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Contexte général

METABOLISME % e ANSPORT

Ades PLEX4
to prevent ABORTION, MISCAR
PREMATURE LABOR

recommen n' n‘ I‘nr auli

Homme Oiseaux Alligator Gastéropodes Poissons
Reproduction Comportement Développement Imposex Intersex
(Colborn et al. 1993) (McArthur et al. 1983)  (Guillette et al. 1994) (Matthiessen (Jobling et al. 2002)
et Gibbs, 1998) Extinction

Effets individuels et/ou populationnels ... (Kidd et al. 2007)
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Exemples de perturbateurs endocriniens et leurs récepteurs cibles

(HAP)

- Accumulation dans le sédiments

Composés modeles Caractéristiques Récepteurs
Bisphénols - BPA: produ_ltpclzglsr;?]:gtﬁ trés produit ERs, ERR
A (BPA), B, C, E, F,  Adipogénése AR, PXR
Alkylphenols - Détergents
yip - Trés présent dans les matieres en ERs, ERRy
4-tert-octylphenol, 4n-nonylphenol suspension, sédiments AR, PXR
Phthalates - Plastifiant ERs, PPARs
MEHP, DHEP, BBP, DBP - Adipogéneése, obeésité,résistance a l'insuline AR, PXR
Chlordecone -Pesticide interdit mais persistant ERa
(Kepone) - Associé au cancer de la prostate ERB
, - Retardateur de flamme
BPA halogenes - TBBPA: 120 000 tonnes/an PPARYy
TetraBromo/Chloro-BPA (TBBPA , TCBPA) - Obésogéne suspecté
, , - Fabrication de fluoropolymeéres (poéle,
Composes perfluorés vétement anti-hlfl)mi):jité ...)(p PPARSs, ERs
(PFCs; PFOA et PFOS) - Augmenterait les taux de cholesterol AR
Benzophénones _ ERs
e - Biocides
Organoétains o . PPARs
. . . . - Imposex, obésogenes suspectés
TriButylTin (TBT), TriPropylTin (TPT)... - Induction d’adipogenése RXRs
Hydrocarbures aromatiques - Composés organiques volatiles ARR
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Mode d’action - Interaction avec les recepteurs nucleaires

Interaction avec les récepteurs nucléaires (e.qg. ER) ~ Fm———— “HE
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Mode d’action - Interaction avec les recepteurs nucleaires
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Meéthodes de caractérisation de ligands de récepteurs nucléaires

» Méthodes in silico ou cristallographiques
v Quantitative Structure Activity Relationship (QSAR)
v" Modélisation de la liaison du ligand au récepteur
v" Cristallisation du complexe ligand-récepteur

» Méthodes in vitro biochimiques
v" Liaison a une protéine de transport, a une enzyme, a un récepteur
v Liaison d’un co-activateur ou un co-répresseur a un récepteur

» Méthodes in vitro cellulaires
v Expression de génes naturels (protéines, enzymes, réponse cellulaire)
v Expression de génes rapporteurs (B-galactosidase, luciférases)

» Méthodes in vivo (souris, poisson-zébre, xénope)
v" Expression de génes naturels ou rapporteurs
v Réponses individuelles (e.g. OCDE)
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Meéthodes in silico ou cristallographiques
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in silico — QSAR (Quantitative Structure Activity Relationship)

» Basé sur la corrélation entre la structure chimique
d’une molécule et son effet biologique

Les fragments phenols sont susceptibles de se lier aux recepteurs des oestrogenes (ER)

Recherche du fragment piva e Py
phénol dans la structure positior 17 OH

7

30H A
" > X
Oc(cccel)el

17 estradiol

Code SMILES
| Simplified Molecular Input Line System) Alerte 2D

para 17 OH

30H position

Site de fixation sur
le récepteur des
oestrogénes (ER)

3D QSAR
Proprietés quantiques
de |la molécule
V. Bonnomet, INERIS
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in silico — modélisation de l'interaction ligand-récepteur

/ . . e e pmme L
» Basées sur une structure cristalline 1

Modélisation des bisphénols A, AF et C avec ERa, ERb, AR et ERRg

ERP

AR
ERRy

v' Mode de liaison différent entre les récepteurs
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in silico — modélisation de l'interaction ligand-récepteur

» Basées sur une structure cristalline

Interaction avec les récepteurs des cestrogenes (homme vs poisson zébre)
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/\23 hERa \ ‘2{}/ hERa/ . >
H7 \ ' R394 "N\ i1 Q_’ y
p s ) @ N
r"J-.- r,' ;' H524 "_,’ LMg{h}
(h) :

E353(h)
E.

