués pour leur pertinence en tant que modcle de screening in vitre de I'induction de génes
du métabolisme des xénobiotiques (Cyps et Ugts). [ls ont été traités pendant 24, 48 ou 72 h avec
des inducteurs de référence tels que la béta-naphtoflavone (BNF). Ic phénobarbital (PB). la
prégnenolone 16a-carbonitrile (PCN) et I'acide clofibrique (CLO). Les taux de transcrits des
Cyplal. Cyp2bl, Cyp3al, Cypdal. Ugtla6 et Ugt2bl ont ¢t¢ mesurés par la technique de RT-
qPCR ct les résultats ont été comparés a ceux obtenus in vive a partir de foies de rats traités avec
PB et PCN. Pour chaque inductcur. les profils d'induction de génes obtenus avee les
Liverbeads™ étaient concentration- et temps-dépendants. Plus précisement. les génes les plus
induits ¢taient Cyplal par BNF, Cyp2bl par PB, Cyp3al ¢t Ugt2bl par PCN ct Cypal ct
Cyp2b! par CLO. Des inductions moins fortes et plus tardives d’autres génes ont également &té
observées avec chaque inducteur. Ainsi. Ugtlad et Cyp2bl étaient induits par BNF. Cyplal,
Cyp3al et Ugt2bl par PB et Cyp3al par CL.O. Les profils d’expression de génes obtenus avec les
Liverbeads™ correspondaient & cecux obtenus avec les mémes inducteurs in vivo chez le rat et in
vitro dans la lidratwre. Ces résultats conduisent a la conclusion que les Liverbeads™
représentent un modéle reproductible, dutilisation aisée et applicable & des comparaisons inter-

espéees pour Iétude in virro de IMinduction de génes du métabolisme des xénobiotiques.



Localisation de I’uranium au niveau cellulaire par la technique d’imagerie SIMS,

C. Rouas, H. Bensoussan, D. Suhard. C. Tessier. L.. Grandcolas. M. Pallardy. Y. Gueguen

Depuis plusicurs années. 'uranium. métal lourd naturcliement présent dans 1'environnement. fait
Fobjet d études dont le but est de micux estimer ses effets biologiques. A I'échelle cellulaite, les
techniques d imagerie utilisées jusqu'a présent (MET, diffraction des rayons X) ont montré une
précipitation intracellulaire de 'uranium probablement consécutive 4 son endocytose et & son
accumulation dans les ysosomes. La cytotoxicité de ['uranium, dont le seuil est aux environs de
300pM. est actucllement corrélée a I'apparition de¢ ces précipités.

Puisque la localisation de 1'uranium a faible concentration reste aujourd*hui méconnue. nous
avons utilisé un outil d'imagerie innovant dans le domainc de la biologic: le SIMS
(Spectrométrie de masse des ions sceondaires). Cette technique permet d'analyser finement la
composition élémentaire et isotopique de la surface de I'échantillon. Pour cc faire, des cellules
(rénales. hépatiques ¢t ncuronales) ont été mises en culture en présence d uraniumy a des
concentrations non cytotoxiques {10, 50 ¢t 100puM). Aprés 24 heures d'incubation, les cellules
ont été lixées sur leur support de culture puis incorporées dans une résine. L'utilisation du SIMS
nous a alors permis de localiser | uranium sur des coupes de cellules, Dés 100uM., des précipités
d'uranium sont observés <lans les milicux intra- et extracellulaires. Aux concentrations
inféricures. le SIMS a permis de mettre en ¢vidence la localisation d”uranium sous forme soluble
¢t nous avons pu montrer pour la premiére [ois une distribution préférenticlle du composé dans le
compartiment nucléaire.

La mise en évidence de la distribution nucléaire de Puranium suscite de nombreuses questions,
dont celles relatives au(x) mécanisme(s) d'entrée de 'uranium dans les compartiments

cellulaires.



Exposition de macrophages humains aux hydrocarbures aromatiques polycycliques :

identification de nouvelles cibles moléculaires

Lydie SPARFEL?, Marie-Laure PINEL-MARIE®, Magali BOIZE", Serge KOSCIELNY®,
Sophie DESMOTS", Alexandre PERY" et Olivier FARDEL®".
*CA ScRAIC. IRSET, Faculté de Pharmacie. RENNES
*Service des études médicales - EDF, PARIS
“INSTITUT Gustave Roussy. VILLEJUIF
YINERIS. VERNEUIL-EN-ITALATTE
‘Deépartement HITC. Centre Hospitalier Universitaire, RENNES

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (ITAPs). comme fe benzo(a)pyrene (BaP). sont des
polluants environnementaux ubiquitaires exergant une toxicité importante sur la santé humaine
tels que des effets cancérogénes, immunosuppresscurs et inflammatoires. Parmi les diftérents
types cellulaires affectés par le BaP, le macrophage humain différencié. exprimant un récepteur
aux hydrocarbures (RAh) fonctionnel. constitue une cible notable. Toutefois, les différentes
cibles moléeulaires macrophagiques du BaP restent mal connucs. Nous avons ainsi analysé le
transcriptome  de  macrophages. obtenus aprés  différenciation de monocytes humains. puis
exposés au BaP, en utilisant des puces a8 ADN pangénomiques. Nos résultats montrent que le BaP
module expression de 96 et de 1110 génes d’un facteur 2 ou plus dans les macrophages aprés un
traitement de 8 ¢t 24 heures, respectivement. Parmi ces génes, nous retrouvons des signatures
moléculaires d'exposition aux HAPs. telles que interleukine 18 ou le répresseur du RAh, mais
aussi de nouveaux génecs non préalablement mis en évidence comme élant régulés par les HAPs.
tels que le récepteur aux chimiokines CXCRS ou le géne régulateur de la voic ras, RASALI.
Aprés avoir validé nos données transcriptomiques par RT-gPCR. 'analyse in sifico nous a permis
de montrer gquiun grand nombre de géncs régulés par le BaP était impliqué dans 'immunité.
I'inNammation et la mort cellulaire et que les voies majeures de signalisation activées étaient les
voics du RAh et de p33. Nous avons confirmé 'implication de ces 2 voies par le fait que la
transfection d'un ARN interférent dirigé contre le RAh et I"utilisation de la pifithrine-a, inhibant
la transactivation p33-dépendante, bloquent I'induction macrophagique par le BaP des génes
dépendants de ces voies. La détermination de la signature génique des macrophages humains
cxposés au BaP contribue donc & micux comprendre les mécanismes moléculaires et les réscaux

de génes impliqués dans immmunotoxicté des HAPs chez 'homme.
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Effet du bézafibrate sur le protéome d’hépatocytes humains en culture primaire et

influence de I’environnement redox : séparation par chromatographie liquide 2-D et

identification par spectrométrie de masse.

Alvergnas M.", Rouleau A.}, Lucchi G2, Mantion G.’, Heyd B.>, Richert L.-, Ducoroy P.5, Martin H.:-,

1. Laboratoire de Toxicologie Cellulaire, EA 4267, UFR des Sciences Médicales et Pharmaceutiques, 25030
Besancon cedex, France

2. Plateforme Protéomique CLIPP, Besangon-Dijon, France

3. Service de Chirurgie Digestive et Viscérale, Centre de Transplantation Hépatique, Hopital Jean Minjoz, 25000
Besangon, France

Les fibrates sont utilisés chez I’'Homme dans le traitement des hypertriglycéridémies et
hypercholestérolémies. Alors que le mécanisme d’action des fibrates a été bien caractérisé chez le
rat, encore peu d'études ont été menées chez I'Homme. Nous avons récemment montré que le
traitement d’hépatocytes en culture par différents fibrates modifie I'expression du cytochrome P450
(CYP) 4A, avec des différences inter-espéces (rat vs Homme). De plus, la N-acétylcystéine {Nac)
ajoutée aux cultures traitées par du bézafibrate modifie les effets de ce dernier sur I'expression du
CYP4A. Afin de mieux connaitre le mécanisme d’action des fibrates chez 'Homme, la présente étude
analyse "effet du bé:zalibrate {Béfi2ai%) en absence et présence de Nag, sur le protéome hépatique
chez 'Homme. Pour cela, des hépatacytes provenant de trois donneurs ont été traités pendant 72
heures avec du bézafibrate 250uM et/ou de la NAC 0 ou 1 mM. Les protéines hépatiques ont été
extraites puis séparées par 2D-LC (Pf2D, Beckman Coulter) ; les 19 protéines majoritairement
régulées, d'un facteur variant entre -12 a 5 fois comparativement aux cultures contréles, ont été
identifiées par analyse en spectrométrie de masse (MALDI-TOF, Brucker Daltonics) et recherche dans
la base de données Mascot {SwissProt). Cette étude montre que le bézafibrate modifie I'expression
des protéines impliquées dans différentes voies métaboliques, du métabolisme des lipides au stress
oxydant en passant par le métabolisme énergétique. Le co-traitement des hépatocytes avec la Nac
potentialise I'effet du bézafibrate {(notamment sur I'expression de la peroxiredoxine-1) ou au
contraire |'annule {par exemple I'ATP synthase présente au niveau de la membrane mitochondriale).
Notre étude met donc en évidence I'importance de connaitre et prendre en compte I'impact de

'environnement redox lors d'un traitement par des fibrates en clinique humaine.
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EFFETS D'AEROSOLS URBAINS ET RURAUX SUR DES CELLULES
EPITHELIALES RESPIRATOIRES : IMPLICATION DE LA TAILLE ET DE LA

COMPOSITION CHIMIQUE DE L’AEROSOL.

Stéphanie Val', Laurent Martinon?, Héléne Cachier’, Abdou Yahyaoui', Héléne Marfaing®, Armelle
Baeza-Squiban'
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France
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Alors que de nombreuses études épidémiologiques montrent un lien entre la pollution particulaire dans
l'air et une augmentation de la mortalité et de la morbidité dues a des problémes respiratoires, les
meécanismes sous-jacents et le rdle de ia physico-chimie des particules restent encore mal compris.

Dans ce contexte, nous avons utilisé un modéle cellulaire bronchique humain in vitro que nous avons
expose a des particules atmosphériques (PM) de tailles et d'origines différentes afin de déterminer leurs
effets sur des génes potentiellement induits par ces particules.

Des PM ont été prélevees a proximité du trafic routier (Porte d’Auteuil, 75) et en milieu rural en période
d'épandage de pesticides (Oysonville, 28) selon trois modes : uitrafin (UF), fin (F) et grossier (G). Des
cellules bronchiques humaines {16HBE et cellules primaires NHBE) ont &té traitées de 4 a 24h, a des
concentrations non cytotoxiques {(de 0.1 & 10pg/cm?) et différents biomarqueurs ont été évalués. Les
fractions les plus fines des deux sites ont des effels pro-inflammatoires dés 24h d'exposition & partiv de
S5ugiem? En effet, elles induisent I'expression de cytokines pro-inflammatoires (GM-CSF et IL-6) de
maniére dépendante de la concentration en PM. Une induction de I'expression des génes du métabolisme
des xénobiotiques a pu &tre démontrée pour le cytochrome P450 1A1 (CYP1A1) et la NADPH-quinone
oxydoréductase 1 (NQO-1), ceci traduisant la biodisponibilité des composés organiques présents sur les
PM. De plus, les effets des PM semblent étre liés au stress oxydant puisque I'enzyme anti-oxydante heme
oxygénase 1 (HO-1) est induite par les UF et les F.

A 1somasse, les UF agricoles ont une réactivité plus marquee que les UF urbaines qui pourrait étre hée &
une fraction organique carbonée soluble plus élevée mais ce résultat est a relativiser car les UF sont dix

fors moins abondantes en milieu rural qu'en milieu urbain.
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Expression génique des lymphocytes T humains

exposés a I'arsenic inorganique
Corinne Martin-Chouly, Mélodie Bonvallet, Claudie Morzadec, Olivier Fardel et Laurent
Vernhet
EA-4427 Signalisation et Réponses aux Agents Infectieux et Chimigques (EA-SeRAIC), Institut

de Recherche en Sante Environnement Travail (IRSET), Université de Rennes-1

L'arsenic inorganique (iAs) est un métalloide cancérogéne présentant des propriétés
immunotoxiques. L'objectif de cette étude a été de déterminer si {'iAs module in vitro
I'expression génique des lymphocytes T (LTs) humains qui participent & I'immuno-surveillance
des tumeurs. Pour cela, nous avons realisé le transcriptome de LTs humains triés, pré-traités ou
non par l'iAs (arsenite, 1 uM, 2h) puis stimulés par la phytoheamagglutinine (PHA) pendant 72h.
Les ADNc, générés a partir des ARNs extraits de six cultures de LTs, ont été hybridés en mono-
couleur sur des puces pangénomigques.

