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INTRODUCTION

Les travaux de recherche présentés dans ce document ont été réalisés au sein des
équipes "Pesticides Perturbateurs Endocriniens” et "Toxicologie Intégrative et Métabolisme"
de 'UMR1331 Toxalim, Research Centre in Food Toxicology, INRA, ENVT, sous la direction
de Catherine Viguié et Pascal Martin. Ce projet s'inscrit dans le cadre de la réévaluation de
la toxicité d'un insecticide agrovétérinaire tres largement utilisé, le fipronil, qui peut étre
une source de contamination importante de notre environnement domestique et de
notre alimentation.

Nous nous sommes plus précisément intéressés a l'impact du fipronil sur la fonction
thyroidienne. En effet, en dépit de son role critique sur des fonctions biologiques majeures
- elle régule entre autres le développement du systeme nerveux central et du squelette ou
le métabolisme hépatique (Yen, 2001) - limpact des perturbateurs endocriniens sur la
fonction thyroidienne reste peu étudié. Or, on observe une augmentation de lincidence
des troubles de la fonction thyroidienne chez 'Homme (InVS, 2011). Lincidence du cancer
de la thyroide a par exemple augmenté de 6% par an en moyenne entre 1980 et 2005 en
France, et se situait respectivement au 5e et au 21e rang pour lincidence et la mortalité
par cancer chez la femme et au 19e rang pour les deux indicateurs chez 'Homme en 2005.
Deux facteurs de risque établis de ces cancers sont l'exposition aux rayonnements ionisants
dans l'enfance et la carence en iode. Cependant, lorsque les cancers de la thyroide
apparaissent hors des zones a risque, aucune cause étiologique particuliere n'a pu étre
identifiée. Des facteurs nutritionnels ou hormonaux sont fortement suspectés de méme
qu'une exposition a des polluants environnementaux chimiques tels que les pesticides. Un
de ces pesticides, le fipronil, est décrit dans les évaluations toxicologiques réglementaires
comme un perturbateur thyroidien chez le rat (AFSSA, 2005). Ceci a été confirmé au sein
de l'équipe "Pesticides Perturbateurs Endocriniens” par Julien Leghait (2009), ses travaux
ayant montré que le fipronil induit chez cette espece une augmentation du métabolisme
hépatique des hormones thyroidiennes associée a un état d'’hypothyroidie se traduisant par
une diminution des concentrations plasmatiques en thyroxine (T4) circulante résultant en
une augmentation de la sécrétion de Thyroid-Stimulating Hormone (TSH) hypophysaire.

Dans ce contexte, l'objectif de ce travail de thése était alors de mieux caractériser
le mode d'action du fipronil sur la fonction thyroidienne au niveau hépatique en
s'intéressant notamment 1) au role potentiel du principal métabolite du fipronil formé in
vivo, le fipronil sulfone, 2) a l'implication de récepteurs nucléaires xénosenseurs, et 3)
aux différences interspécifiques de métabolisme du fipronil et/ou de sensibilité a la
perturbation thyroidienne qui peuvent préjuger de la pertinence des différents modéles

animaux en termes d'analyse du risque du fipronil pour la santé humaine.
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LES PERTURBATEURS THYROIDIENS

A.Les perturbateurs endocriniens
1. Définition

En Europe, un perturbateur endocrinien a été défini comme étant une substance
exogéne altérant les fonctions du systéme endocrinien et induisant des effets nocifs sur
la santé d'un organisme intact, de ses descendants ou (sous) populations (European
Workshop on the impact of endocrine disruptors on human health and wildlife, 1996). Un
perturbateur endocrinien peut interférer avec la synthése, le stockage, la libération, la
sécrétion, le transport, |'élimination ou l'action des hormones endogénes (Comité de la
prévention et de la précaution, Ministere de lécologie et du développement durable,
2003). Pour qu'une substance soit déclarée perturbateur endocrinien, il est donc nécessaire
de démontrer une altération de la fonction endocrine mais également de lui associer des
conséquences déléteres sur l'organisme. Les premiéeres alertes sur les effets des polluants
environnementaux sur certains organismes animaux ont été lancées au sujet de lutilisation
de dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) dans les années 1960. Cest un insecticide
développé pour lutter contre les moustiques dans le cadre de la lutte contre le paludisme
ou le typhus. Il est suspecté d'étre responsable du déclin des populations d'oiseaux dans la
région des Grands Lacs d’Amérique du Nord, idée reprise par Rachel Carlson dans son livre
"Silent Spring" (1962). Il a été interdit aux Etats-Unis en 1972 et a ouvert la voie a 'étude

des perturbateurs endocriniens.
2. Intérét de l'étude des perturbateurs thyroidiens

Probablement pour des raisons historiques car ce sont les premiers effets
clairement décrits, la plupart des études étaient focalisées sur limpact des perturbateurs
endocriniens sur la fonction de reproduction. Cependant, dautres fonctions
endocriniennes, parmi lesquelles la fonction thyroidienne, sont fondamentales pour le
développement et le fonctionnement normal d'un individu. Ainsi, la fonction thyroidienne
est critique pour le maintien et le déroulement dun certain nombre de processus
biologiques, notamment au cours de la croissance et du développement osseux. Chez les
enfants, une hypothyroidie peut par exemple causer un retard de fermeture des épiphyses
conduisant au nanisme (Yen, 2001). Les hormones thyroidiennes jouent également un role
essentiel lors du développement du foetus dans la prolifération neuronale, la formation de
la myéline et la migration et la différentiation cellulaires dans le cerveau (Porterfield and
Hendry, 1998; Bernal, 2007), et régulent le développement de certains systéemes
dopaminergiques et cholinergiques importants pour la mémoire et lapprentissage

(Puymirat et al., 1983; Oh et al., 1991). Au niveau du ceoeur, elles réduisent la résistance
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LES PERTURBATEURS THYROIDIENS

vasculaire systémique, augmentent le volume sanguin, la contractilité cardiaque et la
fréquence cardiaque. Au niveau du tissu adipeux, elles induisent la différentiation des
préadipocytes du tissu adipeux blanc et sont impliquées dans le développement du tissu
adipeux brun essentiel a la régulation de la thermogénése. Au niveau du foie, elles
stimulent entre autres les enzymes régulant la lipogenéese, la lipolyse ou les processus
oxydatifs (Yen, 2001). Enfin, elles jouent un role dans le développement et le
fonctionnement de l'appareil reproducteur. Chez lhomme, elles controlent la
différenciation des cellules de Sertoli pendant les périodes périnatale et prépubere. Une
hypothyroidie prépubere pourra entrainer une malformation des testicules alors que
l'hypothyroidie ou 'hyperthyroidie n'auront aucun impact sur la fonction des gonades chez
l'adulte (Jannini et al., 1995). Chez la femme, elles n'auraient pas ou peu deffet sur le
développement de l'appareil reproducteur (Choksi et al., 2003). Cependant, 'hypothyroidie
prépubére est associée a un allongement de la durée du cycle menstruel et une
hypothyroidie sévere peut conduire a labsence d'ovulation. L'hyperthyroidie réduit la
longueur du cycle menstruel et l'abondance des menstruations et augmente les niveaux de
Luteinizing Hormone (LH) et de Follicle-Stimulating Hormone (FSH, Krassas, 2000). L'étude
de limpact des perturbateurs endocriniens sur la fonction thyroidienne représente donc un
enjeu majeur en termes de santé humaine. Ils peuvent agir a tous les niveaux de

régulation de la fonction thyroidienne (figure 1, d'apres Patrick, 2009).
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Figure 1: Effets potentiels des perturbateurs thyroidiens sur la synthése, le transport, le
métabolisme et le mode d'action des hormones thyroidiennes.
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PERTURBATION DE LA SYNTHESE DES HORMONES THYROIDIENNES

B.Perturbateurs thyroidiens et synthése des hormones thyroidiennes

1. Perturbation de la production des hormones thyroidiennes

a. La production des hormones thyroidiennes

La glande thyroide est constituée d'un stroma conjonctif et d'unités fonctionnelles,
les follicules. Ces derniers sont composés de cellules folliculaires ou thyréocytes et d'une
substance colloide riche en thyroglobuline. Les follicules sont a l'origine de la formation

des hormones thyroidiennes thyroxine (T,4) et triiodothyronine (Ts) présentées en figure 2.

OH
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'
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Figure 2: Structure des hormones thyroidiennes thyroxine (T,4) et triiodothyronine (Ts).

Ces hormones thyroidiennes étant des molécules iodées, le follicule doit incorporer
de liode pour pouvoir former de la thyroxine et de la triiodothyronine. Cet iode provient
essentiellement de l'alimentation mais aussi de l'iode endogene libéré par le métabolisme
des hormones thyroidiennes (Larsen et al., 2002). Il pénetre sous forme d'ions iodure dans
les thyréocytes au pole basal par un transport actif via le transporteur membranaire NIS
(Sodium-lodide Symporter). Les ions iodure sont ensuite oxydés grace a la protéine
héminique TPO (Thyroperoxydase) en présence d'H,0, et liode ainsi oxydé permet une
iodation des résidus tyrosine de la glycoprotéine thyroglobuline présente dans la
substance colloide des follicules thyroidiens. Cela conduit a la formation des iodotyrosines

MIT (monoiodotyrosine) et DIT (diiodotyrosine) présentées en figure 3.
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Figure 3: Structure des iodotyrosines MIT (monoiodotyrosine) et DIT (diiodotyrosine).

Le couplage, catalysé par la TPO, d'une MIT et d'une DIT conduit a la formation de
T; et celui de deux DIT a la formation de T,. La substance colloide, contenant les hormones

thyroidiennes fixées sur la thyroglobuline, subit ensuite une endocytose au niveau apical
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des thyréocytes via une macropinocytose par des pseudopodes ou via une micropinocytose
par la formation de petites cellules vésiculaires. La fusion de ces "gouttelettes de colloide”
entraine la formation de phagolysosomes qui transportent les hormones thyroidiennes
jusqu'au pole basal des thyréocytes. Enfin, une protéolyse de la thyroglobuline entraine la
libération des hormones thyroidiennes T, et T; dans la circulation sanguine. Les
iodotyrosines sont quant a elles désiodées par la protéine DEHAL (iodotyrosine
déhalogénase) et l'iode est recyclé pour la formation de nouvelles hormones thyroidiennes.

Un schéma récapitulant les différentes étapes de la production des hormones

thyroidiennes est présenté en figure 4.
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Circulation sanguine

Figure 4: Production des hormones thyroidiennes par les follicules thyroidiens.
NIS: Sodium-lodide Symporter, I: iode, TPO: Thyroperoxydase, Tg: Thyroglobuline, DEHAL:
lodotyrosine déhalogénase, MIT: monoiodotyrosine, DIT: diiodotyrosine, T4: thyroxine, Ts:

triiodothyronine. D'aprés Larsen et al., 2002.

b. Inhibition de la captation de l'iode

Certains perturbateurs endocriniens comme le perchlorate, le thiocyanate, les
bromates ou les nitrates inhibent la captation d'iode par le NIS au niveau de la thyroide

(Patrick, 2009). Le perchlorate a été développé pour faciliter la propulsion des missiles,
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comme composant des feux d'artifices, de certains détergents, de certains engrais ou pour
traiter les dysfonctionnements de la thyroide induits lors d'un traitement de patients a
l'amiodarone (Trumpolt, 2005). Il bloque l'entrée diode dans la thyroide par inhibition
compétitive du NIS et réduit ainsi la synthése des hormones thyroidiennes, mais il n'a
aucun effet sur liodation de la thyroglobuline (Wolff, 1998). Le thiocyanate, les nitrates et
les bromates agissent selon le méme mode d'action que le perchlorate (Dohan et al., 2003;
Tonacchera, 2004) mais la capacité du perchlorate a inhiber le NIS est respectivement 15
et 240 fois plus grande que celle du thiocyanate ou du nitrate. De plus, il n'y a aucune
évidence d'une synergie entre ces trois composés, ce qui confirme leur mécanisme d'action
par inhibition compétitive du NIS. Des substances naturelles comme les glucosinolates
contenus dans les cruciféeres comme le choux, le colza, le raifort ou le radis peuvent
également inhiber la captation de liode (Vierling, 2008). A linverse, certains phthalates,
utilisés dans les plastiques, augmentent faiblement 'expression des ARNm et l'activité

du NIS et entrainent une hyperactivité de la thyroide (Breous et al., 2005).

c. Inhibition de la thyroperoxydase

Des substances chimiques tels que lherbicide amitrazole, les fongicides
éthylénethiourée et mancozeb ou la benzophénone 2 utilisée dans les cremes solaires
(Patrick, 2009), ainsi que le propylthiouracil et le méthimazole utilisés pour le traitement
de lhyperthyroidie (Glastein, 2009), inhibent la TPO et altérent ainsi la capacité des
cellules folliculaires de la thyroide a produire de la T, et de la T;. Des substances
naturelles comme les isoflavones du soja (Patrick, 2009) et les flavonoides en général
(Divi and Doerge, 1996) inhibent également la synthese des hormones thyroidiennes. Elles
n'ont pas toutes le méme mécanisme daction, la myricétine (raisins, baies, noix) et la
naringine (pamplemousse, pomélo, bergamote) bloquant par exemple liodation des résidus
tyrosine de la thyroglobuline mais également l'apport d'H,0, essentiel au fonctionnement
de la TPO, alors que la biochanine A (pois chiche) ne bloque que liodation de la

thyroglobuline.
2. Perturbation du rétrocontrole négatif

a. Une régulation hypothalamo-hypophysaire

La TRH (Thyrotropin-Releasing Hormone) est un tripeptide exprimé dans
l'hypothalamus, les cellules "C" de la glande thyroide qui produisent de la calcitonine, les
cellules béta du pancréas, le myocarde, les organes reproducteurs (prostate et testicules)
et la moelle épiniere (Larsen et al., 2002) ou le tractus gastro-intestinal (Mason et al.,

1995). La TRH hypothalamique est produite par un cluster de cellules nerveuses dans la
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région parvocellulaire du noyau paraventriculaire de 'hypothalamus et est ensuite libérée
dans le systéme porte hypothalamo-hypophysaire. Elle se fixe alors a son récepteur
transmembranaire au niveau des cellules thyréotropes de l'antéhypophyse pour réguler la
synthése et la sécrétion de TSH (Thyroid-Stimulating Hormone) hypophysaire.