1 L384(h)

i‘ R394(h)

<
(D)

'-ﬁ '3;53(“’ hERB/ I2fERB2
L391 (B2)
R346(h)
1406 (B1) ~ |

(h) || E.

_— % - H476

H476 | | E305(h)
\ ‘_‘\_\\
L354 (p2) - |
."'r.' 3 I ,I{(
S L369 (B1) ™ I

v' Mode de liaison différent entre les espéces

Pinto et al, Tox Appl Pharmacol 2014
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Cristallisation du complexe ligand-récepteur

» Modes de liaison de PE avec le hERa
x k
R394 “ R394 /
= A 'ﬁ e \
- . - /
= ;
- e ¥ ¥l ¢ 21 -t
B H524 J 1 e
g H524 “f -
E2 ’:I E353 BPA Benzophenéne-l \ B33
(17B-estradiol) (UV filter)
* kK k3 % * %
R394 R394 \ R394 /
— hn o= ) =~ { N
-..\ e d -{ - = '. - i
ba 3 - e '\ﬂ :- % - - B M
T‘H o >
} / H524 b A :
/ H524 T e \
1Y £ 'l' \
E353 ' E353 . E353
TCBPA K HPTE £333 Butylparaben \ 4-tert-octylphenol I:"x
(flame retardant) (methoxychlor metabolite) (preservatives) (surfactant)
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= § 5=
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| A
. o [E353 | E353 ! (
a-Zearalanol \ Ferutinine N Benzylbutylphthalate \ Chlordecone \E353
(mycoestrogen) (phytoestrogen) (plastics) (pesticide)

v Au moins 5 modes de liaison pour le récepteur hERa

Delfosse et al., Environ Health Perspect 2014
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Cristallisation du complexe ligand-récepteur

» Liaison de plusieurs ligands en méme temps - PXR =~

v’ Ligand « supra-moléculaire »

Delfosse et al., Nat. Comm 2015
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Methodes In vitro biochimiques

Liaison ligand-récepteur — « biding »
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Liaison de ligands radioactifs au récepteur

» Ex. Récepteur des oestrogénes e

— 0.5 ¢
= _
= 0.4 = 2.
- =20 Kd - constante de
3 03 S 15 ¢ : o o,
2 £ 10 Z> Dissociation (affinité)
= no_ 0.5 . .
g ™ {7 EEE— = force de le liaison
%01 M 00 01 02 03 04 05 06
o Bound (nM)

0.0 T I | | I

0 1 2 3 4 b

1004 :Ef
= é EsgnAistein Compound Csg + SE / RBA
2" o NFm E, 5.90 1M + 1.19 100
:?' E, 62.7nM +£10.9 9.41
& 50 E 65.3nM +10.9 9.04
E Genistein 381 nM +130 1.55
2 2% BPA 889 nM + 127 0.66
c. NPm 1.86 pM + 0.11 0.32

. . 4-NP 5.60 pM £ 1.12

1x109  1x10%  1x107  1x10%  1x10° RBA, relative binding affinity

Concentration (M)

Pillon et al. 2005 Env. Heal. Perps.
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Liaison de ligands fluorescents au récepteur (Kits Invitrogen®)

> Polarisation de fluorescence (anisotropie) T

ER-a Competition Assay

- Polarscreen (ERa, AR, GR, PR, PPARY) 250 -
0 .
=
ER Fluorascent —
Ligand Comghax Compelitar E 200 +
®©
N \
1)
S 150 competitors IG5y (M)
nn._'u m JES
A 40H Tamoxifen
v Eslradiol
+ Tamoxifen ]
High Folanzation Low Folanization 100 A s s e e e e
1072 10 100 107 104 103 104