Les résultats montrent que I'iAs altére I'expression d'un nombre hétérogéne de génes entre
les six cultures de LTs. 40 genes sont toutefois systématiquement induits dans ces six cultures.
Le métalloide augmente notamment I'expression de génes de la fonction immune dont celle du
géne IL2 qui joue un rdle clé dans l'activation lymphocytaire. Aprés validation des expressions
géniques, nous avons étudié la cinétique des effets de I'iAs. Nos résultats montrent que le
metalloide n'augmente I'expression des génes de la fonction immune qu'a 72h mais qu'il
diminue spécifiguement les niveaux maximums d'ARNm IL2 observés a 8h. L'activation optimale
du gene IL2 par la PHA requiert un signal de co-stimulation délivré par des cellules accessoires
secrétant les cytokines IL1, IL6 ou TNFw. Afin de déterminer si I'iAs peut réprimer le géne IL2 a
8h en inhibant ce signal, nous avons analysé ses effets sur des globules blancs stimulés par la
PHA. Nos résultants démontrent que ['iAs inhibe l'induction du géne IL2 mais qu'il n'a aucun
effet sur les génes IL1, TNF« et IL6.

En conclusion, nos travaux démontrent i) que I'i'As module I'expression génique des LTs et
notamment celle du géne IL2, et i) que les LTs humains en culture primaire constituent un
modéle intéressant pour des études toxicogénomiques malgré la variabilité de leur réponse

génique.
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La métabolomique cellulaire : un outil pour la prédiction de la sécurité

et de l'efficacité des candidats médicaments,

Gabricl Baverel. Maha El Hage. Rémi Nazaret. Agnés Conjard-Duplany. Bernard Ferricr, Guy
Martin,

Mctabolys . Faculté¢ de Mddecine RTH Lacnnee. 7 rue G. Paradin, 69372 Lyon Cedex 08
{baverel'metabolvs.com).

La probabilité pour un candidat médicament d’obtenir une autorisation de mise sur le marché
est tres faible malgré un développement trés long et un colt considérable en continuelle
augmentation. Cette faible productivité de l'industrie pharmaceutique se produit malgré des
investissements importants dans les techniques modernes a large échelle que sont les
« omiques » (génomique, transcriptomique, protéomique, métabolomique des liquides
biologiques). Ces techniques permettent d‘identifier et quantifier des biomarqueurs d’intéréts
diagnostique et pronostique mais rarement d’intérét mecanistique.

Metabolys met au service de lindustrie pharmaceutique une approche innovante, la
métabolomique cellulaire, permettant d’améliorer cette productivité. Considérant que de
nombreux effets toxiques ou bénéfiques résultent d’une interaction négative des composés
tests avec les voies métaboliques cellulaires, la métabolomique cellulaire permet de prédire la
sécurité de n'importe quel candidat médicament de n’importe quelle classe thérapeutique et
l'efficacité de candidats médicaments de 3 grands secteurs pathologiques: maladies
métaboliques (diabétes), cancer, maladies neurodégénératives. La métabolomique cellulaire
combine I'incubation de n’importe quel type cellulaire humain ou animal in vitro avec (i) une
mesure de la consommation de substrats physiologiques et de la production de métabolites par
des techniques enzymatiques et de RMN du carbone 13 et {ii) une modélisation mathématique
originale des voies métaboliques cellulaires. Elle permet de donner une vision panoramique
fonctionnelle et quantitative non seulement des voies métaboliques cellulaires et de leur
complexité mais aussi des effets néfastes et bénéfiques de trés petites quantités de composés
tests sur ces voies métaboliques. C'est un précieux outil en appui des décisions précoces de go-
no-go apportant une importante réduction des colts et du temps de développement
preclinique d’un candidat médicament,

L'utilité d’'unc telle approche prédictive, qui a été validée, sera illustrée par 2 exemples, I'un

pour un médicament antiépileptique, V'autre pour un candidat médicament antidiabétique.
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Un modéle de barriére hémato-testiculaire in vitro

pour I’évaluation de la reprotoxicité chez le male

Legendre A.', Desmots S.?, Lecomte A.', Froment P.%, Habert R.°, Lemazurier E.’

1 Laboratare de Toxicologie Expenmentale, INERIS, Vernauil en Halatte, France, audrey lzgendre@ nerns fr
2INRA - MNouzily - France
3 INSERM USST-CEA-Unwersité Pans 7, Fonlenay aux Roses, France.

Le developpement de nouvelles meéthodes alternatives représente une priorité pour les études de
reprotoxicité depuis que les scientifiques se sont accordés sur 'utilité d'une conception de batteries de
tests toxicologiques in vitro pour remplacer les €tudes in vivo. Notre travail consiste ainsi 3 développer un
modéle in vitro du systéme de défense des testicules, 1a barriére hémalo-testiculaire (BHT) L'objectif est
de reproduire le plus fidélement possible la composition, {'orgarusation et 1a fonction principale de la BHT
de rat : les fonctions de barriére et de spermatogenése. Le concept ainsi développé est basé sur une
culture en 3 dimensions effectuée dans une chambre bicameérale contenant des cellules péritubulaires
sous le dessous des inserts et un mélange de cellules de Sertoli, de cellules germinales et de matrice

extracellulaire artificielle sur ie dessus.

Le modéle présente une organisation cellulaire semblable a celle des tubules séminiféres, avec une
polarisation des cellules de Sertoli et des cellules germinales au centre de la structure. Une barriére
physique avec un compartiment basal et apical est egalement creee, confirmée par la presence de
jonctions serrees entre les cellules de Sertoli et entre les cellules péritubulaires. Les relations entre ces
cellules et entre la matrice et les cellules influencent I'efficacité des jonctions et la production de signaux
8201

intracellulaires au cours de la culture. De plus, dés le
haploides démontre {a différenciation des cellules germinales, confirmant la présence d'une

jour de culture, la détection de cellules

spermatogenése in vitro (Legendre et al, 2010).

Dans un souci de vahldation et de valorisation du modéle, des expositions in vitro ont été amorcees pour
évaluer l'effet de perturbateurs endocriniens sur les fonctions de barriére et/ou de spermatogenése. De
cette facon, ce nouveau modéle se présenie comme un systéme in vitro de choix pour I'étude de la
reprotoxicité de certains composés chimiques.
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Modulation de la localisation cellulaire de la claudine 11 ct de la p-glycoprotéine durant le

développement postnatal chez le rat : mise en évidenee d’un nouveau concept d’auto-

défense du testicule immature ct implication dans la barriére hémato-testiculaire.

Legendre A.!, Desmots S.’, Lecomte A.!, Robidel F.', Dupont O.’, Habert R.2, Lemazurier
E.!

1 Laboratoire de Toxicalogie Expenmentale- Pole VIWA/DRC - INERIS, Vernevil en Halalte, France, audrey.feqerdre@iners fr
2 INSERM US67-CEA-Université Paris 7, Fontenay aux Roses, France.

Etablie autour de 18 jours aprés la naissance chez le rat, la barriere hémato-testiculaire (BHT)
se definie selon trois companiments distincts (interstitiel. basal et apical) et est essentielle a la
défense du testicule contre les effets néfastes des xénobiotiques. La barriére dite physico-
chimique est liée a la présence des jonctions serrées intersertoliennnes constituées entre autre
par la protéine claudine 11 et celle, dite de pompe a efflux, existe grace & la présence d'ABC
transporteur tel que la p-glycoprotéine, Pgp. Dans ce travail. nous avons démontré Ia modulation
de la localisation de ces deux protéines d'intérét dans le testicule au cours du développement
postnatal de rat. La détection de |a claudine 11 au sein de Vépithélium séminifére I'identifie
comme marqueur spécifique de la formation de la BHT en deux compartiments distincts et
dévoile, chez le rat sexuellement mature, une localisation dependante du stade du cycle de
spermatogeneése. La présence de la Pgp est, elle, modulée au niveau de différents types
cellulaires au cours du développement. Chez le rat prépubére et pubére, sa localisation est
identifiée au niveau des cellules germinales de type spermatocytes et a I'dge adulte, au niveau
des cellules de I'espace interstitiel, des cellules de Sertoli et des spermatides aliongés. De plus,
sa localisation différe selon le stade du cycle de spermatogenése, se distinguant nettement au
niveau de fa BHT dans les tubules séminiféres en stade VIII, une étape clé du cycle. Ces
résultats confortent I'implication de la Pgp dans la dynamique des jonctions cellulaires
constitutives de I'épithélium mais suggérent également son rdle en tant que pompe a efflux au
niveau de cellules germinales présentes dans le testicule immature. D’autres travaux, étudiant
les effets de perturbateurs endocriniens sur la mise en place de la BHT et Ia localisation de ces

deux protéines d'intéréts, sont en cours d’analyse.



16

Effets de nanoparticules de carbone (Degussa FW2)

sur la biotransformation d’amines aromatiques cancerogéne

par I'arylamine A-acétyltransferase 1 humaine

Elodie Sanfins!, Julien Dairou®, Alain-F Chaffotte?, Florent Busi', Fernando

Rodrigues Lima’, Jean Marie Dupret!.
(1) Université Paris Diderot-Paris 7, Unité de Biologie Fonctionnelle et Adaptative (BFA), CNRS EAC 4413,
Equipe Réponses Moléculares et Cellulaires aux Xénobiotiques, 75013 Paris, France

(emasl : elodie.sanfins@ free fr)
(2) Résonance Magnétique Nucléaire des Biormolécules, Dept. BSC, Institut Pasteur, 75015 Paris

L.es nanoparticules (NPs) d une taille inférieure & 100 nm sont produites et‘ou utilisées par un grand
nombre de scecteurs industricls (cosmétologie. les pnemmatiques. le textile...). L augmentation de la
production ¢t de la consommation de nanomatériaux nous oblige a évaluer leurs potentiels etfets
néfastes sur la sanié. Parmi les mdcanismes mis en jew, nous nous sommes intéressés dans le cadre de
ce travail d I'altiération par les NPs, de systémes enzymatiques de biotransformation des xénobiotiques.
Ln effet, des travaux récents suggerent gue certaines NPs pourraient altérer I'activité de difTérents
enzymes du métabolisme des xénobiotiques (EMX) telles que le CYP3A4 ou le CYP2D6.

Les arylamine N-acétyltransférases (NATs) sont des EMX jouant un réle majeur
dans la détoxication et/ou la bioactivation de composés de type amines aromatiques parmi
lesquels figurent de nombreux cancérogenes (4-aminobiphényl, benzidine etc.).

Nous avons étudié leffet de NPs de Noir de carbone (FW2, P60, FRIOL) sur la
biotransformation d'amines aromatiques cancérogénes par |'enzytne NAT1 humaine. Ces NPs
sont décrites comme potentiellement toxique et l'exposition a celles-ci peut se faire de
maniére concomitante 4 des amines aromatiques par exemple dans le cadre d'activités
professionnelles (industrie du caoutchouc,...). '

Nos résultats indiquent que Fincubation de 'enzyme NATL avec ces NPs entraine une
inhibition dose-dépendante de l'acétylation d’amines aromatiques modéles (2-aminofluoréne
ou 4-aminosalycilate) avec des valeurs d'TC5Q variant selon le type de NPs (15 wg/ml pour
FW2, 35 ug/ml pour P60 et 100 pg/ml pour FR101). Des expériences faites en présence de
DTT et 6SH montrent que l'inhibition n‘est pas due a la génération intrinséque par ces NPs
d'espéces réactives de l'oxygéne. Des expériences de compétition en présence de BSA (1.5
mg/ml) ont montré que le niveau d'inhibition n'est pas modifié. Des analyses cinétiques et
par ultracentrifugation indiquent que I'enzyme s'adsorbe rapidement sur les NPs conduisant
a son inhibition. Des expériences de dichroisme circulaire mettent en évidence que
l'interaction entre les NPs et I'enzyme conduit & un changement de sa structure
vraisemblablement responsable de son inhibition irréversible. Des approches utilisant des
cellules épithéliales pulmonaires (cellules de Clara) montrent que I'enzyme NATI présente
dans des extraits cellulaires est également inhibée par I'adsorption sur les NPs. Par ailleurs,
I'exposition de cellules en culture aux NPs conduit a l'inhibition de I'enzyme NATI] endogéne.
Ces données suggérent que l'exposition a certaines nanoparticules est susceptible d'altérer
la métabolisation de polluants de type amines aromatiques.
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Implication du récepteur béta2-adrenergique dans |'augmentation de la concentration

calcique intracytosolique provoquée par les hydrocarbures aromatiques polycycliques

dans les cellules endothéliales HMEC-1.