La TSH produite par l'antéhypophyse est une glycoprotéine composée d'une sous-
unité a de 92 acides aminés commune a celle d'autres hormones sécrétées par 'hypophyse
comme la LH, la FSH ou l'hormone placentaire HCG (Human Chorionic Gonadotropin) et
d'une sous-unité B spécifique de 118 acides aminés. Elle se fixe a son récepteur
transmembranaire au niveau des thyréocytes et controle la synthése et la libération des
hormones thyroidiennes en agissant sur le transporteur diode NIS, sur la synthese,
U'hydrolyse et le niveau d'iodation de la thyroglobuline et sur l'expression et la synthése de
la thyroperoxydase.

Enfin, il existe un rétrocontréle négatif des hormones thyroidiennes sur la
libération de TRH et de TSH. Pour exercer ce rétrocontrole, la T3, hormone thyroidienne
active, se fixe préférentiellement sur lisoforme B2 des récepteurs aux hormones
thyroidiennes fortement exprimée au niveau des cellules thyréotropes et dans les neurones
a TRH de l'hypothalamus (Abel et al., 2001).

b. Inhibition de la libération des hormones thyroidiennes

La liaison de la TRH au niveau des cellules thyréotropes de ['hypophyse et celle de
la TSH au niveau des thyréocytes sont aussi modulées par les perturbateurs thyroidiens. Le
mécanisme d'action de ces perturbateurs pourrait étre une inhibition compétitive des
récepteurs a la TRH ou a la TSH. De plus, il est envisageable que des xénobiotiques
interferent avec les voies de signalisation de ces récepteurs inhibant ainsi les effets
stimulateurs de la TRH ou de la TSH sur la syntheése des hormones thyroidiennes sans se lier
aux récepteurs (Patrick, 2009). Le DDT, l'Aroclor 1254 ou la "mélisse officinale" inhibent
par exemple l'activité de l'adénylate cyclase ou la production de UAMP cyclique impliqués
dans la voie de signalisation de libération des hormones thyroidiennes et normalement
stimulés par la TSH. La "mélisse officinale” inhibe également la liaison de la TSH a son

récepteur (Santini et al., 2003).
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C.Perturbateurs thyroidiens et transport des hormones

thyroidiennes

1. Perturbation du transport plasmatique des hormones
thyroidiennes

Une fois libérées dans la circulation générale, les hormones thyroidiennes existent
sous une forme libre ou active et sous une forme liée a des protéines plasmatiques. La
forme liée constitue une réserve importante d’hormones thyroidiennes inactives (99.9% des
hormones thyroidiennes sont sous cette forme). Les principales protéines de liaison des
hormones thyroidiennes sont la TBG (Thyroxine-Binding Globulin), la TTR (Transthyrétine)
et lalbumine. D'autres protéines comme les lipoprotéines ou les immunoglobulines
contribuent faiblement au transport plasmatique des hormones thyroidiennes (Schussler,
2000). Le role physiologique de la liaison aux lipoprotéines est incertain mais ce type de
liaison pourrait avoir un intérét pour favoriser lapport de T, a des tissus spécifiques
(Larsen et al., 2002).

a. La Thyroxine-Binding Globulin

La TBG est une glycoprotéine monomérique de 54 kDa composée de 395 acides
aminés synthétisée par le foie (Flink et al., 1986). Elle ne comporte qu'un seul site de
liaison aux hormones thyroidiennes (Larsen et al., 2002). Sa concentration dans le sérum
humain est d'environ 15 a 20 mg/L (Power et al., 2000; Larsen et al., 2002; Feldt-
Rasmussen and Rasmussen, 2007), une concentration beaucoup plus faible que celle des
autres protéines plasmatiques de liaison des hormones thyroidiennes. Cependant, la TBG
transporte jusqu'a 75% de la T, plasmatique chez I'Homme grace a sa forte affinité pour
les hormones thyroidiennes, en particulier pour la T4 (Schussler, 2000).

Un changement qualitatif ou quantitatif de la TBG aura alors un fort impact sur les
concentrations en T, et en T; totales dans le plasma (tableau 1). En effet, chez des
patients exprimant peu la TBG, les concentrations plasmatiques totales des hormones
thyroidiennes, et en particulier celles de la T4, sont diminuées. Ces concentrations en
hormones totales sont augmentées chez des patients surexprimant la TBG (Nicoloff et al.,
1972; Bhatkar et al., 2004). Les concentrations en hormones thyroidiennes libres sont
quant a elles peu modifiées lors d'une modification de la quantité de TBG car la
modification transitoire de la fraction libre des hormones thyroidiennes entraine une
modification de leur rétrocontrole négatif sur l'axe hypothalamo-hypophysaire qui conduit
a une modulation de la sécrétion de TSH et ainsi de la production des hormones

thyroidiennes (Larsen et al., 2002).
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TT4 TT3 TSH FT4 TBG FT4/TT4
(ng/mL) (ng/mL) (MUI/mL) (pg/mL) (Mg/mL) (x 10'3)
Sains 87 1.44 3.4 10.1 28 0.12
(45-117) (1.09-1.60) (2-15.7) (8.0-11.0) (20-44.3)  (0.10-0.15)
TBG élevée 137 2.08 1.3 8.0 62 0.06
(130-143)  (1.99-2.23) (0.61-1.9)  (7.0-10.0) (55-69) (0.04-0.07)
TBG faible 19 0.50 5 13.0 Non 0.68

(17-21)  (0.24-0.75)  (2.1-7.9)  (11.0-15.0) détectable (0.65-0.70)

Tableau 1: Concentrations en hormones thyroidiennes totales et libres dans le sérum de sujets
avec une concentration en TBG normale, forte ou faible.
D'aprés Bhatkar et al., 2004.

b. La Transthyrétine

La TTR, anciennement appelée Thyroxine-Binding Prealbumin (TBPA), est une
protéine tétramérique de 55 kDa composée de quatre sous-unités identiques synthétisée
majoritairement par le foie et le plexus choroide (Schussler, 2000). Elle peut également
étre synthétisée par le placenta et permet alors le transfert des hormones thyroidiennes
maternelles au foetus (Landers et al., 1952). Elle comporte deux sites de liaison aux
hormones thyroidiennes. Sa concentration dans le sérum humain est de 250 a 350 mg/L
(Power et al., 2000) mais son affinité pour les hormones thyroidiennes est plus faible que
celle de la TBG. Elle transporte chez I'Homme jusqu'a 20% de la T, plasmatique et la
majorité de la T, du liquide cérébrospinal (Schussler, 2000; Feldt-Rasmussen and
Rasmussen, 2007). Une déficience en TTR peut entrainer un syndrome néphrotique, des
troubles hépatiques, une fibrose kystique ou une hypothyroidie (Feldt-Rasmussen and

Rasmussen, 2007).
c. Lalbumine

L'albumine est une protéine monomérique de 66 kDa synthétisée dans le foie
(Larsen et al., 2002). Son affinité pour la T, et la T; est beaucoup plus faible que celles de
la TBG et de la TTR et elle n'est pas spécifique des hormones thyroidiennes, mais sa forte
concentration dans le sérum humain (40000 a 50000 mg/L, Power et al., 2000; Larsen et
al., 2002; Feldt-Rasmussen and Rasmussen, 2007) explique qu'elle transporte jusqu'a 20%

de la T, plasmatique chez 'Homme (Larsen et al., 2002).

Les caractéristiques physico-chimiques de ces trois protéines de transport chez 'Homme

sont récapitulées dans le tableau 2.
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TBG TTR Albumine
Poids moléculaire 54 kDa 55 kDa 66 kDa
Structure Monomere Tétramere Monomere
Nombre de site de liaison des HT 1 2 Plusieurs
Constant d'association Ka
Pour la T, 1x10" 2x10° 1.5 x 10°
Pour la Ts 1x10° 1x10° 2x10°
Concentration dans le sérum (mg/L) 15a 21 250 a 350 40000 a 50000
Liaison de la T4 68 a 75% 11 a 20% 5 a 20%
Liaison de la Ts 75 a 80% 5a 9% 11 a 20%
Temps de demi-vie (jours) 5 2 15
Taux de dégradation (mg/j) 15 650 17000

Tableau 2: Caractéristiques physico-chimiques des protéines plasmatiques de transport des
hormones thyroidiennes chez 'Homme.
TBG: Thyroxine-Binding Globulin, TTR: Transthyrétine, HT: hormones thyroidiennes. D'aprés Power
et al., 2000; Schussler, 2000; Larsen et al., 2002; Feldt-Rasmussen and Rasmussen, 2007.

d. Différences interspécifiques

La TBG est la protéine qui transporte majoritairement les hormones thyroidiennes
chez la plupart des vertébrés. Cependant, elle est absente chez certaines especes comme
le chat, le lapin, le rat, la souris, le cochon d'inde, le pigeon ou le poulet (Kaneko, 2008)
chez qui l'albumine ou la TTR transportent majoritairement les hormones thyroidiennes. De
plus, chez le rat comme chez la souris, l'absence d'expression de la TBG dépend du stade
physiologique de l'animal. La TBG est exprimée au cours de la période post-natale et au
cours de la sénescence mais n'est pas détectable chez le rat ou la souris adulte (Savu et
al., 1987; Vranckx et al., 1990; Savu et al., 1991), elle peut étre a nouveau détectable
chez le rat soumis a un régime pauvre en protéines (Rouaze-Romet et al., 1992) ou durant
la gestation (Zoeller, 2010).

Chez le rat ou la souris sans TBG, la fraction libre des hormones thyroidiennes, en
particulier de la T4, est supérieure a celle observée chez 'Homme et les hormones
thyroidiennes sont plus rapidement éliminées comme le suggere leur temps de demi-vie
qui est plus court chez les rongeurs que chez 'Homme (tableau 3). L'absence de TBG
conduirait donc a une augmentation de ['élimination des hormones thyroidiennes et a une
augmentation de la fraction disponible pour cette élimination via une augmentation de la
fraction libre. Cela suggére qu'un perturbateur thyroidien modulant le catabolisme des
hormones thyroidiennes pourrait avoir plus d'effet sur des especes sans TBG comme le rat

et la souris que chez des especes avec TBG comme lHomme. La documentation des
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différences interspécifiques en termes de sensibilité aux perturbations thyroidiennes
résultant d'une augmentation du catabolisme des hormones thyroidiennes est donc une
étape clé au coeur de la validation des modeéles d'étude permettant d'étudier les effets de

perturbateurs thyroidiens potentiels chez 'lHomme.