[Competitor] nM

» Transfert d’énergie en fluorescence |

K, (uM)
o
- Lantascreen (PXR) g 016 11802542 £E2
E 0.3340.07 TNC+EE?
.E 0.12 - 0.11+0.02 SR12813
o]
=
L :
%o Ve © o 0081
o
‘ Ts
Tracer Bound Trﬂce:Displaced I:} m i

High TR-FRET ratio Low TR-FRET ratio

100 10® 107 10 105 10
[Ligand] (M)
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Mesure de |a liaison par calorimétrie isothermal (ITC)

» Etude de la liaison de ligands a PXR T— L

EE2 TNC EE2 ap TNC TNC ap EE2 TNC + EE2
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ar 13 Kd-108p ] ' ,Kd:‘|43 uM E -13,5 4 Kd:”,vaa M E s Kd =328.2 nM - 135 !%'62-1 nh
-1, T — 11 _ . , =11, —r T =l T T T
5 10 0 5 10 B o 1 18 2 o2 4 & 8 o 05 1 15 2
Molar ratio Molar ratio Molar ratio Molar ratio

Kd=10.8 uM Kd=14.3 uM Kd=173.3 nM Kd=328.2 nM Kd=62.1 nM

Augmentation de laffinité (Kd)

Delfosse et al., Nat. Comm 2015
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Mesure de la liaison par spectrométrie de masse

» Etude de la liaison de ligands a PXR :
a PXR (38,212.5 Da) b PXR/TNC c 1:1 PXR/EE2
Theoretical mass + 445 Da | “| +2907pa |1:2 PXR/EE2
38,217.7 g/mol |—>—A
’: Tl
. m PXR | | -dl%
# ' # @ | | [
# PXR I , (444.2 g/mol) i -I~ , (296.4 g/mol)
{Has I . W,
YN e, '_. A | I :w e e,
a PXR/EE2/TNC
+740 Da _{ﬁ?\
| > b
|
PXR/TNC
& I *
PXIT!EE2 Theoretical mass
740.6 g/mol
PXR Y
P
L S
3425 3150 31'15mghn 3025 5750 3275 3300 3325 3340 -

Delfosse et al., Nat. Comm 2015
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Meéthodes in vitro cellulaires — Réponses cellulaires

Genes endogenes vs rapporteurs
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Mesure d’expression de genes/protéines naturel(le)s ...

TissuelCell Lines

i

Genomics

DNA copy-number assessment -| 1 C““"F""" bybeidication
to DNA microarrays

* DNA sequencing
Mutation screening -1 * Mass-spectrometry-based genotyping
+ Mutation-specific PCR

Transcriptomics

* DNA microarrays ik Proteomic profiling < * Mass spectrometry

‘ o Multiplex PCR
" : Proteomics- * Mass spectrometry after
MicroRNA-expression profiling .| * PNA microarrays . ; P A
mﬂ""l-u.:ﬁpmm ww ) MW;‘:
antibodies

Wu R et al. J DENT RES 2010;90:561-572
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Mesure d’activités enzymatiques

> Mesure indirecte de l'activation des RN

|'|!'i|ll"”|. './—\ .
HAHs & HAPs .B
" § ARNT

Exemples :
A48 I,
* Tyrosine aminotransférase (TAT) -"~|l|*~________,...--=--"" R
induite par les ligands de GR -~ T
_-"r |—)-Tr..1r|:-.-'.'i:.'-|.i-:-|1 \ -l-"-.
* CYP1A1 induite par les ligands de AhR II*.,_W ore T el P | ".I
L
e CYP19 (aromatase) induite par les o D A~ CYPIAL .~
. Crtoplavme ™., | P
ligands de ER i
EROD {reticulum endoplasmlgue)
e CYP3A4 & CYP2B6 induites par des o OLNADEH %y
Iiga nds de PXR 7-Ethoxyresorufine Hﬁnmflnﬁ:[ﬂ?mn
Fluorescence !