Abdullah Mavati *, Eric Le Ferree, Nicolas Levoin, Hervé Paris, Arnaud Courtois, Philippe Uriac, Monique
N'Diaye, Dominique Lagadic-Gossmann ct Olivier Fardel.

"EA £427 SeRAIC IFR140, Université de Rennes 1, 2 Avenue du Pr L Bernard, 35043 Rennes, France

Résumé

les hydrocarbures aromatiques polveycliques (HAPs). comme le benzo{a)pyrene (B(a)P). sont
des conmaminants majeurs de 1'environnement impliqués dans la survenue de pathologies
humaines comme des cancers et des maladics cardiovasculaires. Ces composés sont notamment
CONNUS POUr provoquer une augmentation transitoire de la concentration calcique intracytosoligue
([Ca**),). Cependant, I’ origine de ce signal calcique reste encore mal connue,

Aussi, cette étude a pour but de caractériser I'origine du signal calcique provoqué par les HAPs.
Nos résultats montrent que. dans les ccllules endothéhales HMEC-1. Ies  antagonisies
aspéeifiques des réeepteurs béta-adrénergiques (comme le carazolol et le propranolol). ainsi que
les antagonistes spécifiques du récepteur béta2-adrénergique (RB2-AD) (comme I'ICI-118.551).
inhibent le signal calcique provoqué par le B(a)P. ne inhibition similaire est aobservée lors de
I"utilisation de SiARNs ou d’anticorps dirigés contre le récepteur RB2-AD. Par ailleurs. la
sureapression de ce récepteur dans les cellules HEKS, connues pour exprimer tres faiblement le
RPB2-AD a 1'état basal, s'accompagne de 1'apparition de I"augmentation de la ((Ca™}) lors de
I'exposition au B(a)P. De plus. la modélisation moléculaire in-sifico ct les Studes de binding.
montrent que le B(a)P est capable de se lier directement au R32-AD avec un Kd proche de 10
nM.

I."ensemble de ces résultals montre que, dans nos modéles, le signal caleique provoqué par le
B(a)P implique une interaction directe avec le RA2-AD. En conséquence, ces données pourraient
suggcrer un lien potentiel entre Ie systéme adrénergique ct les etfets toxiques des HAPs.
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Effets a long terme d’une exposition répétée a des particules atmosphériques

sur la différenciation des cellules épithéliales bronchiques humaines
et la réponse pro-inflammatoire.

E. Assémat’, L. Boublil’, M.C. Borot', F. Marano', A. Baeza-Squiban'

Unite de Biologie Fonctionnelle et Adaptative EAC CNRS 4413, Laboratoire des
Reponses Moléculaires et Cellulaires aux Xenobiotiques, Université Paris Diderot- Paris
7.

Le but de notre étude est de déterminer les effets a long terme de I'exposition aux
particules atmosphériques sur la différenciation de I'épithélium bronchique afin d’évaluer
leur contribution dans le remodelage des voies respiratoires.

Des cellules épithéliales bronchiques primaires humaines NHBE sont mises en culture
en interface air-liquide jusqu'a 2 mois afin d'induire une différenciation mucociliaire, Au
début de la différenciation les cellules sont exposées de fagon répétée (4 fois) pendant 6
heures & des particules atmosphériques (PM) de différentes tailles (grossieres (G), fines
(F) et ultrafines (UF) ou a des particules diesel (DEP) a 2, 5, 10 pg/cm*®. Les 4
traitements sont espacés de 48h pendant lesquels la sécrétion de cytokines et de
facteurs de croissance est mesurée dans le compartiment basolatéral. Le GM-CSF et
I'lL-6 sont libérés 48h aprés chaque traitement de maniére dose dépendante, et ces
sécrétions sont maintenues lors des 6 semaines. L’Amphiréguline (ligand de 'EGFR) est
egalement secrétée de maniére dose dépendante mais la sécrétion diminue aprés la fin
des traitements. Ces résultats sont corréles avec l'expression des génes du GM-CSF et
de I'Amphiréguline.

De plus, I'expression de I'ARNm du cytochrome P45Q 1A1 est fortement induite par les
traitements, puis diminue considérablement par la suite. Les ARNm de MUCS5AC
(mucine) et de DNALI1 (dynéine des cils) ont été mesurés afin de caractériser la
différenciation épithéliale mucociliaire. Aprés 6 semaines, le géne MUCS5AC est
fortement induit dans les cellules exposées aux DEP et aux PM F et UF par rapport aux
conditions contréle. Nous avons également observé a 3 semaines une induction du
gene codant pour MMP9, une protéase impliquée dans le remodelage tissulaire normal
et pathologique.

Nos resultats suggérent qu'une exposition répétée des cellules épithéliales respiratoires
aux particules conduit a une réponse pro-inflammatoire soutenue et a une évolution vers

un phénotype muqueux.
Financé par ANR Megatox CESA 009 02
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Analyse des interactions entre les sulfotransférases et

leurs inhibiteurs : perspectives de prédiction de la

toxicité induite par les sulfotransférases

Martiny V.Y .. Moroy G., Badel A. et Miteva M.A.

Molécules Thérapeutiques in silico (MTi), Universit¢ Paris Diderot - Inserm UMR-S 973,
Batiment Lamarck. 35 rue Hélene Brion, 73203 Paris Cedex 13.

Les composés chimiques d'intérét (hérapeutique peuvent étre caractérisés on termes de
biodisponibilité ¢t de toxicit¢ potenticlle. Généralement, afin d’évalucr les possibles cffets
toxiques ct la biodisporibilité chez I"'Homme. les composés issus des campagnes de criblage somt
soumis & un profilage pharmaceutique constitué d'un ensemble de tests d"ADME-Tox
(Administration, Distribution, M¢tabolisme, Excrétion, Toxicité) in vitro ou chez [Tanimal.
Cependant. une analyse informatique des composés cst possible, avant ou aprés le criblage,
reduisant ainsi le nombre de tests expérimentaux i réaliser. Les paramétres d'ADME-Tox sont
liés aux propriéiés physico-chimiques des composés, & leur absorption intestinale, a leur
stabilité/réactivité, a leur métabolisme hépatique ou a leur intcraction avec les mécanismes de
régulation cellulaire. Ainsi. les propri¢tiés ADME-Tox de certaines molécules peuvent parfois
provenir de leur modification par interaction avec d'autres protéines dans la ccllule avec pour
conséquence une possible toxicité pour 'organisme. La famille des sulfotransférases (SULTs) a
ainsi ¢¢ récemment démontrée comme jouant un role dans ce processus. Notre objectif est de
prédire par des approches in sifico |'interaction de composés chimiques avec les SULTs et
pouvant donc potenticllement devenir toxiques. Dans ce but, nous avons appliqué des méthodes
3D dc type « docking/scoring » & partir des structures tridimensionnelles des SULTs pour prédire
le mode de fixation de ligands connus. Nous avons étudié la flexibilité des sites actifs connus
pour jouer un réle important dans leur interaction avee les ligands afin de tenir compte des
changements conformationnels.
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Role of Nanoparticle Chemical Composition in Apoptotic Effects

Salik Hussain, loana Ferecatu, Caroline Borot, Karine Andreau, Armelle Baeza-Squiban,
Francelyne Marano and Sonja Boland

Unit of Functional and Adaptive Biology (BFA) CNRS EAC 7058, Laboratory of Molecufar and
Cellular Responses to Xenobiotics, Université Paris Diderot - Paris 7
Salik.hussain@univ-paris-diderot.fr

Background:

Although there is rapid transfer of technical research to consumer products in the sector of
nanotechnology the understanding of occupational and environmental health effects of the
nanoparticles (NPs) is still a neglected field.

Objectives:

We have previously shown that both CB and TiO, NPs induce cytotoxicity in16HBE 140- cell line
[1]. The objective of the present study was to characterize the cytotoxic effects of carbon black
(CB) and titanium dioxide (TiOz) NPs in bronchial epithelial cells (16HBE140- cell tine and
nermal human bronchial (NHBE) cells).

Findings:

NPs were thoroughly characterized by dynamic light scattering and electron microscopy. Both
CB and NPs induce apoptosis in a bronchial epithelial cell line 16HBE140-. Apoptotic cells
exhibit decrease in cell size, peripheral chromatin condensation, phosphatidylserine exposure,
caspase activation and DNA fragmentation. A decrease in mitochondrial membrane potential,
activation of Bax and release of cytochrome ¢ from mitochondria were only observed in case of
CB NPs whereas lysosomal membrane destabilization, lipid peroxidation and release of
cathepsin B was only observed for TiO; NPs. Furthermore, reactive oxygen species (ROS)
production was observed after exposure to CB and TiO, but H,O, was only implicated in
apoptosis induction by CB NPs.

Conclusion:

CB NP induced apoptosis by a ROS dependent mitochondrial pathway. TiO, NPs undergo cell
death through lipid peroxidation and lysosomal membrane destabilization. Although the final
outcome might be the same (apoptosis), the molecular pathways activated by NPs differ
depending upon the chemical nature of the NPs.

[1]. Hussain S et al., Toxicology 260 (2009) 142—-148.

Funding:
*ANR (0599-56 SET024-01); FP7 (N° 201335)"
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Les composes HAP contribuent i ’effet anti-apoptotique des particules fines

atmospheériques (PM;<) par la voie du récepteur Arvl Hydrocarbone (AhR).
loana IFerecatu , Marie-Caroline Borot, Mélanic Leroux. Francelyne Marano, Armgelle Baeza-

Squiban. Karine Andrcau

CNRS FAC 4413 =Unité de Biologic Fonctionnelle et Adapative ¢BFA). Laboratoire de
Reponses Molécudaires et Celhdaires aux Nenohiotiques (RMCX). Université Paris Diderot-

Paris 7, 73013 Paris, France

Actuellement, la pollution atmosphérique constitue un véritable probléme de santé publique ¢t
d environnenmient. Les particules atmosphériques nommées PM «Particulate Matier» sont classées
selon leur taille (PMo; PM;s ot PMyg). Les PMas (entre 0.1 ¢t 2.5 um) résultent d activités
diverses et sont constitudes d'un mélange complexe de composés et de molécules adsorbées sur
un ceeur carboné telles que des Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAP). des métaux et
des compusés biologiques. [ exposition aux PM se Fait par voie respiratoire et il a été démontré
qu'elle augmente la mortalité et la morbidité d’origine respiratoire et cardio-vasculaire ainst que
la prévalence des cancers pulmonaires. Au niveau cellulaire, Pexposition aux PM; s induit une
réponse inflammatoire exacerbée, un stress oxydant, des cffets génotoxiques. ainsi qu'une
modulation de I"apoptosc ; autant de dérégulations retrouvées dans les cellules cancéreuses.

Ainsi. nous ¢étudions Ueffet de quatre lots de PMz s prélevées a Paris pendant 17ét¢ ct I'hiver
2003, cans deux sites correspondant & une pollution liée au trafic routier (périphérique Porte
d” Auteuil, lots AHHO3 et AEO3) ct une pollution de fond (Vitry sur Seine, lots VI{O3 ¢t VEO3)
sur la régulation de Fapoptosc.