Homme Rat Souris

Concentrations plasmatiques en hormones totales (ng/mL)

TT, 77.7 54.3 +9.6 23.6 + 4.60
TT; 1.2 0.69 £ 0.15 0.66 +0.13
Concentrations plasmatiques en hormones libres (pg/mL)

FT4 15.5 24.1 £ 3.6 13.0+£1.0
FT; 2.6 3.74 £+ 1.37 2.37 £0.27
Fraction libre (%)

T4 0.02 0.04 0.06 + 0.01
T; 0.3 0.54 0.35 + 0.04
Temps de demi-vie (jours)

T4 5a9 0.5a1 0.5a0.75
T; 1 0.25 0.45

Tableau 3: Fraction libre et temps de demi-vie des hormones thyroidiennes chez 'Homme, le
rat et la souris.
D'apres Berry et al., 1993; Larsen et al., 2002; Baltaci et al., 2004; Jahnke et al., 2004.

e. Liaison compétitive avec les protéines de transport plasmatiques

Les polychlorobiphényles (PCB), certains retardateurs de flamme et le
pentachlorophénol possedent une analogie structurale avec les hormones thyroidiennes
(figure 5) leur permettant potentiellement de se lier a la TTR (Meerts et al., 2000;
Patrick, 2009).
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Figure 5: Analogie structurale entre la T, et les polychlorobiphényles (PCB), le
pentachlorophénol (PCP), et les retardateurs de flamme pentabromophénol (PBP),
polybromodiphényléthers (PBDE) et tetrabromobisphénol A (TBBPA).
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Cette liaison faciliterait le transfert des perturbateurs thyroidiens a travers des
barriéres physiologiques exprimant la TTR telles que le placenta et la barriere hémato-
encéphalique et pourrait ainsi étre un facteur déterminant de l'exposition du foetus et/ou
du systéme nerveux central. De plus, les métabolites hydroxylés des PCB possedent une
affinité pour la TTR plus importante que celle des molécules méres pouvant méme étre
équivalente a celle de la T, (Cheek et al., 1999; Meerts et al., 2000). Enfin, les
métabolites hydroxylés des perturbateurs endocriniens se liant a la TTR ne semblent pas se
lier fortement a la TBG. En effet, seuls deux métabolites hydroxylés des PCB se lient a la
TBG mais avec une affinité 100 fois inférieure a celle observée pour la T, (Lans et al.,
1994; Cheek et al., 1999).

2. Perturbation du transport cellulaire des hormones
thyroidiennes

Les hormones thyroidiennes agissent au niveau intracellulaire d'ou la nécessité d'un
transport des hormones thyroidiennes a travers la membrane des cellules. Du fait de leur
nature lipophile, il était supposé auparavant que le transport des hormones thyroidiennes
au travers de la bicouche lipidique des membranes cellulaires se faisait exclusivement par
diffusion passive. Cependant, il est aujourd'hui démontré que les hormones thyroidiennes
pénétrent également dans les cellules grace a des transporteurs transmembranaires. Ces
transporteurs peuvent étre a la fois responsables de linflux des hormones thyroidiennes
vers les cellules mais également de leur efflux en dehors des cellules (Visser et al., 2007).
Ils font partie de cing familles de transporteurs que sont les Organic Anion-Transporting
Polypeptides (OATP), les Multidrug Resistance-associated Proteins (MRP), les
Monocarboxylate Transporters (MCT), les L-type Amino acid Transporters (LAT) et le
Na‘/Taurocholate Cotransporting Polypeptide (NTCP).

a. Les Organic Anion-Transporting Polypeptides

Les OATP sont des transporteurs membranaires d'influx. La famille des OATP chez
'Homme comporte 11 membres (tableau 4). Les OATP impliqués dans le transport des
hormones thyroidiennes sont U'OATP1A2, 'OATP1B1, UOATP1B3, UOATP1C1 et UOATP3A1
(Feldt-Rasmussen and Rasmussen, 2007; Visser et al., 2007; van der Deure et al., 2010;
Kinne et al., 2011; Visser et al., 2011). Seul I'OATP1C1 a été décrit comme un
transporteur spécifique des hormones thyroidiennes, les autres OATP transportant une
large variété de composés et ne présentant qu'une faible affinité pour les hormones
thyroidiennes. LOATP1C1 transporte préférentiellement la T4 et la reverse triiodothyronine

(rTs) et aurait un role prépondérant dans le transport de la T4 au travers de la barriere
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hémato-encéphalique. Cependant, aucune étude sur des patients avec une mutation du

gene Slco1c1 ou sur des souris déficientes en ce géne n'a été décrite, ce qui ne permet pas

encore de connaitre précisément la fonction de ce transporteur in vivo (Visser et al.,
2007).

Protéine Distribution tissulaire

OATP1A2 Slco1a2 Cerveau, reins, foie, intestin
OATP1B1 Slco1b1 Foie

OATP1B3 Slco1b3 Foie

OATP1C1 Slco1c1 Cerveau, testicules, corps ciliaire, cochlée
OATP2A1 Slco2at Ubiquitaire

OATP2B1 Slco2b1 Foie, placenta, intestin, cceur, peau
OATP3A1 Slco3at Ubiquitaire

OATP4A1 Slco4at Ubiquitaire

OATP4C1 Slco4ct Reins

OATP5A1 Slco5at Inconnu

OATP6A1 Slcobat Testicules

Tableau 4: Localisation des OATP chez 'Homme.
D'apres Kalliokoski and Niemi, 2009; Kinne et al., 2011.

b. Les Multidrug Resistance-Associated Proteins

Les MRP sont des transporteurs membranaires d'efflux de la famille des protéines

ABC (ATP Binding Cassette). La famille des MRP chez 'Homme comporte 8 membres
(tableau 5).

Protéine Distribution tissulaire

MRP1 Abcc1 Ubiquitaire mais faible dans le foie

MRP2 Abcc2 Foie, reins, intestin, placenta

MRP3 Abcc3 Foie, surrénales, pancréas, reins, intestin, placenta

MRP4 Abcc4 Prostate, poumons, muscles, pancréas, testicules,
ovaires, vessie, vésicule biliaire

MRP5 Abcch Ubiquitaire

MRP6 Abccé Foie, reins

MRP7 Abcc10 Ubiquitaire

MRP8 Abcc11 Seins, testicules

Tableau 5: Localisation des MRP chez I'Homme.
D'apres Borst et al., 2000; Choi, 2005; Stavrovskaya and Stromskaya, 2008.
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Les MRP jouent essentiellement un role dans le transport hors des cellules des
glucuronides (van der Heide et al., 2006). La spécificité de ces récepteurs pour les
hormones thyroidiennes est peu décrite, excepté pour les transporteurs MRP2 et dans une

moindre mesure MRP3 (Lecureux et al., 2009).

c. Les Monocarboxylate Transporters

Les MCT sont des transporteurs membranaires dinflux et d'efflux. La famille des

MCT chez 'Homme comporte 14 membres (tableau 6).

Protéine Geéne Distribution tissulaire

MCT1 Slc1é6at Ubiquitaire

MCT2 Slc16a7 Reins, cerveau

MCT3 Slc16a8 Epithélium rétinien pigmenté, plexus choroide

MCT4 Slc16a3 Muscle squelettique, chondrocytes, leucocytes,
testicules, poumons, placenta, foie

MCT5 Slc16a4 Cerveau, muscle, foie, reins, poumons, ovaires,
placenta, cceur

MCT6 Slc16a5 Reins, muscles, cerveau, cceur, pancréas, prostate,
poumons, placenta

MCT7 Slc16a6 Cerveau, pancréas, muscle

MCTS8 Slc16a2 Foie, reins, cerveau, cceur, muscle squelettique,

placenta, thyroide, testicules, thymus, intestin,
ovaires, prostate, pancréas

MCT9 Slc16a9 Endometre, testicules, ovaires, seins, cerveau,
reins, surrénales, rétine

MCT10 (TAT1) Slc16a10 Intestin, reins, foie, muscle squelettique, cceur,
placenta, pancréas

MCT11 Slc16aitt Peau, poumons, ovaires, seins, poumons, pancréas,
épithélium rétinien pigmenté, plexus choroide

MCT12 Slc16a12 Rein

MCT13 Slc16a13 Seins, cellules souches de la moelle osseuse

MCT14 Slc16a14 Cerveau, cceur, ovaires, seins, poumons, pancréas,

épithélium rétinien pigmenté, plexus choroide

Tableau 6: Localisation des MCT chez 'Homme.
D'aprés Halestrap and Meredith, 2004; Kinne et al., 2011; Halestrap, 2012.

Les MCT impliqués dans le transport des hormones thyroidiennes sont le MCT8 et le
MCT10 (Feldt-Rasmussen and Rasmussen, 2007; Visser et al., 2007; Heuer and Visser, 2009;
van der Deure et al., 2010; Kinne et al., 2011). Ces deux transporteurs ont une forte
spécificité vis-a-vis des hormones thyroidiennes, en particulier vis-a-vis de la T;. Pour ce

qui est du transporteur MCTS8, il est particulierement important pour le développement du
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cerveau. En effet, une mutation de ce récepteur entraine une diminution de la captation
de T; par les neurones et des troubles psychomoteurs (syndrome d'Allan-Herndon-Dudley,
Visser et al., 2007).

d. Les L-type Amino acid Transporters

Les LAT sont des transporteurs membranaires d'influx et d'efflux de la famille des
transporteurs hétérodimériques des acides aminés. La famille des LAT chez 'Homme

comporte 4 membres (tableau 7).

Protéine Geéne Distribution tissulaire

LAT1 Slc7a5 Tumeurs, cerveau, rate, placenta, testicules,
colon, reins, intestin, estomac, ovaires, thymus

LAT2 Slc7a8 Reins, placenta, cerveau, intestin, testicules,
ovaires, foie, coeur, muscle squelettique, poumons,
estomac

y+LAT1 Slc7a7 Reins, intestin gréle, leucocytes, poumons,

érythrocytes, placenta

y+LAT2 Slc7a6 Cerveau, intestin gréle, testicules, parotide, cceur,
reins, poumons, foie

Tableau 7: Localisation des LAT chez I'Homme.
D'aprés Wagner et al., 2001; Kinne et al., 2011.
Les LAT impliqués dans le transport des hormones thyroidiennes sont le LAT1 et le
LAT2 (Feldt-Rasmussen and Rasmussen, 2007; Kinne et al., 2011; Visser et al., 2011). Ils
sont plus spécifiques de la diiodothyronine (T;), puis de la rT; et de la Ts que de la T,
(Kinne et al., 2011).

e. Le Na*/Taurocholate Cotransporting Polypeptide

Le NTCP (géne Slco10a1 chez 'lHomme et le rat) est exclusivement exprimé dans les
hépatocytes et est un transporteur majeur des acides biliaires conjugués (Feldt-Rasmussen
and Rasmussen, 2007). Il peut également transporter les hormones thyroidiennes et en

particulier leurs métabolites sulfoconjugueés (Visser et al., 2011).

f. Modulation du transport membranaire

Des perturbateurs thyroidiens peuvent inhiber linflux des hormones thyroidiennes
vers les cellules cibles. Certains produits chimiques comme le di-n-butyl phthalate, les n-
bultylbenzyl phthalate et le dicofol inhibent en effet fortement la pénétration de T dans
les cellules (Shimada and Yamauchi, 2004). Un des mécanismes daction de ces
perturbateurs thyroidiens est la modulation de l'expression des ARNm et de la quantité
d'OATP au niveau des hépatocytes (Guo et al., 2002; Jigorel et al., 2006).
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D.Perturbateurs thyroidiens et métabolisme des hormones

thyroidiennes

1. Perturbation des enzymes responsables de la métabolisation

des hormones thyroidiennes

Le foie joue un role prépondérant dans le métabolisme des hormones
thyroidiennes. C'est en effet, un site majeur de sécrétion et de dégradation des protéines
de transport citées plus haut mais également de conversion, de dégradation et d'excrétion

des hormones thyroidiennes (Klachko and Johnson, 1983; Kelly, 2000, figure 7).

a. Les désiodases

La désiodation est une voie majeure de métabolisation des hormones thyroidiennes
chez 'Homme avec jusqu'a 85% de la T, et environ 50% de la T et de la rT; métabolisées
par cette voie (Curran and DeGroot, 1991). Trois désiodases ont été identifiées (D1, D2 et
D3). Ce sont des sélénoenzymes membranaires ou du réticulum endoplasmique de 29 a
31.5 kDa (Beckett and Arthur, 2005; Bianco and Kim, 2006) qui catalysent la suppression

d'un iode de la position 5 ou 5' des iodothyronines (figure 6).

Anneau interne O

Anneau externe

Figure 6: Sites de suppression potentielle d'un iode par les désiodases.

La désiodase D1 peut catalyser une suppression d'iode sur l'anneau interne ou sur
lanneau externe des iodothyronines, elle est donc responsable de la formation de
l'hormone thyroidienne 3,3',5-T; (forme active) a partir de la "pro-hormone" 3,3',5,5-T,
(désiodation sur lanneau externe), de 3,3,5-rT; inactive a partir de 3,3,5,5-T,
(désiodation sur l'anneau interne) et de 3,3'-T, inactive a partir de 3,3',5-T; (désiodation
sur l'anneau interne) ou de 3,3,5-rT; (désiodation sur l'anneau externe). Elle catalyse
également la désiodation de la T; sulfoconjuguée. La désiodase D2 ne catalyse qu'une
suppression diode sur lanneau externe des iodothyronines et est responsable de la
formation de 3,3',5-T; a partir de 3,3,5,5-T, et de 3,3-T, a partir de 3,3,5-rTs. La
désiodase D3 ne catalyse qu'une suppression d'iode sur l'anneau interne et est responsable
de la formation de 3,3',5-rT; a partir de 3,3',5,5'-T, et de 3,3'-T, a partir de 3,3',5-Ts.
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Ces trois désiodases different par leur spécificité de substrat et leur distribution
tissulaire (tableau 8), mais également suivant l'age, l'espece, le régime alimentaire, et le

statut hormonal (Bianco and Kim, 2006).