Excitation = 530 nm
Emission = 530 nm
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Mesure de la prolifération cellulaire

» Ex: E-SCREEN — MCF-7 (cancer du sein)

ATCC Number: HTB-22
Designation: ~ MCF-7

5 o

80-

& i

S 60-

g 40+ BPA

5 BPAF

E BPC
el L] L] L] |

= 10m 10-1 103 107 10-%

[ligand](M)

gl T f

Low Density Scale Bar = 100um High Density - . Scale sr = 100um
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Résistance a la chimiothérapie

> Activation de la détoxification T

Exposition a un agent anti-cancéreux (e.g. SN38) avec et sans pré-traitement a PE

- PXR/CAR S
T TRANSCRETIOON -""-ﬁ_
kY
-h'.
'-._.
CYP UGT f GST
A - & @£
. Pliase Pluse ]
------ et PO e
Ly eapiasig

Activation PXR = Augmentation de la détoxification (enzymes + transporteurs)

Augmentation de I'élimination de l'agent chimiothérapeuthique ...
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Utilisation de lignées cellulaires a gene rapporteur

Hormones
endogénes

A
£ A0 R
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Diversité des modeles cellulaires bioluminescents

RN?JCceIg;ieruer Isotype Espece
ER a, B h, zf
AR h, zf
PR h, zf
GR h, zf
MR h, zf
ERR a, B,y h, zf

PPAR a, B,y h
RAR a, B,y h
TR a, B r
VDR h
ROR a, y h
PXR h, m
CAR h, m
AhR h, zf, r

Lignée cellulaire

HelLa, MCF-7, BG1, HepG2, LS174T, ZFL

HelLa, U20S, LS174T
HelLa, MCF-7, U20S
HelLa, MCF-7, U20S
HelLa, U20S
Hela
HelLa
HelLa, MCF-7
Hela
HelLa, MCF-7
Hela
Hela, HepG2, LS174T
Hela
HelLa, HepG2, LS174T

Type de récepteur

WT, ERa-DBD
WT, ERa-DBD
WT, ERa-DBD
WT
GAL4DBD, ERa-DBD
GAL4DBD
GAL4DBD
WT, ERa-DBD
GAL4DBD
WT
GAL4DBD
WT, GAL4DBD
WT, GAL4DBD
WT

H, homme; zf, poisson zebre; r, rat; m, souris
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Utilisation de lignées cellulaires pour analyser les PE

_- -. ;lli,-_“'
Ii . ® Exposition a des dilutions en

- = -
g =< d séries des échantillons (16-24h)

-

Culture continue en routine
+

ensemencement de plaques 96 puits
(conditions stériles)

120 - Lecture de luminescence
ou flurorescence

Luciferase activity (%)

1.E-09 1.E-06 1.E-03 1.E+00
Concentration (g/Lor g EQsed/L)
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Evaluation du potentiel PE de composés individuels

m Composésréef. A Composés i t
120 -

100 -
80 -
60 -

40 -

Luciferase activity (%)

20 -

0 - ]
1.E-09 1.E-06 1.E-03 1.E+00
Concentration (g/Lor gEQsed/L)

e, e Hudgu_?“_"_.________,..-+
Cytosol

Mesure quantitative de 'activité PE de diverses substances

REP = EC., compose ref / EC., compose i (REP = Relative potenty)

EC., = concentration induisant 50 % de | “effet maximum
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Evaluation du potentiel PE de composés individuels

» Exemple de I'activité oestrogénique e
120 —
$
100 2
.
80 + E3

EC,,-E2 = 2.10" M ~ 5 ng/L

% Transactivation (RLU)

1.E-13
1E-12 £
1.E-10 £
1.E-00 -
1.E-08 -
1.E-07 £
1.E-06 -
1.E-05 -
1.E-04 -

Concentration (M)
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Evaluation du potentiel PE de matrices complexes

@ Composésréf. A Matrice complexe
120 -

J

Extrait
environnemental

[
8
M

Luciferase activity (%)
3

1.E-09 1.E-06 1.E03 1.E+D0
Concentration (g/Lor g EQsed/L)

&

EC,, ref. compound

BioTEQ =

- Détection de I'ensemble des ligands ,
, , EC.. Extract
présents dans le mélange complexe =20 =ANALL

(e.g. E2-EQ pour l'activité oestrogénique)