L'étude de 3 différents lignées cellubaires ainsi que des cellules primaires bronchiquies
humaines a mis en évidence unce activité anti-apoptotique des PM; 5, Un prétraitement de 4 heures
aux particules, réduit | apoptose provoquée par 3 inducteurs spéeiliques (A23187, Staurosporine
et Oligomycine), ¢t permet aux cellules de conserver une morphologic nucicaire et
mitochondriale normale. Cet effet anti-apoptotique s'exerce dés 10 pgfem? de PM, < mais est
spécifique des lots AIHO3, AEO3 et VHO3 en corrélation avec la tencur en HAP ctou en
composés hydrosolubles. Enfin, des experiences complémentaires (agoniste. antagoniste, ¢t
« silencing » du récepteur aux HAP (siAhR)) nous permettent de suggérer le role des HAP dans

I"effet anti-apoptotiques des PM; s via de la voie du AhR.
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Transition épithélio-mésenchymateuse et hepatocarcinome :

Implication de Erk1/2 et Snail

Zucchini-Pascal Nathalie, Pevre Ludovic. Rahmani Roger

Laboratoire de Toxicologie Cellulaire. Moléculaire et Génomique, UMR 1089, INRA, 06903
Sophia Antipolis

L.es hépatocarcinomes (HC) représentent un cancer sur cing. lLa transition ¢pithéhio-
meésenchymateuse (TEM) constitue un processus capital dans Iinitiation, le développement et
I"expansion de ces cancers. Elle interviendrait dans 1'établisserment d'un ¢tat tibrotigue au cours
des maladics chroniques du foie (lacteur majeur de prédisposition aux HC). mais également dans
lc développement métastatique. La TEM se décrit comme le processus par lequel des cellules
¢pithéliales perdent leurs propriéiés cellulaires ¢t acquicrent des capacilés invasives et
migratoires. adoptant un phénotype mésenchymateux. Afin de mieux caractériser les bases
moléculaires de la TEM au niveau du foie, nous avons analysé les effets du TPA (12-0-
tetradecanoylphorbol-13-acetate) sur les cellules de la lignée HepG2. Nous avons pu démontrer
que le TPA entrainc une TEM. sclon un mécanisme MAPK-Erk1/2-dépendant.  Ainsi,
I"inactivation de ces kinascs par le U0126 prévient les événements moléculaires et cellulaires mis
en jeu lors de la TEM induite par le TPA. tels que la répression génique de la E-cadhérine. la
néoexpression de la vimentine, l'induction de SL100ad ct de 1'itgaS, la réorganisation du
cytosquelette dractine. la dissociation des jonctions intercellulaires, etc.... De plus, par la
technique d"immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), nous avons montré que la répression
genique de la E-cadhérine induite par le TPA ¢st opérée par Ie facteur Snail de maniére Lrk1/2-
dépendante. En outre, 'inactivation de I"expression de Snail par des siRNA spécifiques restaure
les caractéristiques épithéliales des HepG2 traitées par le TPA. Cette ¢ude démontre au total que
le TPA entraine, via I'activation de Erk]/2. Iinduction et la translocation nucléaire de Snail
(responsable la répression de la E-cadhérine), ainsi que tous les événcments cellulaires
nécessaires a l'iniation de la TEM. Ces travaux suggérent donc que la co-régulation cnire la
voie Erk et le facteur Snail joue un réle capital dans le développement de la fibrogénése et des
processus métastatiques au niveau hépatique.



Les effets des agonistes PPARY et PPARa/y sur les profils d’expression de génes dans les
hépatocytes humains révélent une forte variabilité interindividuelle

ROGUL Alexandra™®, SPIRE Catherine ®. CLAUDE Nancy ® et GUILLOUZO André®

*INSERM U991 et Université de Rennes 1, 35043 Rennes. France et ® Servier Group. Drug
Safety Assessment, 45403 Orléans-Gidy. France

Les glitazones constituenit unc classe d°agonistes des PPARy (Peroxisome Proliferator
Activated Receptor gamma), utilisées dans le traiterment du diabéte de type 2. La premiére
molécule  synthéuisée, la troglitazone a ¢té retirde du marché peu aprés  sa
commercialisation en raison de plusicurs cas d’hépatotoxicité sévére. la seconde
géncration de molécules est mieux tolérée bien que de rares cas de toxicité hépatique aient
St rapportés. Le dévcloppement d agonisies des 2 types de réeepteurs PPAR. alpha et
gamma, les glitazars, a également é1¢ envisagé mais a été interrompu en raison de
toxicités rénales et cardiaques. L.es mécanismes impliqués dans ces toxicités restent peu
connus, Nous avons analysé les changements d’expression de génes induits par deux
agonistes PPARy (troglitazone et rosiglitazone) et deux agonistes PPARw/y (muraglitazar
ct tésaglitazar) dans des cultures primaires d’hépatocyics humains provenant de 5
donneurs. Les cellules ont été exposées 4 différentes concentrations de chaque produit
pendant 24 heures et leurs transcriptomes ont été ¢étudiés a I'aide de puces 3 ADN
pangcnomiques. Les profils d expression de génes obtenus avece les hépatocytes humains
montrent une trés grande variabilité de réponse aux différents ligands. les signatures se
regroupent surtout en fonction du lot d’hépatocytes ct non par type dagoniste (PPARy ou
PPARa/Y) ou par compos¢. De plus, le nombre de génes communément modulés par un
méme traitement dans 'ensemble des populations d hépatocytes est relativement faible
par comparaison avee le nombie total de génes modulés dans chaque lot (fold-change>1.5
et pv<0,01). Pour les glitazones. sur I'ensemble des génes modulés dans chaque
population d’hépatocytes humains seuls 0,8% a 30% sont communs aux cing lots : ils
incluent des génes du métabolisme lipidique tel que « 'adipose differentiation-related
protein ». In conclusion notre ¢tude démontre que la vanabilit¢ interindividuelle joue un
role important dans la réponse transcriptomique des hépatocytes humains aux agonistes
des PPARY et PPARafy.
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Analyse transcriptomique des effets précoces induits par I'aflatoxine B1
dans des hépatocytes humains et les cellules HepaRG

Rozenn Jossé, Alexandra Rogue, Carine Lambert, Marie-Anne Robin et André
Guillouzo.

Inserm U991 et Université de Rennes 1, Rennes

L'aflatoxine B1 (AFB1) est un puissant hépatocancérogeéne génotoxique chez 'homme.
Cependant les événements moléculaires précoces induits par cette mycotoxine restent
mal connus. Nous avons étudié les modifications d’expression de génes induites par
'AFB1 dans des hépatocytes humains en culture primaire et les cellules HepaRG
différenciées qui expriment une protéine p53 normale. Les cellules ont été exposées a 2
concentrations d’AFB1 (0.05 et 0.25pM) et leurs transcriptomes analysés a l'aide de
puces a ADN Agilent 4x44k aprés 24h de traitement. Nos résultats montrent que les
signatures géniques se regroupent par modéle cellulaire et non en fonction de la
concentration d'AFB1. Le nombre de génes modulés par 'AFB1 est plus faible dans les
hépatocytes humains que dans les cellules HepaRG (FC 1,5 et pv<0,01). Les
principales fonctions biologiques altérees sont I'activité apoptotique et la réponse aux
dommages a I'ADN dans les hépatocytes humains, la division cellulaire et le
métabolisme des xénobiotiques dans les cellules HepaRG. Bien que les génes
derégulés dans les deux modeles cellulaires soient peu nombreux ils incluent dans tous
les cas, des génes de la voie p53 et quelques génes clés de la réponse toxique de
FAFB1. Les differences observées entre les 2 modéles sont au moins en partie liées au
caractére transformé des cellules HepaRG d'une part, et a l'activité transcriptionnelle
réduite et I'incapacité & se diviser des hépatocytes humains en culture primaire d’autre
part.

Ce travail a été soutenu par TANR (Contrat 06SEST17) et la Ligue 35 contre le Cancer.
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Analyse des corrélations entre les résultats d’études in vitro et cliniques pour une
centaine de formulations cosmétiques :
a) du point de vue de la tolérance cutanée

M-P.Berrada®, V.Millet®, 1.Boudiéres °, A.Duizabo®, M.Templier®, S.Bessou-Touya®, P-J.Ferrat®

* Service évaluation sécurilé Produits finis, Pierre Fabre Dermo Cosmétique, Parc Technologique du canat - Europare
- Bat M25 , 4 rue Marie Curie - BP 22132 - 31521 Ramonville

¥ Centre expérimenta! et pharmacocinétique de Campans, Bel Air de Campans 81106 Castres

De nombreux protocoles in vitro, impliquant des modéles cellulaires. tissulaires ou organotypiques sont
actuellement employés dans le but d'évaluer le risque d'irritation oculaire et/ou cutanée des ingrédients
cosmétiques ainst que des produits finis. La principale difficulté pour déterminer la validité de ces
meéthodes i vitro réside dans le manque de données auxquelles se comparer, qu'elles soient d'origine
animale ou humaine.

L'objectif de ce travail était d'étudier la comrrélation entre les résultats obtenus sur le modéle in vitro
d'epidermes reconstruits (RHE) et les résultats d'études de tolérance chez 'homme sous controle
médical

Une centaine de formulations cosméliques leave-on de différentes formes galeniques (émuisions,
Iotions...) destinées a une population d’adultes ou d’enfants/bébés ont été étudiges.

L'évaluation du potentiel irritant cutané par le modeéle Jin vitro d'épidermes reconstruits repose sur la
détermination de la viabilité cellulaire par incorporation du MTT & 24h et 72h et le dosage de la libération
de l'lL1x 2 24h et 72h.

Les etudes cliniques sous controle médical sélectionnées ont été réalisées sur 30 volontaires en moyenne
(adultes et/ou enfants/bebés) pendant une durée d'environ 3 semaines en conditions normales d’'emploi.
Les principaux paramétres étudiés sont soit de nature objective (érytheme, cedeme, desquamation...),
soit de nature subjective (sensation de brdlure, de picotement, de tiraillement...).

Un systéme de classification & 4 niveaux : 1 = Irritant ; 2 = Modérément rritant ; 3 = Légérement irritant ; 4
= Non irritant, a été établi pour permettre la comparaison des 2 modéles.

L'ensemble des résultats montre une corrélation excellente entre les données obtenues in vitro et en
clinique (> 95%).

Les faux-positifs et/ou faux-négatifs rencontrés seront discutés.

* correspondant : tel : 0562 24 76 57 . e-mail : pierre-jacques.ferreli@pierre-fabre.com
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Analyse des corrélations entre les résultats d’études in vitro et cliniques pour une
centaine de formulations cosmétiques :
b) du point de vue de la tolérance oculaire

M-P.Berrada®, A.Duizabo®, I.Boudiéres®, V.Millet”, M. Templier®, S.Bessou-Touya®, P-J.Ferret®’

* Service évaluation sécurite Produits finis, Pierre Fabre Dermo Cosmaétique, Parc Technologique du canal - Europarc
- Bat M25 , 4 rue Marie Curig - BP 22132 - 31521 Ramonville

Centre expérimental et pharmacocinétique de Campans, Bel Air de Campans 81106 Castres

De nombreux protocoles in vitro, impliquant des modéles cellulaires., tissulaires ou organotypiques sont
actuellement employés dans le but d'évaluer le risque d'irritation oculaire etou cutanée des ingrédients
cosmétiques ainsi que des produits finis. La principale difficulté pour déterminer la validite de ces
methodes in vilro réside dans le manque de donnees auxquelles se comparer, qu'elles soient d'origine
animale ou humaine.

L'objectif de ce travail était d'étudier la corrélation entre les résultats obtenus sur trois modeles in vitro
d'évaluation de la tolérance aculaire: Relargage Rouge Neutre (RRN). Epithélium de cornée humaine
reconstituée Skinethic® (HCE), Membrane choric-allantoidienne d'ceuf de poule (HET CAM), et ceux
obtenus lors d'études cliniques de tolérance sous contréle ophtaimologique.

Les pnncipaux parametres étudiés au cours des études chez 'Homme sont, soit de nature objective
(modification de la sécrétion lacrymale, érythéme bulbaire, cedéme de la conjonctive, inflammation de la
cornée...), soit de nature subjective (sensation de sécheresse oculaire, photophobie, sensation de
picotement...).

75 produits ont été retenus en tout : 48 produits non rincés ont été testés selon le protocole RRN, 57
produits non rincés ont été testés selon le protocole HCE pur etéou dilué a 10%. 22 produits ont fait I'objet
d’études HET CAM pur, dilué 3 1%, dilué a 5% et/ou dilué a 10%.

Un systeme de classification 3 4 niveaux a été établi pour permettre la comparaison des résultats des
études in vitro et cliniques : 1 = irritant ; 2 = modérément irritant . 3 = légérement irritant, 4 = pratiquement
non irritant.

La corrélation des résultats obtenus pour les 48 produits sur le modele RRN, et en tolérance sous. contrdle
ophtaimaologique est excellente (96%).

On obtient une bonne corrélation (72%) entre les résultats obtenus sur le modéle HCE (produits testés pur
et dilué a 10%) et ceux obtenus lors d'études sous contréle ophtalmologique.

Une corrélation similaire est observee pour l'ensemble des résultats obtenus sur le modele HET CAM
(72%).

Les faux- posttifs et les faux- negatifs rencontres seront discutés.

™ correspondant : tel + 33 562 24 76 57 , e-mail ; pierre-jacques.ferret@pierre-fabre.com
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Interaction of nanoparticules used in medical applications with lung epithelial

cells: uptake, cytotoxicity, oxidative stress and pro-inflammatory response.