D1 D2 DX]
Poids moléculaire 29 kDa 30.5 kDa 31.5 kDa
Substrats I"T3, T3S, T4, T3 T4, rT3 T3, T4
Km apparent (M) 107 - 10°® 10 10°°
Temps de demi-vie Quelques heures Environ 20 minutes Quelques heures
. . Membrane Réticulum Membrane
Localisation cellulaire . . .
plasmique endoplasmique plasmique

SNC, hypophyse, tissu
adipeux brun,
placenta, thyroide,
ceeur, moelle
épiniére

Foie, reins, thyroide,
hypophyse

Placenta, SNC, peau,

Distribution tissulaire .
foie du foetus

Tableau 8: Propriétés biochimiques et distribution tissulaire des désiodases chez 'Homme.
rTs: reverse-triiodothyronine, Ts: triiodothyronine; T,: thyroxine, T5S: Ts sulfoconjuguée, SNC:
systéme nerveux central. D'aprés Beckett and Arthur, 2005; Bianco and Kim, 2006.

b. Les enzymes de conjugaison

La conjugaison des hormones thyroidiennes est effectuée par des UGT (UDP-
glucuronosyltransférases) microsomales et des SULT (sulfotransférases) cytosoliques. Elle a
pour but d'augmenter la solubilité dans leau des hormones thyroidiennes et ainsi de
faciliter leur excrétion rénale et biliaire (Watkins and Klaassen, 1983; Gamage et al.,
2006).

La glucuronoconjugaison a majoritairement lieu dans le foie. Cest une voie
importante de métabolisation de la T, chez le rat alors que la capacité de
glucuronoconjugaison du foie humain est controversé. Chez le rat, environ 25% d'une dose
de T, administrée par voie orale est excrétée en 24h via la bile dont 50% sous forme
glucuronoconjuguée (Curran and DeGroot, 1991). La glucuronoconjugaison de la T; est
moins importante que la glucuronidation de la T4 chez le rat et serait quasi inexistante
chez 'lHomme (Wu et al., 2005). Des métabolites de la T4 ou de la T3 comme lacide
tetraiodothyroacétique (Tetrac), lacide triiodothyroacétique (Triac), la rT; ou la T,
peuvent également étre glucuronoconjugués. Aucune désiodation des molécules
conjuguées n'est décrite (Curran and DeGroot, 1991).

Chez 'Homme, quatre familles dUGT ont été identifiées: UGT1, UGT2, UGT3 et
UGTS. Elles sont localisées majoritairement dans le foie mais on en trouve également dans

lintestin, les reins, le cerveau, le pancréas, le placenta ou l'épithélium nasal. Seules les
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familles UGT1 et UGT2 utilisent de lacide uridine 5'-diphosphoglucuronique (UDPGA)
comme cofacteur pour glucuronoconjuguer leurs substrats (Jancova et al., 2010). Ce sont
ces deux familles dUGT qui sont responsables de la glucuronidation des hormones
thyroidiennes, les UGT1 qui conjuguent préférentiellement la bilirubine et les phénols
étant plus spécifiques de la T, et de la rT; et les UGT2 qui conjuguent préférentiellement
l'androstérone étant plus spécifiques de la Ts; (Visser et al., 1993a). Il existe des
différences interspécifiques en ce qui concerne les isoformes qui conjuguent
préférentiellement les hormones thyroidiennes. La T, et la rT; sont par exemple
considérées comme étant majoritairement conjuguées par les isoformes UGT1A1 et
UGT1A6 chez le rat et par les isoformes UGT1A1 et UGT1A9 chez 'Homme (Emi et al.,
2007).

La sulfoconjugaison a également majoritairement lieu dans le foie. A linverse de la
glucuronoconjugaison, il y a une relation étroite entre la sulfoconjugaison et la
désiodation. En effet, les désiodases peuvent métaboliser les produits sulfoconjugués et
sembleraient méme avoir une plus grande affinité pour les produits sulfoconjugués que
pour les hormones thyroidiennes natives. Le taux de désiodation sur l'anneau interne de la
T3S serait par exemple 30 fois plus élevé que celui de la Ts. Enfin, les sulfotransférases
catalysent préférentiellement la conjugaison de la 3,3'-T, formée par désiodation et celle
de la 3'-T; (monoiodothyronine) plutot que celle de la T; ou encore de la T, et de la rT;
majoritairement glucuronoconjuguées (Curran and DeGroot, 1991).

Chez 'Homme et chez le rat, trois familles de SULT ont été identifiées: SULT1,
SULT2 et SULT3/4 (Wu et al., 2005; Gamage et al., 2006). Une quatrieme famille a
également été décrite chez 'Homme: la SULT6. Ce sont les SULT1 spécifiques des phénols
et les SULT2 spécifiques des hydroxystéroides qui conjuguent les hormones thyroidiennes
(Wu et al., 2005). Chez 'Homme, les isoformes des SULT1 sont exprimées dans le foie, le
cerveau, les seins, lintestin, le jéjunum, les poumons, les surrénales, l'endometre, le
placenta, les reins et les plaquettes sanguines. La SULT2A1 est exprimée dans le foie, les
surrénales du foetus et de ladulte, le duodénum et les isoformes des SULT2B dans la
prostate, le placenta, les surrénales, les ovaires, les poumons, les reins et le colon. La
SULT4A1 a seulement été identifiée dans le cerveau et la SULT6B1 dans les testicules et les
reins. Le PAPS (3'-phosphoadénosine 5'-phosphosulfate), synthétisé dans tous les tissus chez
les mammiferes, est le donneur universel du groupement sulfate pour toutes les réactions
de sulfoconjugaison quelle que soit l'isoforme des SULT impliquée (Jancova et al., 2010). Il
existe des différences interspécifiques et entre sexes en ce qui concerne les isoformes qui
conjuguent les hormones thyroidiennes. L'isoforme SULT1C1 joue par exemple un role

important dans la sulfoconjugaison des hormones thyroidiennes chez le rat male alors que
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ce sera plutot lisoforme SULT1B1 chez le rat femelle ou lisoforme SULT1A1 chez 'Homme
(Visser et al., 1998).

c. Clivage de la liaison éther

Le clivage de la liaison éther de la T, ou de la T; consiste en la rupture du noyau
thyronine au niveau de sa liaison éther afin de libérer une diiodotyrosine a partir de
'anneau interne et une quinone aprés désiodation de l'anneau externe (Oziol et al., 2001;
Wu et al., 2005). Cette réaction serait catalysée par une peroxydase, probablement en
présence d'H,0, (Burger et al., 1983; Kubota et al., 1985). Chez lHomme sain, le clivage
de la liaison éther serait une voie métabolique des hormones thyroidiennes de faible
importance, la proportion de DIT rejoignant le plasma provenant plutot de la thyroide et
de lhydrolyse de la thyroglobuline. Le clivage de la liaison éther pourrait étre plus
important chez le rat, ou chez 'Homme dans certaines conditions pathologiques associées
a une leucocytose élevée (Schoenmakers, 1994). Enfin, la présence d'une source
extrathyroidienne de monoiodotyrosine provenant de la désiodation de la diiodotyrosine a

été suggérée chez 'Homme (Tan et al., 1990).

d. Désamination et décarboxylation

La désamination de la T, et de la T; conduit a la formation de lacide
tetraiodothyroacétique (Tetrac) et de lacide triiodothyroacétique (Triac) grace a la
thyroid hormone aminotransferase, transaminase localisée dans le foie et dans les reins, ou
a la L-amino acid oxidase localisée dans les reins chez les mammiferes. Les métabolites de
la T, et de la T3 comme la T, ne sont pas soumis a cette désamination, a l'exception de la
rT3; qui donne un reverse Triac. Les Tetrac et Triac peuvent étre désiodés,
glucuronoconjugués ou sulfoconjugués. Par exemple, chez le rat, la glucuronidation est la
voie de métabolisation majeure des Triac. Enfin, les Tetrac et les Triac ont une activité
thyromimétique du fait de leur capacité a se lier aux récepteurs des hormones
thyroidiennes se traduisant par une capacité a moduler la sécrétion de TSH, les Triac étant
méme plus efficaces que la Lévothyroxine pour traiter certains goitres (Wu et al., 2005).
Cependant, limportance de cette voie de métabolisation reste mineure en conditions
physiologiques car la production totale de Tetrac et de Triac correspond a une voie
d'élimination de moins de 2 % de la T, produite chaque jour (Curran and DeGroot, 1991).

La décarboxylation de la T, et de la T; conduit a la formation de la
tetraiodothyronamine (Tetram) et de la triiodothyronamine (Triam) grace a une
décarboxylase encore inconnue. Le role de ces Tetram et Triam est actuellement peu

connu. Cependant, la 3-iodothyronamine serait la plus puissante des iodothyronamines et
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aurait un role antagoniste a celui de la T; en réduisant par exemple la température

corporelle et la fréquence cardiaque (Wu et al., 2005; Hoefig et al., 2012).

e. Bilan des voies de métabolisation des hormones thyroidiennes
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Figure 7: Les voies de métabolisation des hormones thyroidiennes

f. Modulation de la métabolisation des hormones thyroidiennes

La désiodase D1 peut étre inhibée par le propylthiouracil. La D2 est modulée par
les PCB, ce qui modifie les niveaux de T; et interfere par exemple avec le développement
de la cochlée ou oreille interne chez le foetus. Une diminution de la synthése
périphérique de T; a également été montrée lors d'une altération de lactivité des
désiodases par l'‘érythrosine, l'ocylmethoxycinnamate utilisé dans les cremes solaires, le
pesticide methoxychlore, le plomb et le cadmium (Patrick, 2009).

Les PBDE et les hydrocarbures aromatiques polyhalogénés (PHAH) réduisent la
concentration plasmatique en T, par une augmentation de la glucuronoconjugaison de la
T4 dans le foie. Les PCB peuvent également induire les UGT hépatiques et ainsi augmenter
'élimination de la T4 via une activation du récepteur nucléaire AhR (Kashiwagi et al.,
2009). L'activité des sulfotransférases peut quant a elle étre inhibée par les PCB, le
triclosan, le pentachlorophénol et les dioxines, ce qui induit une modification des
niveaux en T; et en T, périphériques critique compte-tenu du role de ces enzymes au

niveau du cerveau, de l'utérus, de la glande mammaire et de l'intestin (Patrick, 2009).
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2. Une régulation du métabolisme via des récepteurs nucléaires

Xénosenseurs

a. Structure et fonctionnement des récepteurs nucléaires

Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription. Tous les récepteurs
nucléaires ont une structure commune composée d'un domaine de liaison a ['ADN (DBD)
qui permet au récepteur de se fixer sur une séquence de I'ADN constituant un élément de
réponse spécifique et un domaine de liaison au ligand (LBD) localisé dans la partie C-

terminale du récepteur qui reconnait des ligands spécifiques hormonaux ou non (figure 8).

A/B o D E F

N DBD LBD D— c

Figure 8: Structure des récepteurs nucléaires.
A/B: région N-terminale, C: DBD, domaine de liaison a 'ADN, D: région "charniére”, E: LBD, domaine
de liaison au ligand, F: région C-terminale. D'aprés Mangelsdorf et al., 1995; Olefsky et al., 2001.

Le DBD comporte deux "doigts de zinc", ce qui différencie les récepteurs nucléaires
des autres protéines qui se lient a U'ADN. Les récepteurs nucléaires peuvent étre classés
dans 4 groupes en fonction de leurs ligands, de l'élément de réponse du DBD sur lequel ils
se fixent (séquence de nucléotides répétée dans le sens direct ou indirect) et de leur

fonctionnement sous forme d'homodimere, d'hétérodimére ou de monomere (figure 9).