Bio-TEQ = Quantification intégrée
des composés actifs

v' BioTEQs = profil toxicologique = « fingerprint »
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Détection de PE dans des sédiments de riviere

7 . N B i
» Détection de xenoestrogénes
Estrogenic activity of sediment
extracts

oS ; b
"gg‘ 100 7 R Site E2-EQ (ng/g)
T c 3 2: Rho
« o 807 3: vdv 4 ,
oe ] 4As ] Rév 6.43
o 1 -
O Rho 1.69
ST 40t Lez 0.83
- X
28 ,.1 VdV 0.29
- ™ .
ke = Ais 0.20
m 0 U '”"% T " 'H": T T T T

-4 g ™N - o ~— o~

s § 8 9 & & 3 g

Concentration (g EQsed/L)

Kinani et al. Environ Pollut, 2010
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Profil d’activité PE d’un effluent hospitalier

AR Avant

traitement
——
Apres

traitement
" —

GR

< v’ Evaluation

30 -

PXR & 5 de la performance
= du traitement

Agence Nationale de ln Recherche
A
A
/\
o
| \‘\
L A

PANACEE

g
AhR o
(=]
Ey

o N B oo
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Détection de PE dans des préparations alimentaires

—- Soy-based infant formulas
—— Hypoallergenic infant formulas
—O— Milk infant formulas

—{— Control

Percent of transactivation

0.001 0.01 0.1 1 Fm 4
>

Y& Infant -

N

b C

Riu et al. 2008

Perturbateurs endocriniens, quelles solutions ? - Fondation de la Maison de la chimie 25/04/2017



Criblage tres haut-débit - Automatisation
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Méthodes in vivo — Réponses individuelles
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Expression de genes, protéines ...

Tissue/Cell Lines

Genomics

+ Comparative genome hybridization
assessment
DNA copy-number -l o DNA mé
* DNA sequencing

Mutation screening -| » Mass-spectrometry-based genotyping
» Mutation-specific PCR

Transcriptomics

MMWMM.I * DNA microarrays Proteomic profiling | * Mass spectrometry
» Multiplex PCR -
s e roteomics - * Mass spectromelry after
mmwumnm_liﬂﬂhmn s | it et
e profiling | phosphotyrosine-specific
antibodies

Wu R et al. J DENT RES 2010;90:561-572
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Accumulation d’oil red O chez le poisson zebre

> Activation de PPARy S

Composé perfluoré (PFOA)
Ctrl 5.103M 1.107M 5.107M 1.10°M 5.10°5M

— S —

*” o
e

Ctrl 1.10°°M 3k 1.10%M 1.107M 1.10°M 1.10°°M

& —
oo ——— L P

Riu et al. 2011
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Organismes transgéniques

v’ Modéle (Gal4)hPPARy-GFP

0.1% DMSO B 10nM RZG FTT T 100nM RZG

» Embryons de poisson zébre

v' Modéle Cyp19a1b-GFP
(oestrogéniciteé)

EE2 o.05nm

ta| —
poa —>4

nrp—=ss o

100nM TEBPA ; 1uM TCBPA
G w0 —e—RGZ H 8 2GZ
—&—TIBBPA 25 { —e—TBBPA
--a--TCBPA --A--TCBPA
—e DNS O 24 - DAMSO

Fold induction
-
w

Fold induetion
(=] - L] w = w (=] ~J (=] w

100E-10 100E-09 100E-08 1.00E-07 100E-06 1.00E-05 1.00E-09  100E-08 100E-07  100E-06  1.00E-05
[Chemicals] (M) [Chemicals] (M)

Riu et al. 2014 Tox. Sci.

Brion et al. 2012, PLOS

Lee et al. 2012, Env. Sci. Tech.
Gorelick et al. 2014 Env. Sci. Tech.

v' Modéle ERE-GFP
(oestrogénicité)
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Organismes transgéniques

» Embryons de xénope (axe thyroidien)

Modéle TRE-GFP

L

N
ﬁl§—§

Tim) - 100 100 qee .