Rina Guadagnini (1), Sonja Boland (1), Sandra Vranic (1), Salik Hussain (1),
Kevin Moreau (1), Marie Caroline Borot (1), Armelle Baeza (1), Francelyne Marano (1)

1) Unit of Functional and Adaptive Biology (BFA) CNRS EAC 4413, Laboratory of Molecular and Cellular
Responses to Xenobiotics, University Paris Diderot - Paris 7, CC 7073, 75205 Paris cedex 13, France.

In view of the considerable development of nanotechnologies and nanomedicine it is
important to evaluate the potential risk of NPs for human health. OQur goal was to
determine the effects of nanoparticles (NPs) on the lung, the first target during inhalation
of NPs. We investigated the effects of different NPs [TiO;, poly (lactic-co-glycolic acid)
(PLGA), non coated Fe3;0s and Fe3O, coated with oleic acid] on human bronchial
(16HBE line) and human alveolar type Il cells (A549 line).

We evaluated the cytotoxicity of these NPs by WST-1 assay and propidium iodide
incorporation showing that toxicity depends on particle type, size and coating. We
determined the ability of NPs to enter cells measuring by flow cytometry the right angle
scattering of the laser and we demonstrated that they can be internalized by cells. We
measured also the induction of oxidative stress in 16HBE and A549 cells by flow
cytometry using the dihydroethidium oxidation assay showing that these NPs have
different abilities to induce oxidative stress. Furthermore treatment with NPs could
induce a depletion of the thiol content in A549 and 16HBE cells (measured using
monoBromoBimane assay by flow ¢cytometry), Finally we investigated whether NPs have
the capacity to induce an inflammatory response. We determined the production of
cytokines (GM-CSF, IL-8, IL-6) by A549 and 16HBE cells after 24 and 48 hours of
treatment with NPs by ELISA test and by RT- gPCR. Results show that at non toxic
concentrations NPs can induce inflammation in respiratory epithelial cells.

Supported by FP7 program NanoTE ST and by AFSSET project n° EST-2008/1/49,
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Phospholipidose et stéatose induites par I’amiodarone

dans les cellules de I’hépatome humain HepaRG

. . . - ] - 2 . . s i
Scbastien Anthéricu' ?. Bernard Fromenty'*?, Marie-Anne Robin'? et André Guillouzo"?

1 . ’ . - .
Inserm, UMR991. Foic Mdétabolismes et Cancer, 35033 Rennes, FFrance:

3 . “ - .

= Lniversité de Rennes 1. 35043 Rennes. France

sebastien.antherieufuniv-rennes 1. fr

[."hépatotoxicité d origine médicamenteuse apparait généralcment aprés plusieurs semaines voire
plusicurs mois de traitement ct est souvent non-prévisible ; elle est caractérisée par diverses
[ésions pouvant impliguer différents mécanismes. Il a éé montré que certains médicaments. en
particulier I"amiodarone. pouvaient induire une stéatosc ¢t unc phospholipidose chez quelques
patients. Nous avons étudi¢ les cffets aigus et chreniques de *amiodarone dans la lignée
d hépatome humain lHepaRG. Lorsquelle est différenciée. cette lignée cellulaire est composée
d"hépatocytes et de cellules hiliaires (30/50) et reste fonctionnellement stable pendant plusieurs
semaines a confluence. Les cellules HepaRG ont é1¢ exposées a I"amiodarone pendant 24 heures
(un seul traitement) ou 14 jours (traitement répété tous les 2-3 jours). Aprés 24 heures de
traitement. des vésicules intracytoplasmiques sont obscrvées dans Ies deux types cellulaires.
Celles-ci apparaissent en  microscopie  électronique  sous forme de corps lamellaires.
:aractéristiques d une phospholipidose. De plus. aucun marquage a I'huile rouge n'est observé.
Par contre, aprés [4 jours de traitement répété, un autre type de vésicules marquées a |'huile
rouge ost mis en évidence dans les cellules de type hépatocvtaire, ce qui suggere une
accumulation de lipides. Ces donndes ont été confirmées par la quantification des lipides ncutres
ct des phospholipides. Iin effet, "amiodaronc induit une augmentation dose-dépendante de
triglycérides. de  phosphatidyléthanolamines <t de  phosphatidylcholines dans les cellules
HepaRG. Dautre part. une éwde transcriptomique a montré que 1'expression de plusicurs génes
impliqués dans le métabolisme des lipides est modulée par I"amiodarone. De plus. unce réduction
de I'oxydation des acides gras a ét¢ démontrée par la mesure des produits solubles radiomarqués
[C"] de la B-oxydation des acides gras. Ces résultats montrent que I'amiodarone induit unc
phospholipidose apres une exposition aigu¢ ct une phospholipidose associde & une stéatose aprés
une exposition répétée des cellules HepaRG. Ils suggérent également que ces cellules
représentent un modele i vitro pertinent pour des études d'hépatotoxicité chronique chez
Phomme. Cex travaux ont ¢té supportés par la Communauté Européenne (Contrat LHENTOP-
STREP-037499).
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REGULATION DE L APOPTOSE DANS UNE LIGNEE DE LYMPHOCYTES T

PAR LES PROTEINES GILZ ET TSC-22

Aurélie  PEPIN. Perle LATRE DE LATE. Armelle BIOLA-VIDAMMENT, ct
Marc PALLLARDY.

Inserm UMR-S996, Université Paris-Sud. Faculté de Pharmacie, 3. rue I3 Clément. 92290
Chatenay-Malabry

Les protéines GILZ (Glucocorticoid Induced l.eucine Zipper) et TSC-22 (TGF-b-stimulated
clone-22) apparticnnent & la famille de protéines TSC-22D (TSC-22 Domain). Elles sont
composées d'une TSC-box ¢t d un domainge leucine zipper. leur permettant de s’homodimériscr
et de s”hétérodimériser.

GILZ ct TSC-22 sont des inhibiteurs de Ba prolifératon des lymphocytes T. Par ailleurs, nous
avons démontré que Gll.Z, induit lors de la déprivation en interleukine-2 (11.-2) des lymphocytes
T, retarde 1"apoptose en inhibant I"activité transcriptionnelle du facteur FOX03 (Forkhead box
class 03) (Assclin-Labat ML ct al, 2004). TSC-22, quant 2 lui. a été déerit comme inducteur de
"apoptose. dans un modele de carcinome ovarien, ¢t dans un modéle de tumeur de glande
salivaire.

Le but de notre ¢tude est de déterminer Peffet de TSC-22 au cours de Papoptose des lymphocytes
1.

Dc¢s clones de CTLL-2, une lignée de lymphocytes T CD8+ murins, exprimant constitutivement
TSC-22. ou GIL.7. ont été obtenus. Dans ces cellules déprivées en 1L-2, TSC-22 accélére I'entrée
en apoptose. L'analyse par Western-Blot de I'expression des protdines apoptotiques révéle une
augmentation de 'expression de BIM. ainsi qu'une augmentation du clivage de la procaspase-3
en caspase 3 active.

Par ailleurs. nous avons observé que 1'expression de GILZ n'est pas induite dans les clones TSC-
22 au cours des premiéres heures de la déprivation en IL-2. Nos premiers résultats de RT-PCR
quantitative suggerent que TSC-22 régule la transcription de gilz. Nous avons. en outre. observeé
que la protéine TSC-22. cytoplasmique. se relocalise dans le noyau au cours de la déprivation en
[1.-2. Nous poursuivons actucllement la caractérisation du mécanisme par lequel TSC-22 régule
I'expression de GILZ.

Ces travaux démontrent que. dans un modéle de lymphocytes T déprivés en 1L-2. les CTLL-2,
TSC-22 est pro-apoplotique, car cette protéine inhibe ['expression de la protéine GIL.Z.
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Evaluation immunotoxicologique de nanoparticules dacide poly(lactique-co-glycolique)

(PLGA). Lulisation de cultures primaires de ccllules dendritiques comme modele biologique,

. . . / . 3 . 2 - . , .
Sabrina Barillet’. Simona Mwra . Elias Fattal’, Marc Pallardy’ et Saadia Kerdine-Romer!

'‘Univ Paris-Sud. INSERM UMR-S 996, Faculté de Pharmacie. 5 rue JB Clément, 92296
Chdtenay-Malabry Cedex [France

"Univ Paris-Sud, CNRS UMR 8612. Facult¢ de Pharmacie, 5 rue JB Clément, 92296 Chatenay-
Malabry Cedex IFrance

L. adressage de molécules thérapeutiques vers une cible spécifique constitue un défi mageur pour
la médecine. Les nanotechnologies proposent aujourd’hui une solution : les nanovecteurs. Des
nanoparticules (NI’s) d acide poly(lactique-co-glycolique) (PLGA), un polymére bivdégradable,
sont ainsi proposées pour la formulation de panomédicaments & visée pulmonaire. Une évaluation
toxicologique de ces nouveaux maltériaux est done nécessaire.

Nous proposons d évaluer les effets de ces NPs sur des cellules clés du systéme immunitaire, les
cellules dendritiques (DCs). capables de détecter des signaux de danger, subir un processus de
maturation. et induire une réponse immune primaire spécifique via la stimulation des
lvmphocytes T. Notre but est notamment d’estimer le potentiel effet adjuvant de la réponsc
immunitaire de ces NPs,

Des DCs murines (BMDCs) ¢t humaines (MoDCs) constitucnt nos modéles d’étude. Les BMDCs
sont obtenues aprés différentiation (GM-CSF) de progéniteurs hématopoictiques issus de la
moelle osseuse de fémurs et de tibias de souris C57BL/6. Les MoIDCs sont issues de monocytes
isolés par sélection sur billes magnétiques anti-CD14 a partir de sang périphérique humain puis
diftérenciés sous I'action dc GM-CSF ¢t d’IL-4.

Les NPs. nanosphéres hydrophobes d’environ 200 nm, sont. selon 'ajout d’agents chimiques a
teur surface (alcool polyvinylique, pluronic F68 ou chitosan). anioniques ou cationiques. Elles
peuvent ¢tre renducs fluorescentes (ajout de rhodamine).

Apres 24h d'exposition. I'internalisation des NPs est étudiée par cytofluorométric ¢t microscopic.
la mort cellulaire cst mesurée (MTT, bleu rypan, annexinVi7-AAD) ¢t le phénotype des DCs est
caraclérise par cytofluorométrie aprés immunomarquage fluorescent (CD40, CND8G. CDE3.
molécules du CMH de classe 11).

Nos résultats montrent que les NPs s"accumulent dans le eytoplasme des DCs. Une augmentation
significative de la mort cellulaire (notamment par apoptose) cst notée dans les deux types
cellulaires. avee une sensibilité acerue des BMDCs (Clag = 25 pgfml.) versus MoDCs (Clag =
200 pg/ml.). La maturation des DCs semble également étre modulée.
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L’analyse transcriptomique révéle de fortes similitudes entre les hépatocytes

humains normaux en culture primaire et les cellules HepaRG différenciées

Carine Lambert’, Catherine Spire?, Alexandra Rogue'?, Nancy Claude? et André
Guillouzo'

Inserm U991 et Uruversité de Rennes 1, 35043 Rennes cedex ; Servier group, Drug Safety Assessment,
45520Qrleans-Gidy,