Groupe |: Récepteurs des stéroides Groupe |I: Hétérodiméres avec RXR
Récepteur Ligand

. . TR Hormanes thyroidiennes
Récepteur Ligand [ RXR TR{J RAR Acide re'tinu'l'gue trans
GR

Glucocorticoides

e . VDR 1,25-(0H),-VD;
E"'E !I;-\meraillgcurtlcmdes ’J PPAR eicosanoides
AR ﬁ\rduges‘ rane EcR ecdysone
R E trruggnes PXR pregnanes
CI strogenes CID CAR androstanes
Element de reponse Element de reponse FXR farnesoides
LXR oxystérals
Groupe lll: Récepteurs orphelins dimériques Groupe IV: Récepteurs orphelins monomeériques
[ ] Récepteur Ligand [? . .
RXR ﬁ RXR. Acide rétinoigue 9-cis TR Récepteur Ligands
COLUP NGFI-B
fJ ELP/5F-1
HNF-4
Rev-erb
TRZ
ROR
GCNF - -
Elément de réponse Elément de réponse

Figure 9: Les quatre groupes de récepteurs nucléaires.
D'aprés Mangelsdorf et al., 1995; Olefsky et al., 2001.
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b. Récepteurs nucléaires xénosenseurs et métabolisme des hormones

thyroidiennes

Chez les mammiféres, les récepteurs CAR (Constitutive Androstane Receptor) et
PXR (Pregnane X Receptor) sont considérés comme des xénosenseurs (Handschin and
Meyer, 2003). Leur fonction est de déclencher une réponse cellulaire adaptée lors d'une

exposition a des xénobiotiques comme certains perturbateurs endocriniens (tableau 9).

Perturbateurs endocriniens Perturbation
Stéroides Acétate de cyprotérone Androgénes
Spironolactone Androgenes, aldostérone, progestatif
Pesticides Alachlor Hormones thyroidiennes, estrogenes, androgenes
Chlordane Estrogénes, androgénes
Chlordecone Estrogenes
Chlorpyrifos Estrogenes
Cyperméthrine Reproduction
DDE Androgénes
DDT Estrogénes, androgénes
Dieldrin Estrogenes, androgenes
Endosulfan Estrogénes, androgénes
Lindane Estrogenes, reproduction
Methoxychlor Estrogenes, androgénes

Mono/Bis-OH-methoxychlor Estrogenes

Trans-nonachlor Progestérone, estrogenes
Trifluralin Reproduction, métabolisme
Vinclozolin Androgénes

Phthalates  Acide phthalique Androgénes
MEHP / DEHP Androgéenes
DBP Estrogenes

Alkylphénol  Nonylphénol Estrogenes

PCBs PCBs hautement chlorés Estrogenes

Autres Benzophénone Estrogénes, androgénes
BPA Estrogenes
Triclosan Androgénes

Tableau 9: Perturbateurs endocriniens connus pour étre des ligands de CAR et/ou de PXR.
D'apres Kretschmer and Baldwin, 2005.
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En réponse a ces xénobiotiques ou a d'autres ligands endogénes ou exogenes, les
récepteurs CAR et PXR entrainent une modulation d'enzymes hépatiques impliquées dans le
métabolisme des hormones thyroidiennes ou de transporteurs membranaires de ces

hormones (tableau 10).

Récepteur Ligand Effets Références

CAR Phénobarbital
TCPOBOP Ielieiifen O G BULT @ns2 (@5 | oo e Bl A0TE
rongeurs ou les amphibiens

PBDE

PGC-1a

(Produit lors 4. \ction UGT1A1, SULT1AT et

dune SULT2A1 chez la souris Maglich et al., 2004

restriction

calorique)

Phénobarbital Induction D1 chez la souris Konno et al., 2008
Induction UGT2B, SULT1B1,

PBDE MRP2, MRP3, OATP1A2 et D1 Szabo et al., 2009
chez le rat

TCPOBOP Induction UGT1A1, OATP1B2 Xie, 2008

chez la souris

PXR PCN Induction U§T1A1 et UGT1A9 Chen et al., 2003
chez la souris

PCN LZ?J‘:;“O” OATP1A2 chez la Staudinger et al., 2001

Induction MRP2, MRP3 et
OATP1A2 chez le rat

Induction UGT1A1, UGT1A2 et
UGT1AS5 chez le rat

PBDE Szabo et al., 2009

PCN Vansell and Klaassen, 2002

Tableau 10: Enzymes responsables du métabolisme des hormones thyroidiennes et

transporteurs membranaires modulés par les récepteurs nucléaires CAR et PXR.

Il est cependant important de noter que les modulations d'enzymes hépatiques
décrites ici ne sont pas les mémes en fonction du ligand qui active le récepteur. Or, un
ligand d'un récepteur nucléaire dans une espéce ne l'est pas toujours dans une autre
espece et n'aura donc pas le méme effet sur les enzymes hépatiques impliquées dans le
métabolisme des hormones thyroidiennes ou sur les transporteurs membranaires de ces
hormones. Un ligand pourra donc étre un perturbateur thyroidien dans une espéce et pas
dans une autre. Un récapitulatif des différences interspécifiques connues pour certains

ligands non endogenes de CAR et de PXR murin ou humain est présenté dans le tableau 11.
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Ligand mCAR hCAR mPXR hPXR Références
Rifampicine Faible X Bertilsson et al., 1998; Blumberg et al., 1998;

Chrencik et al., 2005; Jones et al., 2000;
Lehmann et al.; 1998, Moore et al., 2000b;
Zhu et al., 2004; Goodwin et al., 1999

PCN X Faible Bertilsson et al., 1998; Blumberg et al., 1998;
Chrencik et al., 2005; Jones et al., 2000;
Kliewer et al., 1998; Lehmann et al., 1998;
Moore et al., 2000b

Dexaméthasone X Faible Kliewer et al., 1998; Blumberg et al., 1998;
Moore et al., 2000b; Lehmann et al., 1998

Hyperforine X X Moore et al., 2000a; Watkins et al., 2003b;
Zhu et al., 2004

TCPOBOP X 0 0 Faible Moore et al., 2000b; Tzameli et al., 2000

CITco 0 X Maglich et al., 2003

Clotrimazole 0 X X X Bertilsson et al., 1998; Jones et al., 2000;

Lehmann et al., 1998; Maglich et al., 2003;
Moore et al., 2000b; Zhu et al., 2004;
Goodwin et al., 1999

Tableau 11: Ligands non endogénes de CAR et de PXR chez la souris et 'Homme.
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E.Perturbateurs thyroidiens et action des hormones thyroidiennes

1. Perturbation des récepteurs nucléaires des hormones
thyroidiennes

Bien que les hormones thyroidiennes soient capables d'exercer une effet sur des

cibles cellulaires non nucléaires, leur effet majeur passe par la régulation de la

transcription de genes cibles via une action au niveau de récepteurs nucléaires (Yen,
2001).

a. Les récepteurs nucléaires des hormones thyroidiennes

Les récepteurs nucléaires des hormones thyroidiennes (TR) font partie du groupe Il
des récepteurs nucléaires (figure 9) et forment un hétérodimére avec le récepteur RXR
(Récepteur X des Rétinoides). Il y a deux isoformes principales des récepteurs nucléaires
aux hormones thyroidiennes, TRa (ou c-erbAa) et TRB (ou c-erbAB), dont les génes sont
respectivement localisés sur les chromosomes 17 et 3 chez 'Homme. Ces deux isoformes
existent également chez les amphibiens, le poussin, la souris et le rat (Yen, 2001).

Un épissage alternatif de 'ARN de lisoforme TRa conduit ensuite a la formation de
deux protéines distinctes: TRa1 et TRa2 ou c-erbAa2 (Yen, 2001). Il existe également deux
protéines tronquées, TRaA1 et TRaA2. TRa1 présente une expression ubiquitaire et est le
seul des TRa qui peut fixer la T;. TRa2 est généralement co-exprimé avec TRa1. Les deux
protéines tronquées s'expriment exclusivement dans le cerveau, les poumons et lintestin.
TRa2, TRAa1 et TRAa2 peuvent inhiber l'activité du récepteur TRal (Plateroti et al.,
2002).

Un épissage alternatif de 'ARN de lisoforme TRB conduit aux deux protéines TRB1
et TRB2 (Yen, 2001). Deux autres protéines pour lisoforme TRB, TRB3 et la protéine
tronquée TRAB3, ont été également récemment identifiées chez le rat. TRB1 présente une
expression ubiquitaire, TRB2 s'exprime seulement au niveau du systéme nerveux central et
périphérique (cerveau, cervelet, hypophyse, hypothalamus, rétine et nerfs sensoriels),
TRB3 est exprimé majoritairement dans les reins, le foie et les poumons et TRAB3 dans les
poumons et la rate. La protéine tronquée TRAB3 ne se lie pas a 'ADN mais peut fixer la Ts,
elle joue alors un role antagoniste aux autres protéines TRB (Plateroti et al., 2002).

Pour déterminer le role des TR, des études ont été menées sur des souris déficientes
pour les différentes isoformes. Les résultats de ces études sont présentés dans le tableau
12.
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Parametre Effets Souris Référence
Croissance Réduite et mort TRa’", TRa//TRB™” Gauthier et al., 1999
Maturation Réduction du développement  TRa”", TRa’/TRB’"  Gauthier et al., 1999
osseuse des centres épiphysaires Fraichard et al., 1997
Organes Réduction de la taille du foie, TRa’/TRB Gauthier et al., 1999

du coeur, des poumons et des

reins

Altération de lintestin TRa”", TRa’/TRB’"  Gauthier et al., 1999
TSH Augmentation TRB/, TRa"/TRB’  Gauthier et al., 1999

Forrest et al., 1996
Weiss et al., 1998

TsetT; Augmentation TRB/, TRa"/TRB’  Gauthier et al., 1999
Forrest et al., 1996
Weiss et al., 1998

Réduction TRa™”” Fraichard et al., 1997
Thyroide Hyperplasie TRB/, TRa"/TRB’  Gauthier et al., 1999
Hypoplasie TRa™” Gauthier et al., 1999

Tableau 12: Modifications physiologiques observées chez des souris déficientes pour les
différentes isoformes des récepteurs nucléaires des hormones thyroidiennes.

Ces études suggerent que les TRa et TRB sont différentiellement impliqués dans
le controle de la production de TSH et dans le contréle du développement et des
processus métaboliques et endocriniens. D'un coté, ils interagissent pour le controle de
certaines fonctions, comme le controle de la production de TSH. En effet, les
concentrations plasmatiques en TSH sont déja augmentées chez les souris TRB”" et encore
plus chez les souris déficientes pour les TRa et TRB. D'un autre co6té, ils ont des roles
distincts dans certains tissus, les souris TRa”’" et TRa’/TRB”’ présentant le méme défaut
de maturation osseuse alors que les TRB’" présentent un développement des centres

épiphysaires du tibia équivalent a celui de souris sauvages.

b. Corépresseurs et coactivateurs

Les récepteurs nucléaires des hormones thyroidiennes sont fixés en permanence a
leur élément de réponse. Ils ont la particularité de pouvoir réprimer ou activer la
transcription de génes cibles selon qu'ils ont fixé la Ts ou non (Plateroti et al., 2002). En
l'absence d'hormone, les TR fixent les corépresseurs N-CoR (nuclear receptor corepressor)
et SMRT (silencing mediator for retinoid and thyroid hormone receptor). Ceux-ci sont

associés a un complexe protéique HDAC (histone deacetylase)/SIN3 (SWI/SWF
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independent 3) qui conduit a désacétyler la chromatine environnante en la rendant
inactive. Lors de la fixation de la T3, la conformation du récepteur nucléaire des hormones
thyroidiennes change, ce qui déstabilise la liaison des corépresseurs et favorise la liaison
de coactivateurs possédant une activité acétyltransférase (complexe SRC (steroid
receptor coactivator)/p160 - CBP (CREB-binding protein)/p300). Ceci facilite alors la
fixation du complexe TRAP220/DRIP205 (thyroid hormone associated protein/vitamin D
receptor interacting protein) responsable du recrutement de POL Il (RNA polymerase Il) et

des facteurs de transcription permettant la transcription des génes cibles (figure 10).