T,510°M -
GC-1107M - - - - -+
TRIAC 10°M -

Fini et al. 2011, Env. Sci. Tech.
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Organismes transgéeniques

» Souris ERE-LUC T— e |

30 head 100

abdomen
1]
E 15 50
2000 = -
thorax 50 tail

['r]
I
(& 1000 = 25 =

D baseline . 6 hours

|:| 3 hours |:| 24 hours

+ Maaqi A, et al., (2004a).

Perturbateurs endocriniens, quelles solutions ? - Fondation de la Maison de la chimie 25/04/2017




Xeénogreffes sur souris

> in vivo vs in vivo T e arerET

MELN (ERa)

Compound In vitro ECs, (pg/L) In vivo ECy (ng/kg/day)
sc Oral
EE, 0.0020 % 0.0003 034005 3+06
E, 0.005 £ 0.001 55+15 100 +23
E, 0.19+0.03 250+ 79 ~300
Gen 72+£40 ~100,000 ~80,000
oP I11£3 nd nd
24'-DDE 871 +£290 nd nd
100 v" Plus faible activité in vivo
< g-
3 10
S 604
& s 1
©
L :
g S 04
J 20 g
0 uouj 0.01
0 1 10 100 1000 £
Estradiol concentration (ug/kg/day) E 0.001
v' Réponse in vivo a 'EE2 0.0001

0.1 1 10 100 1000 10000 100000
in vivo EC5, values (ug/kg/day)

v' Corrélation in vitro vs in vivo
Pillon et al. 2005

25/04/2017
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En résumeé

» Meéthodes in silico
v" Méthodes d’avenir mais a améliorer
v Enrichir avec des données issues des autres techniques (e.qg. cristallographie +++)

» Méthodes biochimiques
v Tres utiles pour I'étude du mécanisme d’action
v" Adaptées au criblage a haut débit
v Non prise en compte du contexte « cellulaire » ...

» Meéthodes in vitro cellulaires

Tres utiles pour I'étude du mécanisme d’action et de la fonction

Plus intégratives que les tests biochimiques

Tres adaptées a un criblage a haut débit

Prise en compte partielle de la pharmaco-cinétique du/des composés

SN XX

» Méthodes in vivo
v" Lourdes et colteuses
v" Elles ont évolué et deviennent plus simples et plus abordables
(i.e. techniques d’imagerie et modeles embryo-larvaires)

v’ Enjeu = régle des 3R - Remplacer, réduire, raffiner 'expérimentation animale = Méthodes alternatives
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Tests normalisés - OCDE

TG

407
(updated)

21
(updated)

229

230

233

234

456

Uterotrophic Bioassay in rodents: A shori-term Screening Assay for
Oestrogenic Properties

Repeated Dose 28-day Oral Toxicity Study in Rodents

Daphnia Magna Reproduction Test

Hershberger Bioassay in rats: A Short-Term Screening Assay for
(Anti)Androgenic Properties

Fish Short Term Repreduction Assay

21-Day Fish Assay: A Short-Term Screening for Oestrogenic and
Androgenic Activity, and Aromatase Inhibition

Amphibian Metamorphosis Assay
Stably Transfected Human Oestrogen Receptor-a Transcriptional
Activation Assay for the Detection of Oestrogenic Agonist Activity of

Chemicals

Sediment-Water Chironomid Life-Cycle Toxicity Test Using Spiked
Water or Spiked Sediment

Fish Sexual Development Test
H295R Steroidogenesis Assay

BG1Luc Estrogen Receptor Transactivation in vitro Assay to Detect
Esfrogen Receptor Agonists and Antagonists

Adoption
year

2007

2008

201

2009

2009

2009

2009

2009

2010

2011

2011

2012

» Test oestrogénique in vivo :
Bio-essai utérotrophique chez les rongeurs
(OCDE 440)

» Test androgénique in vivo :
Bioessais de Hershberger chez le rat
(OCDE 441)

» Test thyroidien in vivo :
Bioessais de métamorphose chez le xénope
(OCDE 231)

» Tests oestrogéniques in vitro :
Tests de trans-activation sur Hela9903 (OCDE455)
& BG-1 (OCDE 457)

v’ Enjeu = régle des 3R - Remplacer, réduire, raffiner 'expérimentation animale = Méthodes alternatives
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