L'hépatotoxicité constitue la principale cause de retrait des médicaments du marché.
Les mécanismes mis en jeu sont variables et complexes; dans certains cas
I'hépatotoxicité n'affecte qu'un petit nombre d'individus traités et est totalement
impréevisible. Les hépatocytes humains en culture primaire représentent le modéle
expérimental le plus proche du foie in vivo. cependant, ils sont phénotypiquement
instables, ont une durée de vie limitée et montrent une grande variabilité inter-donneur.
Les cellules HepaRG issues d'un hépatocarcinome humain, qui ont conservé des
activités de biotransformation des xénobiotiques proches de celles des hépatocytes
humains primaires pourraient représenter une alternative a ces derniers. Pour préciser
les similitudes entre ces 2 modeles cellulaires nous avons utilisé ['approche
transcriptomique (puces @ ADN Agilent 4x44k, monaocouleur), qui permet d'améliorer la
prédiction de la toxicité de nouvelles molecules thérapeutiques et de préciser leurs
mécanismes d'action. Nous avons comparé différentes conditions expérimentales en
combinant des tests statistiques (Anova, t-test) avec l'utilisation de filtres spécifiques (p-
value, fold-change, signal médian des intensités) afin de prédire les génes differemment
exprimeés et statistiquement spécifiques d’'une condition donnée ou communs a plusieurs
conditions. La comparaison des transcriptomes a montré qu'environ 80% de génes
constitutivement exprimeés dans les hépatocytes humains en culture primaire le sont
également dans les cellules HepaRG. lls incluent notamment la plupart des génes
impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques. D'autre part, la comparaison des
profiles de génes modulés par 2 composés (phénobarbital et troglitazone) dont les effets
toxiques sont connus, a également montré des réponses proches entre les 2 modéles
(induction de CYPs, dérégulation de genes impliqués dans le métabolisme lipidique.,
etc.). Elle a en outre permis d'identifier de nouveaux genes cibles (par exemple
CYP24A1 et CYP4F 3 pour le phénobarbital et KIAA1881 et MBL2 pour la troglitazone).
Au total, nos résultats confirment et précisent la grande similitude entre hépatocytes

humains primaires et cellules HepaRG.
Cette étude a bénéficié du soutien de la CEE (Contrats LIINTOP- STREP-037499 et PREDICT-
V- 202222)
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dans le phénotype des cellules THPI

en réponse aux hapténes

Zeina I‘l Ali. Marie-Héléne Damicns. Marc Pallardy et Saadia Kerdine-Romer

Toxicologie et INSERM UMR 996. Faculté de Pharmacie. Université Paris Sud L1, 5 rue I.B.
Clément F-92296 Chatenay-Malabry

[ exposition des ccllules dendritiques (DC) aux sensibilisants de contact comme le nickel
(NiSOy, ou Ile 2 4-dinitrochlorobenzéne {DNCB) induit 'augmentation de expression des
marqueurs de surface (CD534 et CD86), la production de cytokine pro-inflammatoires (11.-8 et
[1.-6) ¢t I'activation des voies de signalisation telles que les Mitogen Activated Protein Kinases
(MAPK). Cues composés générenl un stress chimique pouvant étre pergu comme un signal de
danger par les DC qui conduit alors & leur maturation. Parmi les voies de sensibilisation activées
par lc stress oxydant. la voic Nrf2/Keapl est centrale pour la détection des composés
électrophiles. Afin d'étudier le réle du facteur de transcription Nri2 ¢n réponse aux hapténes.
nous avons choisi de travailler sur la lignée cellulaire THPL. une lignée myélotde pro-
monocytaire, présentant des propriétés similaires A celles des cellules présentatrices de ["antigéne
dérivées des monocytes humains.

Les cellules THPT ont €€ traitées pur le NiSO, ou le DNCB ou le cinnamaldéhyde (CinA) a
diftérents temps. Les expressions des 2 protéines Nrf2 et Keapl, en réponse a ces trois hapténcs.
ont été mesurées par Western Blot. Nous montrons que les 53 hapténes induisent une accumulation
de Nrf2 au cours du temps. Pour Keapl, unc faible diminution est observée dans les cellules
THPL. Par ailleurs, nous montrons. par co-immunoprécipitation (Co-IP), que le complexe
Nri2/Keapl n’est pas modifi¢ en présence de DNCB.

Loutilisation d"ARN intertérants (siRNA) spécifiques de nrf2 montre que 1'expression de la
molécule d'adhésion CD54 semble étre controlée par Nrf2. Par ailleurs, les cellules THPI
invalidées en nrf2 produisent moins d'11.-8 en réponse au DNCB que les cellules coniroles.

D autre part. une augmentation des ccllules en apoptose est observée en I'absencee de Nrf2. Ceci
sugpére que le facteur de transcription Nrf2 pourrait participer A la survie ccllulaire en réponse
aux haptenes.
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LES AMINES AROMATIQUES HETEROCYCLIQUES INDUISENT
DES EFFETS TOXIQUES DIFFERENTS INDIVIDUELLEMENT ET EN MELANGE

Julie Dumont®®™', Rozenn Jossé*®, Canne Lambert®®, Sébastien Anthérieu®®, Ludovic Le Hegarat®,

Caroline Aninat®®, Marie-Anne Robin®®, Christiane Guguen-Guillouzo®® and André Guillouzo®®

® Inserm U991 et ® Université de Rennes 1, Rennes ; € Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des
Aliments, Fougéres.
' Adresse actuelle; Inserm UMR 744 - Institut Pasteur, Lille.

L'homme est continuellement exposé a des melanges de contaminants
environnementaux et alimentaires. Nous avons comparé, dans des cellules HepaRG
différenciées, les effets de 2 amines aromatiques hetéerocycliques (AAH) parmi les plus
frequemment retrouvées dans l'alimentation, la 2-amino-1-methyl-6-phenylimidazo[4.5-
blpyridine (PhIP) et la 2-amino-3,8-dimethylimidazo[4,5-flquinoxaline (MelQx) aprés
exposition individuelle ou en mélange. Différents paramétres ont été évalués,
notamment la cytotoxicité, I'apoptose, le stress oxydant, les dommages a I'ADN par le
test des cometes, les taux d'’ARNm et I'activité de certains cytochromes P450 (CYP).
Aprés 24h d'exposition aux 2 AAH, des effets différents ont été observés selon qu'elles
étaient ajoutées individuellement ou en mélange. Seule PhIP induit des dommages a
I'ADN ; elle induit également plus fortement les CYP1A1 et 1B1 que MelQx. En
revanche seule cette derniere induit le CYP1A2. Un stress oxydant et des effets
synergiques sur l'activité apoptotique ont &té observés avec le mélange équimolaire
des 2 AAH. De plus, la génotoxicite de PhIP est abolie en mélange, probablement en
raison d'une inhibition de l'activité du CYP1A2. Ces résultats apportent des données
nouvelles sur les mécanismes d'interaction entre PhIP et MelQx et montrent la
nécessite d'étudier les interactions entre les AAH dans I'évaluation du risque pour
'homme. (Ce travail a été soutenu par 'ANR (Contrat 06SEST17) et est actuellement
sous presse dans Toxicology and Applied Pharmacology).
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Perturbateurs endocriniens et stéroidogenése : évaluation intégrative

N. Quignott, S. Desmots’, A. Lecomte!, F. Robidel!, R. Barouki?, E. Lemazurier!

Ineris, Verneuil-en-Halatte, France
2INSERM U747, Université Paris Descartes, Paris, France

Ces derniéres années, des études épidémiologiques mendes dans différents pays ont
montr¢ unc augmentation d’incidence de certaines affections telles que des altérations des
fonctions de reproduction et des cancers hormonaux-dépendants. Le role des hormones stéroides
sexuelles dans ce type d’aftection est établi depuis longtemps par I'étude de modéles animaux. 11
a cnsuite &€ confirmé chez 'homme, in virro sur des lignées cellulaires humaines ¢t in vivo par
Iefficacit¢ thérapeutique de certains traitements (anti-cstrogénes ¢t inhibiteurs de aromatase
dans les cancers du sein. castration et anti-androgénes dans les cancers de la prostate). Des
suspicions sont alors apparues quant i une relation de causalité entre exposition aux perturbateurs
du systéme endocrinien (PLs) et ces affections.

Dans le contexte de la directive européenne REACH (Registration, FEvaluation and Authorisation
of Chemicals. 2007), la gestion du cas des moléeules perturbant la fonction endocrinienne reste
un challenge. En cffet, au-deld du défi technicue que constitue fa mise en place de méthodes
alternatives 3 'expérimentation animale, se pose aussi la question de I"adéquation de ces outils a
une certaine réalité¢ physiologique ainsi que de leur prédictivité,

La stratégic employée ici est I'intoxication de différents modéles (rats adultes, lignées cellulatres
humaines et cultures primaires de cellules gonadiques de rat) a des PEs et 4 I'observation de
ré ponses induites sur la stéroidogenése.

L."objectif du travail est double. 1> une part. la conlrontation des résultats obtenus in vivo chez le
rat et iz vitro sur cultures primaires devrait permettre d’accroitre les connaissances mécanistiques
quant aux ¢ffets des PEs testés. D autre part, nous tenterons d'identifier des corrélations cntre ces
trois niveaux d'étude afin de mettre en évidence des biomarqueurs in vitro prédictifs d’effets
pathologiques in vivo. Notamment, la possibilité de transposition & I'homme des résultats
observés sur les cellules en culture sera étudiée.

Les résultats obtenus sur lignées cellulaires humaines (J1:G-3 et H295R) montrent unc action dcs
PESs testés sur les enzymes impliquées dans la derniére élape de la stéroidogeneése : aromatase et
| 7-beta hydroxystéroide déshydrogénase. Dans un premier temps. ils permettent de micux
caracténiser action des toxiques sur cette élape de la stéroidogenése. action qui doit €tre prise en
compte pour ["évaluation de la toxicité des PEs en santé humaine.

Mots clés . 17-beta hydroxystéroide deshydrogenase, aromatase, corrélations /i vifralin
vivo, eévaluation intégrative, meéthodes alternatives, perturbateurs endocriniens,

steroidogeneése

Contact: nadia.quignot@ineris.fr
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Réactivité cellulaire et nanoparticules inorganiques

(CdS, TiO,, Zn0) : Etude sur cellules rénales en culture

'Pujalté |, 'Passagne |, “Daculsi R, *Treguer M, “Brouillaud B, *Rémy M, 'Barron E,
'Ohayon-Courtés C, ‘L’Azou B

'EA 3672 Santé - Travail - Environnement, Université Victor Segalen - Bordeaux, 146 rue Léo-Saignal, 33076
Bordeaux Cedex, France ; SINSERM U577, Bfomaténaux et Réparation Tisswlaire, Universilé de Bordeaux, 146 rue
Léo-Saignat, 33076 Bordeaux Cedex. France : "ICMCB - Université Bordeaux1 UPR 9048 87 avenue du Dr A.
Schwestzer, 33608 Pessac, France

De nombreuses études suggeérent que les propriétés physico-chimiques des nanoparticules (NPs) (taille,
granulometrie, charge, composition mais auss: solubilité) conditionnent leur toxicité et leur réactivité
cellutaire. Cependant, de nombreuses incertitudes persistent sur la toxicité potentieile des NPs et leur
devenir dans 'organisme

L'objectif de ce travail est de nlieux comprendre les mécanismes cytotoxiques induits par des NPs
inorganiques sur une cible secondaire représentée par le rein. En effet, les NPs sont susceptibles de
franchir les barriéres cellulaires, étre véhiculées par la circulation sanguine pour se retrouver filtrées par le
rein au niveau des cellules mésangiales glomérulaires et peut étre. réabsorbées au niveau des cellules
proximales de I'épithélium tubulaire,

Les études sont réalisées avec des NPs de titane (TiO,:15nm). de zinc {ZnO:<100 nm) et de cadmium
(CdS, 10nm). versus des micro-particules de méme composition, sur cellules mésangiales, P15 et
cellules proximales tubulaires, HK-2.

Les résultats montrent des effets variables selon la nature du métal et, 8 composition comparable, selon
|3 taille et la solubilité des NPs. La toxicité des NPs de CdS et de Zn est étroitement lide & leur solubilité.
A linverse. le TiO, ne montre pas de toxicité importante (Cls>100pg/cm?) probablement de par son
insolubilite 1l est observeé. en complément, des sensibilites différentes selon le modéle cellulaire étudié
Une augmentation de la production d'espeéces radicalaires de |'oxygene (ROS) et une perturbation de la
balance oxydative (GSH/GSSG) cellulaire sont associés aux effets cytotoxiques obtenus. Une approche
moléculaire permet ensuite, d'identifier les voies de signalisation intervenant dans la réponse au stress tel
que le facteur de transcription Nf-xb ainsi que des enzymes anti-oxydantes pour mieux comprendre les

mecanismes de défense celliulaire,

Ceftte étude est financée par I'AFSSET (Programme Sanlé-Environnement/Santé-Travait n*"EST-2007-22) y afsset - )
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Etude des mécanismes de toxicité et d’accumulation
des nanoparticules de silice (SiOz) sur I'épithélium rénal

‘Cécile Apolit, ‘Béatrice L'Azou, 'Marie Morille, “igor Pujalté, Aurélien Auger, 'Jean Cambar,

‘Isabelle Passagne

'EA 3672 Santé -Travail -Environnement, Université Victor Segalen - Bordeaux 2,
146 rue Léo-Saignat, F33076 Bordeaux Cedex, France

’CEA Grenoble, Laboratoire de Chimie et de Sécunité des Nanomatériaux, 17 rue des Martyrs, 38054
Grenoble Cedex 9, France

La production des nanoparticules de dioxyde de silicium {(SiO;) étant en augmentation, I'évaluation de leur
impact biologique s'avére nécessaire. Aprés translocation a travers la barriére épithéliale pulmonarre, les
nanoparticules peuvent se distribuer dans l'organisme et exercer une réactivité biologique au niveau de
certains organes induisant des désordres physiologiques. Le rein, organe d'élimination, pourrait étre une
cible ; d'autant que la filtration glomérulaire est un processus taitle-dependant.