Corépression

Facteurs de
rJ POLII )| transcription

C; Elément de réponse

Coactivation

TRAP220
CBP
/p300 —> | /oriP205
SRC
/p160 / \
[ “ﬂ T3
m TR Facteurs de

:‘J POLIl )| transcription

. TBG ~
S Elément de réponse TATA

Figure 10: Corépresseurs et coactivateurs des récepteurs nucléaires des hormones
thyroidiennes.
D'apres Ito and Roeder, 2001; Yen, 2001; Lazar, 2003.

c. Modulation de lactivité des récepteurs nucléaires des hormones

thyroidiennes par des contaminants

Le bisphénol A inhibe la liaison de la T3 aux récepteurs nucléaires des hormones
thyroidiennes et, par le recrutement du corépresseur N-CoR, supprime la transcription in
vitro. Il a été décrit comme un antagoniste de la Ts in vivo a partir de différents modeles

d'amphibiens (Fini et al., 2007; Heimeier et al., 2009; Kashiwagi et al., 2009; Heimeier et
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Shi, 2010). Enfin, les PCB, les PBDE, leurs métabolites halogénés et probablement les
polybromobiphényls et les phthalates se lient aussi aux TR et pourraient ainsi avoir un

effet sur leur fonctionnement (Zoeller, 2005).
2. Le cas particulier des récepteurs mitochondriaux

Deux récepteurs des hormones thyroidiennes ont été décrits dans les mitochondries
du foie de rat: p43 (43 kDa) et p28 (28 kDa) (Wrutniak-Cabello et al., 2001). Ils sont issus
d'un épissage alternatif de lisoforme TRa. Les récepteurs TRa1, TRa2, p43 et p28 ont
également été identifiés dans les mitochondries des cardiomyocytes (Psarra and Sekeris,
2008). La liaison de la T; ou de la T; au niveau de la mitochondrie entraine une réponse
plus rapide que lors de la liaison de la Ts; aux récepteurs nucléaires des hormones
thyroidiennes et favoriserait majoritairement une régulation de la thermogénese et du
métabolisme oxydatif. En effet, le récepteur p43 serait fortement exprimé dans les
mitochondries du tissu adipeux brun et a linverse tres peu exprimé dans le cerveau qui
n'est pas considéré comme impliqué dans l'effet calorigénique des hormones thyroidiennes.
Ces récepteurs mitochondriaux pourraient également étre impliqués dans les phénomenes
d'apoptose, dans larrét ou la réduction de la prolifération de différentes lignées
cellulaires, et dans la différenciation de certaines cellules comme les myoblastes
(Wrutniak-Cabello et al., 2001).
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F.Le cas de l'insecticide agrovétérinaire fipronil

1. Historique et législation

Le fipronil, 5-amino-1-(2,6-dichloro-4-(trifluorométhylphényl)-4-(trifluorométhylsul-
-finyl) pyrazole-3-carbonitrile, CAS 120068-37-3), est une substance active de produit
phytosanitaire appartenant a la famille chimique des phénylpyrazoles. Il a été mis au
point en France par la société Rhone-Poulenc Agro entre 1985 et 1987 et mis sur le marché
en 1993. Il a été développé sous forme d'appat contre les cafards et les fourmis, de spray
ou de spot-on contre les puces, les tiques et les poux broyeurs des animaux de compagnie,
dans les produits pour gazon contre les courtilieres, en tant que produit phytosanitaire
contre la chrysoméle des racines du mais, les coléopteres de la pomme de terre ou les
charancons du riz et du mais ou contre les sauterelles, les termites et les insectes
résistants aux pyréthroides, aux organophosphorés et aux carbamates (Connelly, 2001).

En ce qui concerne l'usage en tant qu'antiparasitaire externe chez les animaux de
compaghnie, le fipronil, distribué dans 120 pays, est l'antiparasitaire le plus vendu dans le
monde. En France en 2004 il représentait 80% des antiparasitaires externes mis sur le
marché et la quantité de fipronil distribuée était alors de 2310 kg (AFSSA, 2005). En ce qui
concerne l'usage en tant que produit phytosanitaire, le fipronil a été interdit en France en
février 2004 car le Régent®, insecticide commercialisé par la société BASF pour le
traitement des semences de mais dont la substance active est le fipronil, était accusé
d'étre responsable de la mortalité des abeilles. En Europe, une évaluation communautaire
a suivi et s'est conclue par un rapport de l'European Food Safety Authority (EFSA, 2006) qui
a conduit a une inscription du Régent TS par la directive 2007/57/CE du 16 aolt 2007, en
tant qu'insecticide destiné au traitement des semences, a lannexe | de la directive
91/414/CEE des substances actives autorisées dans la composition des produits
phytopharmaceutiques. Cependant, il a été rappelé aux Etats membres qu'il convenait de
rester particuliérement vigilant en ce qui concerne le risque potentiel du fipronil pour les

abeilles.
2. Mode d'action

Le fipronil appartient a la seconde génération des insecticides agissant sur les
canaux chlorure des récepteurs GABA (acide y-aminobutyrique, Hainzl et al., 1998). Le
GABA est un des neurotransmetteurs inhibiteurs majeurs du cerveau (lkeda et al., 2001).
Une perturbation de ces récepteurs entraine chez linsecte une paralysie tonique puis la
mort. Il existe deux types de récepteurs GABA, le récepteur GABA, et le récepteur GABAg.

Les récepteurs GABA sont des récepteurs a canaux ioniques. Il sont sensibles aux
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barbituriques, aux benzodiazépines, a la picrotoxine (extrait des fruits de la coque du
Levant), a la bicuculline (alcaloide des plantes), aux anesthésiques généraux, aux alcools,
au muscimol (alcaloide des champignons) et a certains insecticides (lkeda et al., 2001). La
fixation du GABA sur son site de reconnaissance sur le récepteur provoque l'ouverture d'un
canal a ions chlorure qui produit U'hyperpolarisation de la cellule cible.

Le mécanisme d'action potentiel du fipronil, et de ses deux métabolites principaux
fipronil sulfone et fipronil désulfinyl, a été caractérisé in vitro chez les mammiféres et les
insectes par l'étude de la capacité des molécules a déplacer le [*HBOB], un ligand
spécifique des récepteurs GABA, de son site de liaison (Hainzl and Casida, 1996; Hainzl et
al., 1998) ou par la méthode du patch-clamp (lkeda et al., 2001; Zhao, et al., 2005; Li and
Akk, 2008), et in vivo chez la souris ou la mouche (Hainzl and Casida, 1996; Hainzl et al.,
1998). Ces études ont montré que le fipronil avait une action sur le récepteur GABA, (Varro
et al., 2009). L'insecticide exerce une inhibition non compétitive du récepteur. Pour cela,
il n'est pas nécessaire que les canaux ioniques soient ouverts, c'est-a-dire que le GABA
active le récepteur, méme si cela facilite linhibition par le fipronil. Cette inhibition est
lente et réversible (lkeda et al., 2001). Les métabolites, et en particulier le fipronil
sulfone, pourraient également inhiber les récepteurs GABA. Cependant, la toxicité relative
du fipronil et de ses métabolites reste controversée, de méme que la sélectivité du fipronil
pour les récepteurs GABA des insectes plutot que pour ceux des mammiferes. En effet, la
biotransformation du fipronil en fipronil sulfone serait pour certains un processus de
détoxification de la molécule parente (Li et Akk, 2008) alors que d'autres études suggerent
que l'affinité du fipronil sulfone pour le récepteur GABA, des mammiferes est 7 fois plus
grande que celle du fipronil (Hainzl et al., 1998; Zhao et al., 2005). De plus, in vivo,
l'exposition du systéeme nerveux central de la souris quasi exclusivement au fipronil, par
inhibition totale de la biotransformation du fipronil en fipronil sulfone, ou quasi
exclusivement au fipronil sulfone, par un traitement au fipronil rapidement métabolisé en
fipronil sulfone, entraine les mémes signes d'empoisonnement et le méme taux de
mortalité (Hainzl et al., 1998), ce qui suggére que le fipronil et le fipronil sulfone sont
aussi toxiques l'un que l'autre pour la souris. Les mémes auteurs soulignent tout de méme
que le composé parent serait plus toxique pour les récepteurs GABA des insectes que pour
ceux des mammiferes.

Enfin, le fipronil comme le fipronil sulfone serait aussi un inhibiteur des récepteurs
au glutamate, d'autres récepteurs a canaux ioniques avec un canal a ions chlorure. Or, ces
récepteurs ne sont présents que chez les invertébrés, ce qui expliquerait la forte
spécificité d'action du fipronil ou de son métabolite sur le systeme nerveux central des
invertébrés (Zhao et al., 2005; Narahashi, 2010).
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3. Métabolisme
Les métabolites du fipronil formés in vivo et identifiés par LC-MS/MS sont présentés
dans la figure 11.
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Figure 11: Métabolisme du fipronil
D'apres Cravedi et al. (Under Review)

Le fipronil sulfone, obtenu par sulfoxydation du groupement thioéther du fipronil,
est le principal métabolite formé chez 'Homme et chez le rat. En effet, chez le rat
ayant recu un bolus po de "C-fipronil (10 mg/kg), 90% de la radioactivité, retrouvée
essentiellement dans le tissu adipeux, les surrénales, lintestin, le foie et dans une moindre
mesure dans le cerveau, était sous forme de fipronil sulfone (Cravedi et al., Under

Review). C'est aussi le principal métabolite formé in vitro par des microsomes humains ou
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de rat (Tang et al., 2004). La biotransformation du fipronil en fipronil sulfone est localisée
dans le foie sous l'action des cytochromes P450 (CYP) et en particulier de lisoforme 3A4
chez 'lHomme (Tang et al., 2004; Das et al., 2006). La constante d'affinité du CYP3A4 pour
le fipronil serait similaire chez 'lHomme et chez le rat, alors que la vitesse maximale
d'élimination du fipronil est supérieure chez le rat. Ceci indique quiil y aurait des
différences interspécifiques en ce qui concerne la clairance du fipronil chez ces deux
especes et que le fipronil sulfone pourrait étre plus rapidement formé chez le rat que chez
Homme (Tang et al., 2004). De plus, le fipronil sulfone est plus cytotoxique pour des
hépatocytes humains et un plus fort inducteur des enzymes hépatiques que le fipronil
lui-méme (Das et al., 2006). Ces différences interspécifiques de biotransformation du
fipronil en fipronil sulfone, pourrait conduire a des différences interspécifiques dans le
potentiel toxique du fipronil. Ces différences interspécifiques ne sont cependant peu ou

pas prises en compte dans les évaluations toxicologiques réglementaires.
4. Les données des évaluations toxicologiques réglementaires

Compte-tenu de la diversité des formulations du fipronil et de la diversité des
usages de cet insecticide, lHomme peut étre exposé au fipronil par voie respiratoire,
cutanée et orale. Pour la contamination par voie respiratoire, l'exposition humaine au
fipronil résulte principalement de la présence de poussieres ou de fines gouttelettes
véhiculant la substance active dans lair, notamment lors du traitement d'animaux
domestiques avec un spray. Les personnes les plus exposées sont les professionnels
affectés a la production du fipronil, a l'enrobage des semences ou a la formulation des
produits, les agriculteurs utilisateurs de semences enrobées et les particuliers utilisant des
produits conditionnés sous forme de sprays. Pour ce qui est de la production des
médicaments vétérinaires par exemple, une étude a montré la présence de fipronil et de
fipronil sulfone dans le plasma des travailleurs affectés a la fabrication des produits
contenant du fipronil (Herin et al., 2011). Pour la contamination par voie cutanée, les
professionnels sont exposés lors de l'enrobage des semences ou la préparation des solutions
concentrées de biocides a base de fipronil. L'exposition des particuliers est essentiellement
accidentelle et résulte notamment du contact avec des animaux traités avec les
antiparasitaires a base de fipronil. Pour la contamination par voie orale, la population
générale peut étre exposée par voie alimentaire via la consommation de denrées ou d'eau
contenant des résidus de fipronil ou via un contact "main-bouche” lors de l'application des
produits a base de fipronil (AFSSA, 2005). Du fipronil et/ou ses métabolites ont par
exemple été retrouvés dans les graines de tournesol lors d'un traitement des racines de la

plante (Aajoud et al., 2006), dans le lait de vache quand les animaux ont été nourris avec
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de l'ensilage de mais traité au fipronil (Le Faouder et al., 2007) ou dans le miel de fleurs
(Jiménez et al., 2008). Il existe donc une grande diversité des sources d'exposition au
fipronil pouvant conduire a une contamination potentiellement importante de

l'environnement humain.

a. Toxicité aisué

Le fipronil est peu a modérément toxique par voie cutanée avec une DLsy, (Dose
Létale 50 = dose conduisant a la mort de la moitié des individus) supérieure a 2 g/kg chez
le rat et de 354 mg/kg chez le lapin. Ces doses sont supérieures aux doses administrées
lors du traitement antiparasitaire des chats ou des chiens avec du fipronil (7.5 a 15 mg/kg
avec du Frontline® en spray et 12.5 mg/kg avec du Frontline® Spot-on pour chats par
exemple). La NOAEL (No Observable Adverse Effect Level = dose sans effet nocif observé)
du fipronil par voie cutanée a été déterminée a 5 mg/kg/j a partir d'une étude sur des
lapins traités 6h par jour pendant 21 jours a différentes doses de fipronil. Il est également
peu a modérément toxique par inhalation avec une CLs, (Concentration Létale 50) de
0.390 a 0.682 mg/L dair chez le rat. Le fipronil est considéré comme modérément
toxique par voie orale avec une DLsy de 97 mg/kg chez le rat et de 95 mg/kg chez la
souris. Le fipronil sulfone a une toxicité aigué par voie orale inférieure a celle du
fipronil chez le rat avec une DLs, de 218 mg/kg. La NOAEL du fipronil par voie orale a été
déterminée a 2.5 mg/kg a partir d'une étude sur des rats traités par gavage a différentes
doses de fipronil. Les principaux signes observés lors de ces essais et quelque soit la voie
d'administration étaient des signes neurologiques (tremblements, convulsions,
piloérection, léthargie...) (AFSSA, 2005). Chez 'Homme, une ingestion accidentelle de
fipronil a une dose d'environ 30 a 70 mg/kg (ingestion de 50 a 100 mL de Regent a 50 g/L
de fipronil) est caractérisée par l'apparition de vomissements et de convulsions (Mohamed
et al., 2004).

b. Effet perturbateur thyroidien du fipronil et différences interspécifiques

Des essais de toxicité a moyen terme a doses répétées par voie orale ont été
réalisés chez le rat, le chien et la souris pendant une durée de 21, 28 ou 90 jours avec le
fipronil ou certains de ces métabolites (AFSSA, 2005). Les doses non létales entrainent
entre autres une diminution de la consommation daliment, une diminution du poids
corporel, une hépatomégalie et une dégénérescence des hépatocytes chez les trois
especes. Des effets sur la thyroide sont observés uniquement chez le rat avec une
augmentation de la masse de la thyroide, et une hypertrophie et/ou une hyperplasie des

cellules folliculaires thyroidiennes. Des effets neurotoxiques sont seulement observés
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chez le chien aprés administration par voie orale de la dose élevée de 10 mg/kg/j de
fipronil pendant 90 jours.

Lors des essais de toxicité a long terme (administration répétée de fipronil pendant
au moins un an), on observe chez le rat comme chez le chien des troubles neurologiques
et des modifications morphologiques et fonctionnelles du foie, de la thyroide et des
reins. Chez le rat, en plus des effets sur la thyroide observés lors des études de toxicité a
moyen et a long terme, les études de cancérogenese ont montré une augmentation de
l'incidence des tumeurs folliculaires de la thyroide lors d'une administration quotidienne
par voie orale et pendant la vie entiére de 12.7 mg/kg/j de fipronil chez les males et de
16.7 mg/kg/j de fipronil chez les femelles. Le fipronil ne possederait pas d'activité
mutagene qui pourrait expliquer ces tumeurs thyroidiennes mais il induirait un déséquilibre
hormonal a lorigine de lapparition des tumeurs caractérisé par une diminution des
concentrations plasmatiques de T, et une augmentation des concentrations de TSH. En
revanche, le niveau de T; circulant ne serait pas modifié. Les effets sur la concentration de
T, et de TSH seraient réversibles dés la deuxiéme semaine suivant l'arrét du traitement.
Cette étude met également en évidence une atteinte hépatique par une augmentation du
poids du foie et des perturbations biochimiques et une augmentation de la clairance
biliaire de la T4 (AFSSA, 2005). Cet effet perturbateur thyroidien du fipronil concorde avec
les résultats obtenus par Leghait et al. (2009) qui montrent une augmentation de
'élimination des hormones thyroidiennes associée a une augmentation de lactivité
hépatique des UGT impliquées dans le métabolisme des hormones thyroidiennes. De plus,
le fipronil augmenterait la capture d'iode dans la thyroide ainsi que l'activité de la TPO
(Hurley, 1998).

Cependant, les données expérimentales disponibles sur la cancérogénése
thyroidienne due au fipronil ne conduisent par a suspecter un risque cancérogéene pour
I'Homme. En effet, chez le rat, les tumeurs folliculaires thyroidiennes observées résultent
d'une diminution des hormones thyroidiennes qui conduisent a une forte augmentation de
la sécrétion de TSH provoquant ensuite un emballement de la dynamique cellulaire au
niveau de la thyroide. Chez 'Homme, la présence de TBG plasmatique pourrait réduire la
sensibilité a la perturbation thyroidienne en limitant la diminution des hormones
thyroidiennes circulantes, le rétrocontrole négatif induisant une augmentation de la
production de TSH et ainsi les tumeurs de la thyroide. L'effet perturbateur thyroidien du
fipronil chez le rat pourrait donc étre expliqué par des mécanismes biologiques propres a
cette espece (AFSSA, 2005) et notamment a une différence entre le rat et 'Homme en
termes de protéines plasmatiques de transport des hormones thyroidiennes et de temps de

demi-vie des hormones thyroidiennes. Une étude menée chez le mouton, espéce plus
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proche de 'Homme en termes de transport plasmatique des hormones thyroidiennes,
montrant un effet perturbateur thyroidien trés limité du fipronil (Leghait et al., 2010)
souligne d'autant plus la présence d'un facteur espece et la nécessité de se poser la
question de la validité des modéles animaux utilisés pour étudier une perturbation

thyroidienne chez I'Homme.

c. Un effet perturbateur thyroidien du fipronil qui peut étre lié a la

métabolisation du fipronil en fipronil sulfone

Une des causes possibles des différences de réponse entre especes réside dans une
différence en termes de métabolisme du fipronil. En effet, le fipronil est décrit comme
un perturbateur thyroidien chez le rat engendrant une augmentation de la clairance de la
T4. Cet effet perturbateur thyroidien du fipronil est associé a une exposition quasi
exclusive des rats au principal métabolite du fipronil formé in vivo, le fipronil sulfone,
plutot quau fipronil lui-méme (Leghait et al., 2009). Chez le mouton, l'effet perturbateur
thyroidien d'un traitement au fipronil est beaucoup plus limité. Or, le mouton est moins
exposé au fipronil sulfone que le rat (Leghait et al., 2010). Le fipronil sulfone pourrait
étre responsable de la perturbation thyroidienne plutdét que le fipronil lui-méme.
Cependant, l'éventualité d'un effet perturbateur thyroidien du fipronil sulfone n'a pas été
prise en compte lors des évaluations toxicologiques réglementaires. Ceci est d'autant plus
critique que le fipronil sulfone persiste plus longtemps dans l'organisme que le fipronil lui-
méme. Ainsi, chez le rat, la demi-vie du fipronil est de seulement 8.5h contre 208h pour le
fipronil sulfone (Mohamed et al., 2004). Chez le mouton, apres un traitement au fipronil,
les concentrations plasmatiques en fipronil sulfone semblent diminuer plus lentement que
celles en fipronil et reste détectable plus longtemps (Leghait et al., 2010). Chez 'lHomme,
le fipronil est rapidement transformé en fipronil sulfone et n'est plus détectable dans le
plasma au bout de 15 a 20h apres une ingestion accidentelle de fipronil (Mohamed et al.,
2004). La fonction thyroidienne est majoritairement impliquée dans des processus de
développement sur le long terme. Par conséquent, une interférence avec la fonction
thyroidienne sera dautant plus délétere quelle durera longtemps. Le potentiel
perturbateur thyroidien du fipronil pourrait donc dépendre de la capacité de chaque
espéce a métaboliser le fipronil en fipronil sulfone en supposant que la
biotransformation du fipronil en fipronil sulfone soit une voie de bioactivation de

l'insecticide.
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PROBLEMATIQUE

G. Objectifs et projet de thése

Le fipronil est un perturbateur thyroidien chez le rat. Cependant, le rat est un
modele animal controversé pour l'étude des perturbateurs thyroidiens potentiels chez
'Homme du fait de différences interspécifiques en termes de transport plasmatique des
hormones thyroidiennes. De plus, les résultats des études de toxicologie comparative
d'espece ont montré que la différence de perturbation thyroidienne dans les différents
modéles animaux, le rat et le mouton, était associée a une différence d'exposition interne
au principal métabolite du fipronil formé in vivo, le fipronil sulfone. Cela suggére un role
potentiel du métabolite dans la perturbation thyroidienne engendrée par un traitement au

fipronil.

L'objectif de ce travail de these était de mieux caractériser le mode d'action du
fipronil sur la fonction thyroidienne au niveau hépatique en s'intéressant notamment 1)
au roéle potentiel du principal métabolite du fipronil formé in vivo, le fipronil sulfone, et
2) aux différences interspécifiques de métabolisme du fipronil et/ou de sensibilité a la
perturbation thyroidienne qui peuvent préjuger de la pertinence des différents modéles

animaux en termes d'analyse du risque du fipronil pour la santé humaine.
Pour y répondre, nous avons choisi :

e de déterminer quel était le role du fipronil sulfone dans la perturbation
thyroidienne engendrée par un traitement au fipronil, de préciser les voies
métaboliques mises en jeu au niveau hépatique impliquées dans cette
perturbation et si ces voies étaient sensibles a l'action du métabolite (chapitres 2 et
3)

e de nous appuyer sur un modele de toxicologie comparative d'espéce in vitro afin
de quantifier le potentiel effet perturbateur thyroidien du fipronil chez 'Homme

comparativement a nos deux especes modeles (chapitre 4)

e de préciser les mécanismes moléculaires impliqués dans la perturbation
thyroidienne engendrée par un traitement au fipronil et notamment le réle des

récepteurs nucléaires xénosenseurs (chapitre 5)
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CHAPITRE 1: MODELES D'ETUDE ET METHODES D'ANALYSE

A.Traitement au fipronil et au fipronil sulfone

1. Fipronil

Le fipronil (lot B20050318, pureté estimée par le fournisseur a 95.6%) a été acheté
chez 3B Medical Systems Inc. (Libertyville, IL, USA).

2. Fipronil sulfone

Le fipronil sulfone administré par voie orale a des rats pour déterminer les
parameétres pharmacocinétiques de la molécule (chapitre 2) et utilisé pour étudier les
différences interspécifiques en termes de perturbation thyroidienne sur hépatocytes de
rat, de mouton et dHomme (chapitre 4) provenait de Crescent Chemical (Islandia, NY,
USA; lot 429-35B, pureté estimée par le fournisseur a 99.3%). Pour toutes les autres
expérimentations, le fipronil sulfone a été synthétisé a partir du fipronil. Brievement, de
l'acide 3-chloroperbenzoique (2.024 g, 11.7 mmol, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier,
France) a été ajouté au fipronil (1.684 g, 3.86 mmol) dans du dichlorométhane (40 mL). La
suspension obtenue a été conservée a température ambiante pendant 3 jours. La phase
organique a ensuite été successivement rincée par de l'hydroxyde de sodium 0.2M (20 mL,
deux fois), de l'eau (20 mL), et une solution aqueuse saturée en chlorure de sodium (20
mL). Aprés séchage avec du sulfate de magnésium, le solvant a été évaporé et du
dichlorométhane a été ajouté a lextrait sec. Le fipronil sulfone a ensuite été précipité
(1.245 g ont été obtenus, soit un rendement de 74%). Le point de fusion de la poudre
obtenue était de 218-219°C, ce qui correspond au point de fusion connu du fipronil sulfone
(219-221.5°C, Buntain et al., 1988) alors que celui du fipronil est de 195.5-203°C

(Connelly, 2001). L'absence de fipronil a ensuite été vérifiée par spectrométrie de masse.
3. Piperonyl butoxide

Le piperonyl butoxide, sous forme liquide, administré par voie orale a des rats
(chapitre 2) ou utilisé pour étudier leffet d'une inhibition de la biotransformation du
fipronil en fipronil sulfone sur hépatocytes (chapitre 4) provenait de Sigma-Aldrich (Saint-

Quentin Fallavier, France: pureté estimé par le fournisseur a 90%).
4. Préparation des solutions de traitement

Toutes les solutions ont été protégées de la lumiere pendant toute la durée des
expérimentations. Les différents solvants utilisés pour administrer le fipronil, le fipronil

sulfone et/ou le piperonyl butoxide sont présentés dans le tableau 13.
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Chapitre

Expérimentation

Solvant

Concentration solution

Administrations répétées

Solution aqueuse de

2 de fipronil chez le rat méthylcellulose (0.5% Fipronil 1.5 mg/mL en
Transcriptome hépatique ~ W/V) + Tween 80 suspension
> du rat (0.01%, w/v)
Administration unique de Fipronil 1.5 mg/mL et
2 fipronil ou de fipronil Dissolution dans de fipronil sulfone 1.55
sulfone chez le rat po l'éthanol (0.14 mg/pL) + mg/mL en solution
Toxicologie comparative mélange a de l'huile de  (concentrations
3 du fipronil et du fipronil ~ mMars équimolaires de 3.4
sulfone chez le rat umoles/mL)
Fipronil 3 mg/mL +
Dissolution du fiprom'l piperonyl butoxide 625
Inhibition de la dans de l'‘éthanol (0.14 mg/mL en solution
5 biotransformation du mg/pL) + mélange a de . .
fipronil en fipronil sulfone l'huile de mais Fipronil 1.5 mg/mL +
chez le rat contenant le piperonyl  Piperonyl butoxide 208
butoxide mg/mL, 625 mg/mL puis
1000 mg/mL en solution
Fipronil 1 mg/mL
2er . Solution d'eau (transcriptome hépatique
Expérimentations sur les .
5 souris gommeuse (gomme de S(,')UI'IS), 2 n113g/mL
arabique 3%, w/v) (cinetique de “C¢-LT4) ou
3.5 mg/mL en suspension
Fipronil 1.5 mg/mL et
Administration unique de  Solution de :;Zr/or:]l_l (Selrjmlzzrlft:c;:s
2 fipronil ou de fipronil DMSO/Ethanol/eau .
. (concentrations
sulfone chez le rat iv (v/v/v) .. .
equimolaires de 3.4
pmoles/mL)
Dilutions sériées de
Traitement des fipronil et de fipronil
4 hépatocytes de rat, de DMSO sulfone en solution et

mouton et dHomme

dilution du piperonyl
butoxide

Tableau 13: Modalités d'administration du fipronil, du fipronil sulfone et du piperonyl butoxide

dans les différentes expérimentations.
5. Modalités d'administration des traitements

In vivo, les doses de fipronil (1.5 a 10 mg/kg) étaient de l'ordre de celles décrites
comme induisant une perturbation thyroidienne chez le rat (AFSSA, 2005; Leghait et al.,
2009). Le fipronil sulfone a été administré a des doses molaires identiques a celles en
fipronil. Le détail de la démarche expérimentale ayant permis d'établir que des

traitements au fipronil et au fipronil sulfone a des doses équimolaires devaient permettre
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d'obtenir des concentrations plasmatiques en fipronil sulfone identiques a l'état d'équilibre
est présenté dans le chapitre 2. La justification des différentes doses de piperonyl
butoxide utilisées est présentée également dans le chapitre 2. Le choix dune
administration des traitements par gavage oro-gastrique permettait de mieux controler les
doses administrées a chaque animal que lors d'une prise spontanée d'aliment tout au long
de la journée par des animaux placés en hébergement collectif.