Le but de cette étude est d'évaluer in vitro, les effets toxiques induits au niveau rénal et d'appréhender les
mécanismes de pénétration, a 'origine de 'accumulation intracelivlaire des nanoparticules. La cible rénale
choisie est la cellule épithéliale tubulaire proximale d'origine humaine (HK-2) et porcine (LLC-PK1),
exposée pendant 24h a des nanoparticules de tailles différentes (100 et 20nm), marquées ou non avec un
groupement fluorescent de type rhodamine ou porphyrine. La réalisation du test WST-1 a permis de
montrer que les nanoparticules SiO, -20nm sont plus toxiques gue celles de 100nm, effets observés,
cependant, 8 concentrations importantes (>100ug/ml). La production d'especes réactives de !'oxygéne
(ROS) n'est pas significativement augmentée aprés exposition aux nanoparticules. Les niveaux
d'expression génique (RT-PCR) de certains marqueurs anti-oxydants, comme la catalase, sont
néanmoins augmentés d'un facteur 3, traduisant une adaptaiion cellulaire. Parallélement, I'étude de
linternalisation des SiO; a été effectuée par cytometrie en flux. Afin de caractériser la voie de penétration.
des inhibiteurs spécifigues des voies d'endocytose ont été utiliseés. Les résultats préliminaires suggérent
une cinétique d’'endocytose relativement lente . aucun plateau n'étant observé aprés 24h d'incubation.
L'utilisation des inhibiteurs semble indiguer une internalisation majoritairement par macropinocytose ainsi
que par endocytose médiée par les molécules de clathrine pour les nanopariicules de 100nm. Dans le cas

des nanoparticules de 20nm, les mécanismes impliqués restent encore a explorer.

Cette étude ast financée dans le cadre du programme 189 du MEEDDM péle applicatif en toxicologie (INERIS,
NANQTRANS SJUA-09-1080042).
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Mesure d'impédance cellulaire en temps réel,
un nouvel outil en pharmacotoxicologie prédictive ?
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La mesure de la mortalité cellulaire en réponse  un stress chimique est le passage obligé de
toute évaluation pharmacotoxicologique réglementaire. Elle fournit des informations
essentielles quant a l'effet biologique d'une molécule ou d'un coktail de produits et oriente
vers les subtances les plus acceptables en termes d'effets indésirables. Les analyses
classiqgues reposent cependant sur des expérimentations spécifiquement dédiées ct
effectudes a des temps déterminés. Nous avons, dans ce cadre, évalué le potentie]l d'un
systeme d'analyse cellulaire alternatif permettant de suivre, en temps réel, I'état biologique
et fonctionnel de cellules adhérentes. Basées sur une mesure d’impédance électrique, sans
marquage, ni coloration préalable, les mesures se font alors dans un contexte non invasif.
Cetle technologie permet de suivre les modifications cyto-morphologiques tant précoces que

tardives, et d'obtenir une quantité d'informations inégalée lors de mesures en point final.

Dans les travaux présentés, nous montrons l'intérét de cet outil d'investigation dans
différents domaines de la toxicologie: - Etude de cytotoxicité et de bioactivation -
Identification de composés cytoprotecteurs - Caractérisation d'interactions toxicologiques
environnementales - Evaluation de la prolifération et de la motilité cellulaire.. Tout en
générant des données cinétiques particulierement pertinentes et informatives, cette
méthode d’analyse innovante accroft la sensibilité des tests, De plus, la possibilité de pouvoir
déterminer avec précision le moment de déclenchement d'un événement cellulaire donng, en
réponse a une exposition, constitue un atout considérable pour la compréhension des
mdécanismes d'action pharmaco-toxicologiques. Enfin, cet outil rend envisageable
I'identification de signatures biologiques multiparametriques, permettant de classer les
composés par familles, selon leur profil d'impédance et leur mode d’action pharmaco-

toxicologique.

La mesure d’impédance représente ainsi une technologie prometteuse, ayant toute sa place

dans I'arsenal des outils modernes de la toxicologie explicative et prédictive.

Remerciements : Galderma R&D, Sophia Antipolis, France - Roche Diagnostics, Meylan, France
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Perturbations mnésiques ct atteintes biochimiques cérébrales chez le rat

traité avec le lipopolysaccaride

R. Rasevanandrasana, A. Divetain, N. Auzeil, F. Massicot *, O. Laprévote

Laboratoirc d¢ Chimie-Toxicologie analytique et cellulaire, EA4463. Facullé de Pharmacie,
Université Paris Descartes, 75006 Paris, France
*: france.massicot@parisdescartes.fr

La maladie d'Alzheimer (MA) est une atteinte neurodégénérative caractérisée par l'installation
progressive d'une démence sénile, I'apparition de plaques amyloides et d'une phosphorylation
anormale de la protéine Tau a l'origine de la dégenérescence neuronale. Ces phénoménes
contribuent 3 une neuroinflammation dont les mécanismes moléculaires et systémiques sont
encore mal connus. Le développement de nouveaux modéles animaux est donc nécessaire a
leur compréhension. L'impact d'une infection systémique sur le cerveau a été mis en évidence
chez des rats adultes traités par des doses répétées de LPS & 1mgrkg/semaine pendant 8
semaines.

Les effets du LPS sur la mémorisation spatiale ont été évalués a 'aide du test du
labyrinthe en Y. Les effets sur le stress oxydant et sur l'inflammation ont été déterminés par la
mesure de la production d’'especes radicalaires de I'oxygéne, |a libération de NO, le contenu en
glutathion ainsi que l'activité, la masse et le potentiel d'oxydoréduction mitochondrial, a I'aide de
sondes fluorescentes ou non. Enfin, I'activité cholinestérasique a été évaluée au niveau du
mésencéphale.

Nous avons montré qu'une inflammation périphérique répétée, peut induire un stress
oxydant, une neurocinflammation et des perturbations du comportement, Ces résultats
permettent de conforter I'nypothése que des infections répétées au cours de la vie, pourraient
induire une neurodégénérescence a l'origing d'un déficit cholinergique. D'autres atteintes
caractéristiques de la MA, notamment |a formation de dépéts amyloides et de neurofibrilles sont

a l'étude.
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Toxicité mitochondiale de ’oxaliplatine dans les cellules neuronales SHSY3SY
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["oxaliplatine (OXA). anticancéreux largement utilisé dans le traitement des cancers du colon,
déclenche une neuropathie doulourcuse observée chez 70 a 80% des patients traités. ce qui altére
gravement la qualité de vie du patient et peut aboutir a baisser la posologic. Chez ['animal,
FOXA induirait une atteinte des neurones des ganglions sensitifs de la racine dorsale de la
moelle.

Les cffets de oxaliplatine (2-200 pM) sur lc stress oxydant ct sur I'inflammation ont ¢té
¢valués sur des cellules neuronales SHSY3Y en mesurant la production d'espéces radicalaires de
I"oxyeéne. 1" activation des réeepteurs P2X7, ainsi qu'au niveau mitochondrial. "activité, la masse
et le potentiel doxvdoréduction, a I'aide de sondes fluorescentes.

Dans les cellules SHSYS3Y. I'oxaliplatine induit un stress oxydant avec une production
d’espéces réactives de 1'oxygéne et d’anions superoxydes (130% a 340%. respectivement) et une
altération du fonctionnement mitochondrial (dépolarisation) pouvant jouer un réle important dans
la genése et 1a transmission de la douleur neuropathique lide a 'OXA.

L."OXA provoque aussi unc activation des récepteurs P2X7 (70% a 400%). ce qui suggcre une
implication de ces récepteurs dans les mécanismes de neurotoxicité et pourrait fournir une
nouvelle cible d'action thérapeutique de la douleur neuropathique provoquéde par I'OXA.
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Analysc comparative du stress oxydant induit par le peptide amyloide B sur deux modéles de
cellules rétiniennes : réle dans 1a DMLA
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La Dégéncrescence Maculaire Liée 4 I'Age (DMLA) est une maladic dépénérative touchant
I"épithélium pigmentaire rétinien (LPR) ¢t la rétine neurosensoriclle. Elle se traduit par une
déstructuration de I'EPR. I'atrophie des cellules photoréceptrices, et la formation au niveau de la
rétine de drusens (dépdts lipidiques). Récemment. le peptide [f-amyloide, mis en cause dans la
maladic d’Alzheimer, a ¢t¢ retrouvé dans les drusens rétiniens de patients atteints de DMLA.
Notre objectif est de mieux comprendre les mécanismes cyvtotoxiques induit par le B-amyloide.

Nous avons comparé les cffets de Namnyloide B (1-42) sous forme oligomérisée OA 3 (1-42) sur des
cellules humaines de Pépithélium rétinien pigmentaire (lignée ARPE-19Y) et des cellules macrogliales de
Miiller (lignée MIO-M1).

OA [3(1-42) qui provoque une altération de la viabilité cellulaire et une surproduction radicalaire induit
un dommage de I'épithélium rétinien.

OA [3 (1-42) induit aussi un dysfonctionnement mitochondrial révélé par une altération de la masse et
du potenticl transmembranaire. En outre, nous constatons une activation des récepteurs de mort et de
deégénérescence P2X7 et un phénomeéne d’apoptose.

Les effets cellulaires, ¢t ¢n particulicr Papoptose, semblent plus importants dans les eellules
macrogliales MIO-M1 que dans les cellules rétiniennes ARPE-19. L.es cellules macrogliales de Miiller
pourraient dounc jouer un role majeur dans la dégénérescence cellulaire.

Par aillcurs, Pactivation des réeepteurs P2X7 qui suggére  implication de ces  derniers dans les
mécanismes de newrotoxicité du peptide amyvloide sous formce oligomérisée, pourrait étre une nouvelle
cible d*action thérapeutique de la DMLA.
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Analyse lipidomique du cerveau de rats traités par le lipopolysaccharide :

apport a I'étude dc Ia maladie d’Alzheimer
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La maladie d'Alzheimer (MA) se caractérise par l'installation progressive d'une démence sénile,
par I'apparition de plaques amyloides, d'une hyperphosphorylation de la protéine Tau et de
pertes neuronales. L'origine et la succession des événements pathologiques aboutissant aux
symptémes de la MA sont mal connues. Le développement de modeles animaux est nécessaire
a la compréhension de la pathogenése de la MA, et aussi a la recherche de biomarqueurs et a
de nouveaux traitements. Nous avons montré que des rats traités par du lipopolysaccharide
(LPS) présentent une inflammation cérébrale associée a un stress oxydant a I'origine d’un
déficit mnésique : il s'agit donc d'un modéle potentiel d'étude de la MA. Cette maladie est aussi
caractérisée par une altération de la composition et du métabolisme lipidique, notamment un
déficit cérébral en plasmalogenes et sulfatides ainsi qu'une élevation des ceramides. De plus le
taux plasmatique de sphingomyélines et de céramides serait un indicateur précoce de la
progression de la MA. Afin d'établir le profil lipidique cérébral des rats traités par du LPS, nous
présentons une méthode d'analyse comprenant I'extraction des lipides totaux a partir de coupes
de cerveau et leur identification par couplage chromatographie liquide - spectrométrie de masse.
L'analyse par spectrométrie de masse est fondée sur une approche "semi-globale” avec
sélection d’'une séquence de fragmentation caractéristique des six groupes de lipides suivants :
phosphatidylcholines et sphingomyélines, phosphatidyléthanolamines, phosphatidylsérines,
ceramides, et phosphatidylinositols. Cette approche permet non seulement l'identification mais
aussi leur quantification. Les résultats préliminaires obtenus chez le rat sain présentés ici seront
comparés a ceux des rats traités par du LPS. Grace a une analyse statistique multivariée, cette

étude devrait permettre d'identifier les modifications du lipidome cérébral.
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GLAUCOME ET APOPTOSE DES CELLULES TRABECULAIRES SOUS L'EFFET DU CHLORURE DE
BENZALKONIUM, UN CONSERVATEUR DES TRAITEMENTS ANTIGLAUCOMATEUX

E. Warcoin™?, D. Godefroy', C. Clouzeau™?, A. Grise', C. Baudouin®?, F. Brignole-Boudouin® ?,

'INSERM UMRS 968, Institut de la Vision, Paris, France; *Université Paris Descartes, Faculté des Sciences
Pharmaceutiques et Biologiques, Laboratoire de Toxicologie, Paris, France; *Centre National Hospitalier
d’'Ophtalmologie, Quinze-Vingts, Paris, France.

Introduction : Le glaucome, 2°™ cause de cécité dans le monde, est du 3 une altération du trabéculum.
Les patients sont traités avec des traitements locaux contenant du chlorure de benzalkonium (BAC)
comme conservateur. Sa toxicité a été largement démontrée sur la conjonctive {apoptose, inflammation,
fibrose) alors qu’elle a été peu étudiée sur le réseau trabéculaire au ceeur de la pathologie. Notre objectif
a été d’etudier la toxicité du BAC in vitro sur les cellules trabéculaires.

Méthodes : Des cellules HTM3 {(Human Trabecular Meshwork cells) ont été stimulées avec différentes

concentrations de BAC pendant 15min suivies de 24h de récupération. L'effet toxique a été exploré en
microtitration fluorimétrique sur cellules vivantes avec des tests de viabhilité cellulairec (Rouge Neutre,
Alamar Blue), et d’apoptose (YO-PRO-1, Hoechst 33342). L'apoptose a été explorée aussi en cytométrie
en flux (CMF} grace aux marquages de I'Annexine V - 7AAD, du pic d'/ADN hypoploide et du couple
Bax/Bcl2. L'expression de la caspase 3 activée a été explorée en microscopie confocale.

Résulitats: Le BAC a diminué la viabilité cellulaire de fagon concentration-dépendantc avec une CL 50 de
0,005% ainsi qu’une viabilité inférieure 3 10% pour la concentration 3 0,01%. Il a induit une apoptose de
70% pour la concentration de 0,005% et de 90% pour celle de 0,01%. Ces résultats ont été confirmés par
les tests d’apoptose en microtitration fluorimétrique, et par I'effondrement de Bcl2 de plus de 90% pour
la concentration de 0,01% ainsi que hyperexpression de 13 caspase 3 activée.

Conclusions: Cette étude confirme que I'apoptose des cellules trabéculaires peut étre induite par de

faibles concentrations de BAC. Cette mort cellulaire pourrait jouer un réle non négligeable dans
I'évolution du glaucome compte tenu du rdle clé du réseau trabéculaire dans cette pathologie. C'est
pourquoi, ses conséquences en termes d’inflammation et de remodelage tissulaire méritent d'étre
étudiées.
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Interactions of titanium dioxide and silica nanoparticles with the epithelial barrier
of the airways

S.Vranic, R.Guadagnini, A.Baeza, M. C.Borot, K. Moreau, S.Hussain, F.Marano and
S.Boland

Unit of Functional and Adaptive Biology (BFA) CNRS EAC 4413, Laboratory of
Molecular and Cellular Responses to Xenobiotics, University Paris Diderot - Paris 7, CC
7073, 75205 Paris cedex 13, France

bolandi@ univ-paris-diderot.fr

In view of the considerable development of nanotechnologies it is important to evaluate
their risk for human health. Our goal was to study the endocytosis of NPs by respiratory
epithelial cells, the first target after inhalation of NPs, and their capacity to cross the
epithelial barrier. We investigated the effects of different NP (TiO, and SiO2) on human
respiratory epithelial cells (16HBE140, Calu-3 and NCI-H292).

Beforehand we determined non cytotoxic concentrations of NPs by WST-1 assay
showing that TiO, NPs are only cytotoxic at very high concentrations.

We evaluated quantitatively and qualitatively the endocytosis of these NPs by flow
cytometry and confocal microscopy revealing their ability to enter respiratory epithelial
cells. We studied three major endocytotic pathways (clathrin dependent, caveolin
dependent or macropinocytosis) using specific inhibitors for each pathway after
evaluating their specificity and efficiency. TiO, NPs are internalized by respiratory
epithelial cells using predominantly clathrin dependent cellular machinery, but we have
shown a poor specificity of the inhibitors used.

Firstly we compared the capacity of different cell lines to develop a tight epithelial layer
by measuring the transepithelial efectrical resistance (TEER) and regarding by confocal
microscopy the expression of tight junction proteins. Afterwards we quantified the NPs
which pass through the epithelial layer demonstrating that the percentage of TiO; NPs
crossing the epithelium is very low.

In conclusion, TiO; and SiO, NPs are only cytotoxic at very high concentrations. They
are taken up by respiratory epithelial cells and have the capacity to cross the epithelial
barrier by transcytosis.

This work was supported by grant from EC FP7 201335 (Nanotest) EC FP7 228789
(ENPRA) and National Grant Nanolrans
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Abstract SPTC
Recherche d’un biomarqucur par toxicogénomique : exemple de Puranium

Prat Qdetle °. Ansoborlo Eric *, Sage Nicole *, Cavadore Didier ©, Lecoix Josseline ¢, Quémeneur Erc ®

a CEA, IBEB, SBTN, LEPC, F-30207 Bagnols-sur-Céze, France
b CEA, DEN, DRCP, CETAMA, F-30207 Bagnols-sur-Ceze, France
c CEA, DEN, DUSP, LABM, F-30207 Bagnols-sur-Céze, France

Ce travail illustre I'utilisation d'un outil « omics » pour la recherche d'un possible biomarqueur des effets rénaux de
Furanium. Le degré d'exposition des travaileurs du nucléaire est suivi 8 l'heure actuglle par le dosage urinaire de
furanium. Toutefois un margueur urinaire de dommage inleme aux reins causé par f'uranium fait toujours défaut a la
médecine du travail en milieu nucléaire, en dehors des marqueurs classiques d'atteinte rénale. Dans un premier
lemps un lravail in wvitro a permis d'analyser le transcriptome différentiel de cellules humaines rénales exposées a du
carbonate d'uranium par rapport a4 des cellules non exposées. Les résullats oblenus ont permis de mettre en
évidence un géne SPP1 dont I'expression, validée par qRT-PCR, est réprimée en cas d'exposition aigie des cellules
a l'uranium. La protéine correspondante, l'ostéopontine, qui est une protéine sécrétée, a été dosée par immunoessai
dans les surnageants de culture et s'est avérée dose el temps-dépendante vis-a-vis de I'uranium. L'ostéopontine est
nonmalement présente dans l'urine ou elle prend le nom d'uroponting et cette protéine est lige a 1a minaralisation
ectopique des métaux dans les tissus mous., Nous avons alors vérifié sur une cohorte de personnes
protessionnellement exposées a de l'uranium ainsi que sur une cohorte de personnes exposées chroniquement via
I'eau de boisson que ce paramétre était modifié selon le taux d'uramum contenu dans leur urine. Malgré un nombre
de cas restreint, une diminution significative du taux de cette protéine intervient pour des taux urinaires supérieurs a
30 microgrammes /L d'uranium, ce Qui correspond a un taux genéralement admis d'atteinte chimique interne par
Furanium |l est donc possible de mesurer ce paramétre de fagon non invasive dans l'urine et un mécanisme de
régulation interne de minéralisation de I'uranium par cette protéine est plausible. Méme si ce paramétre ne répond
pas aux critéres d’'un bon biomarqueur en raison d'une vanabilité interindividuelie trés élevée, cel exemple démontre
néanmoins l'intérét de V'utilisation de la toxicogénomique pour la recherche de marqueurs de toxicité,
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Premieres applications en Toxicologie de I'imageripar spectrométrie de masse TOF-
SIMS

Olivier Laprévote'?

! Chimie-Toxicologie Analytique et Cellulaire, EA @3, Faculté de Pharmacie, Université
Paris Descartes, 4, avenue de I'Observatoire, 83@bis, France

% Centre de Recherche de Gif, Institut de ChimieSldsstances Naturelles, UPR CNRS
2301, avenue de la Terrasse, 91198 Gif-sur-Yvettex

L’'imagerie par spectrométrie de masse est unenigeé relativement récente qui a
tire parti du développement de sources d’ions g&oequelles I'énergie d’ionisation est
transmise localement a I'échantillon a 'aide disdaaux focalisés. L'exemple typique en est
le mode d’ionisation MALDI atrix-Assisted Laser Desorption lonisation) ou un faisceau
laser irradie I'’échantillon sur une surface dedierde 50 microns. Pour notre part, a I'aide de
développements instrumentaux appropriés, nous awmrgré qu’'un bombardement d’'un
échantillon par des ions primair@d Hoc permettait d’obtenir des spectres de masse & parti
de surfaces de I'ordre du micrométre carré.

Des lors, I'enregistrement de spectres de massie®points régulierement espacés a
la surface d’'un échantillon biologique permet déerd’intensité des signaux ioniques des
différentes molécules a leur localisation. Une $engonversion des valeurs d’intensité en
code couleur conduit a I'obtention d’images. Lactode la technique réside dans le fait que,
virtuellement, toute molécule ionisable présentdaasurface de I'échantillon peut étre
localisée ce qui fournit autant d'images molécekique de pics présents sur les spectres de
masse (plusieurs dizaines voire centaines en wile gequisition). La résolution spatiale, de
l'ordre du micrometre est par ailleurs pertinentumptoute étude qui ne nécessite pas
d’analyse a I'échelle subcellulaire.

L’information essentielle issue d’'une expériencémdgerie par spectrométrie de
masse TOF-SIMS sur des coupes tissulaires cordistein fine a I'identification et a la
localisation d’'un ensemble de molécules a leurkases.

Cette approche sera illustrée par les premiersnpbess de son application dans le
domaine de la Toxicologie. Nous montrerons gquepacsométrie de masse TOF-SIMS
permet de localiser des drogues dans les tissisreaaurir aux produits radiomarqués, de
lier la répartition tissulaire de xénobiotiqueseataines maladies d’origine toxiques et enfin
de révéler des mécanismes sous-jacents a I'agpadé pathologies particulieres.

1. D. Touboul, F. Halgand, A. Brunelle, R. Kersting,TR&llarek, B. Hagenhoff, O.
Laprévote; Tissue Molecular lon Imaging by Gold €&r lon Bombardmen#nal. Chem.,

76, 1550-1559 (2004).

2. A. Brunelle, O. Laprévote; Recent Advances in Bijidal Tissue Imaging with Time-
of-Flight Secondary lon Mass Spectrometry: Polyatolon Sources, Sample Preparation,
and ApplicationsCurrent Pharm. Design, 13, 3335-3343 (2007)
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L’Imagerie du petit animat autil pour la toxicologie prédictive

Aldie Pape, DR-CNRS
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A partir des modalités de I'imagerie médicale, éeslutions technologiques majeures ont
conduit a la conception d’'imageurs dont la résofugt la sensibilité permettent désormais de
réaliser chez la souris des examens de performanaeguement comparables a ceux
pratigués en médecine par TDM X (scanner), IRMaatins et imagerie nucléaire incluant la

scintigraphie (SPECT) et la Tomographie f[ENISSIONde Positons (TEP).
Cette palette de ressources complémentaires, lspluent exploitées en imagerie
multimodalités pour confronter des informationstanaques, physiologiques et moléculaires
a eté complétée plus réecemment par la biophotoragee la bioluminescence et la
fluorescence infra rouge dont les applications wétendre considérablement pour
imagerie moléculaire et d’expression des genes.
Ces modalités d’exploration in vivo qui se sont isges pour I'innovation pharmaceutique
sont désormais au cceur des stratégies de recheankkationnelle et constituent une
ressource potentielle pour plusieurs domaines thexlaologie.
L’'imagerie de la biodistribution et son exploitatipharmacocinétique permet une
identification rapide des organes cibles toxicalogis sur un faible nombre d’animaux , de
maniéere strictement non invasive et de mise en eaisée pour évaluer une éventuelle
dépendance vis-a-vis de I'espéce. Par I'imagerioutaire, une identification rapide des
processus physiopathologiques impliqués peut éalsee chez toutes les especes animales
pertinentes, des rongeurs conventionnels aux pesnawvec le recours aux souris
génetiqguement modifiées dont les modeles tranggésibioluminescents sous la dépendance
d’'un promoteur spécifique, pour les études médaniss.
Le potentiel et les limites de I'imagerie pourdaitologie prédictive sera discuté a partir de
plusieurs exemples d’applications menées dangeiffés espéces :

- toxicité pulmonaire, pertinence de I'espéece eta&ip d’'une induction de

macrophages intravasculaires,
- toxicité rénale :implication de la mégaline et delbiline des tubules proximaux,
- nouvelles approches de I'immuno-toxicité par imageroléculaire.
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