In vitro, les concentrations en fipronil et en fipronil sulfone toxiques pour les
hépatocytes humains en culture ont été déterminées apres 24h de culture avec du fipronil
ou du fipronil sulfone. La dégradation de 50% des fonctions biologiques ou biochimiques
des hépatocytes survenait pour une concentration en fipronil de 30 pM et une
concentration en fipronil sulfone de 15 pM (PNRPE "Fipronil et retardateurs de flamme
polybromés: exposition et altération des fonctions thyroidienne et corticosurrénalienne”,
données non publiées). Les hépatocytes ont donc été traités avec des concentrations
inférieures aux concentrations cytotoxiques conduisant a des concentrations plasmatiques
en fipronil sulfone de l'ordre de celles retrouvées chez le rat ou le mouton in vivo ou chez
lHomme. Lors de l'étude des différences interspécifiques en termes de perturbation
thyroidienne sur hépatocytes de rat, de mouton et dHomme un traitement des
hépatocytes avec du fipronil a 40 uM a également été ajoutée pour servir de témoin positif
de cytotoxicité. La dose de piperonyl butoxide a été fixée a une dose inférieure a celle
précédemment utilisée sur hépatocytes de rat par Niknahad and O'Brien (2004) pour

prévenir tout effet cytotoxique potentiel de la molécule.
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B.Modeéles animaux

1. Origine et hébergement des animaux

Les rats étaient des rats Wistar femelles adultes, de 200 a 250g, provenant de chez
Janvier (Wistar RjHan:WI, Le Genest Saint Isle, France), Harlan (Wistar HsdHan:WIST
Outbred, Gannat, France) ou Charles River (Wistar Crl:WI, L'Abresle, France). Les rates
étaient hébergées par 2 a 4 en cage, excepté lors de la pose d'un cathéter ou elles étaient
hébergées en cages individuelles. Elles étaient placées dans des armoires a rongeurs afin
détre soumises a un cycle lumineux inversé (lumieres éteintes de 9:00 a 21:00,
manipulation des animaux pendant leur phase d'activité) dans lanimalerie de lEcole
Nationale Vétérinaire de Toulouse (ENVT, France) ou, pour l'étude du transcriptome
hépatique de rat (chapitre 5), sur des portoirs et soumises a un cycle lumineux non inverseé
(lumieres allumées de 7:00 a 19:00) dans l'animalerie de lInstitut National de la Recherche
Agronomique de St Martin de Touch (INRA, France). Les rates ont été acclimatées aux
conditions du laboratoire pendant au moins une semaine avant le début des
expérimentations. La nourriture (2016 Teklad Diet, Harlan, Gannat, France; ou A04, SAFE,
Augy, France) et l'eau ont été fournies ad libitum. Les rates ont été pesées deux fois par
semaine et, pour chaque solution administrée, les volumes ont été ajustés au dernier poids
relevé.

Les souris étaient des souris males C57BL/6J adultes. Les souris sauvages (wild-
type) provenait de chez Janvier (C57BL/6J Rj, Le Genest St Isle, France). Les souris
transgéniques déficientes pour le récepteur nucléaire CAR (CAR”") ou pour le récepteur
nucléaire PXR (PXR”") avec un fond génétique C57BL/6J ont été obtenues respectivement
grace a un don du Professeur David D. Moore (Department of Molecular and Cellular
Biology, Baylor College of Medicine, Houston, TX, USA) et du Professeur Steven A. Kliewer
(Department of Pharmacology, University of Texas Southwestern Medical Centre, Dallas,
TX, USA). Les animaux a lorigine des colonies ont été fournis par le Professeur Urs A.
Meyer (Division of Pharmacology/Neurobiology, Biozentrum of the University of Basel,
Bale, Suisse). Les souris étaient hébergées par 4 a 10 en cage. Elles étaient placées sur des
portoirs et soumises a un cycle lumineux non inversé (lumieres allumées de 7:00 a 19:00)
dans l'animalerie de Ulnstitut National de la Recherche Agronomique de St Martin de Touch
(INRA, France). Les souris ont été acclimatées aux conditions du laboratoire pendant au
moins deux semaines avant le début des expérimentations. La nourriture (AO4, SAFE, Augy,
France) et l'eau ont été fournies ad libitum. Les souris ont été pesées une fois par semaine

et, pour chaque solution administrée, les volumes ont été ajustés au dernier poids relevé.
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2. Modele de rat pseudo-euthyroidien

Un modele de rat pseudo-euthyroidien a été développé et validé dans le laboratoire
par Leghait et al. (2009). Brievement, la production de T, endogene a été supprimée dans
ce modele par une ablation chirurgicale de la thyroide afin d'étre en mesure de controler
parfaitement le taux dentrée de la T, dans l'organisme. Contrairement aux méthodes
utilisant de la thyroxine marquée (Soldin et al., 2010), ce modele est le seul qui permet de
déterminer conjointement in vivo les clairances de la T, totale et de la T4 libre. Or, de
précédentes études ont montré que la clairance de la T, libre pourrait étre un
biomarqueur plus précoce et plus sensible d'une perturbation résultant d'un modification
du métabolisme des hormones thyroidiennes (Leghait et al., 2009; Leghait et al., 2010). A
la suite de la thyroidectomie, les animaux ont été supplémentés en T;, la forme bioactive
des hormones thyroidiennes, pour conserver un état pseudo-euthyroidien compatible avec
le maintien d'une activité des enzymes hépatiques normale, ces enzymes étant
dépendantes de l'apport en hormones thyroidiennes au niveau du foie (Liddle et al., 1998;
Masmoudi et al., 1997).

Les rates ayant recu du fipronil avec trois doses successives de piperonyl butoxide
(chapitre 2) ou ayant recu un bolus intrapéritonéal (ip) de T4 ou d'antipyrine (chapitre 3)
ont été thyroidectomisées (THX) une semaine avant le début du traitement au fipronil sous
anesthésie générale (kétamine/médétomidine ip: Chlorkétam 1000®, Vétoquinol, Lure,
France: 37.5 mg/kg de kétamine / Domitor®, Pfizer, France: 0.5 mg/kg de médétomidine;
ou anesthésie gazeuse: AErrane®, Baxter SA, Maurepas, France, 2 a 2.5% d'isoflurane dans
de 10;). Elles ont été traitées en préopératoire avec un anti-infectieux a base de
sulfadoxine/trimethoprime en sous-cutanée (sc) (Borgal®, Intervet SA, Angers, France:
6.25 mg/kg de sulfadoxine et 1.25 mg/kg de trimethoprime) et un anti-inflammatoire a
base de flunixine méglumine sc (Finadyne®, Schering-Plough, Courbevoie, France: 5
mg/kg; ou Meflosyl®, Fort Dodge Santé Animale, Tours, France: 5 mg/kg). Juste apres la
chirurgie, les rates ont également recu 0.5 mL sc de Téracalcium® (Vétoquinol, Lure,
France) ou 5 mL sc de Lactate de Ringer (B Braun Medical, Boulogne, France) afin de
prévenir une hypocalcémie due a une excision ou a une dévascularisation des parathyroides
lors de la chirurgie. Le traitement antibiotique et l'administration de Téracalcium ou de
Lactate de Ringer ont été renouvelés le lendemain de la thyroidectomie. Des le lendemain
des thyroidectomies et jusqua la fin des expérimentations, les rates ont été
supplémentées quotidiennement par de la Ts (10 pg/kg/j, sc) a une dose calculée pour
restaurer a l'état déquilibre des concentrations plasmatiques en T; proche des
concentrations physiologiques (Leghait et al., 2009) et ainsi assurer le maintien d'un état

pseudo-euthyroidien.
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3. Prélévements sanguins sériés

Des prélevements sanguins sériés ont été réalisés chez les rates ayant recu des
administrations répétées de fipronil ou une administration unique de fipronil ou de fipronil
sulfone (chapitre 2) et chez les rates ayant recu un bolus ip de T4 ou d'antipyrine (chapitre
3). Un cathéter a été placé dans une des veines fémorales deux jours au moins avant le
début d'une cinétique sous une anesthésie kétamine/médétomidine ou gazeuse. Tous les
prélevements de sang ont été collectés dans des tubes héparinés (10 pL d'héparine diluée
au 1/10° dans des tubes Eppendorf®, Heparine Choay®, 50 Ul/mL, Sanofi-aventis, France).
Aprés chaque prélévement de sang (150 pL a 200 pL afin de ne pas dépasser 10% du volume
sanguin total prélevé a la fin de la cinétique), un volume de sérum physiologique stérile (B
Braun Medical, Boulogne, France) équivalent au volume de sang collecté a été administre,
suivi de 150 pL de sérum physiologique hépariné correspondant au volume mort du

cathéter (héparine au 1/100°).
4., Prélevements terminaux

Le sang total a été collecté chez les rats apres une anesthésie au CO, ou a
lisoflurane par ponction de laorte abdominale, de la veine cave postérieure ou via le
cathéter. Il a été collecté chez les souris aprés une anesthésie a l'isoflurane par ponction
intracardiaque. Tous les prélévements de sang ont été collectés dans des tubes héparinés,
centrifugés a 4000 x g pendant 15 minutes a +4°C et le plasma a été stocké a -20°C
jusqu'aux dosages.

Lors de l'étude de la toxicologie comparative du fipronil et du fipronil sulfone in
vivo (chapitre 3), les foies ont été perfusés via le cathéter ou via la veine cave postérieure
avec du sérum physiologique stérile (15 mL/min, 20 mL par foie), puis ils ont été
rapidement congelés dans de l'azote liquide et stockés a -80°C jusqu'a la préparation de
fractions subcellulaires. Lors de l'étude des mécanismes moléculaires de la perturbation
thyroidienne engendrée par un traitement au fipronil (chapitre 5), un bout du grand lobe
de chaque foie a été partagé en cing morceaux qui ont été rapidement congelés dans de

l'azote liquide et stockés a -80°C jusqu'a 'extraction des ARNm.
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C.Modeéles cellulaires

1. Origine et obtention des hépatocytes

Les hépatocytes de rat et dHomme étaient des hépatocytes collectés a partir d'un
foie entier ou de fragments de foie perfusés et cryopréservés au sein de léquipe
"Toxicologie cellulaire et moléculaire des xénobiotiques" de 'UMR1331 Toxalim basée a
U'INRA de Sophia-Antipolis. Les hépatocytes humains ont été obtenus lors de résections de
tumeurs secondaires hépatiques. Les hépatocytes de mouton étaient des hépatocytes frais
isolés au sein de l'équipe "Pesticides Perturbateurs Endocriniens” de 'UMR1331 Toxalim
basée a 'ENVT. Tous les hépatocytes ont été isolés par perfusion a la collagénase selon le

protocole de Berry and Friend (1969).
2. Réactifs

Le milieu L15, le milieu Williams' E, linsuline (Insulin-Tranferrin-Selenium-A), la
solution de pénicilline/streptomycine et le sérum de veau foetal provenaient de chez Life
Technologies (Saint-Aubin, France), le Percoll de chez GE Healthcare (Buc, France),
U'hydrocortisone hémisuccinate, la BSA (Bovine Serum Albumine), lérythrosine B et le
collagene de chez Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France), la collagenase de chez
Boehringer Mannheim (Mannheim Corp., Sydney, Australie) et le test de dosage du MTT de

chez Clinisciences (Nanterre, France).
3. Modalités de mise en culture des hépatocytes

Les hépatocytes isolés ont été mis en suspension dans du milieu L15 + Percoll 70%
contenant 10% de sérum de veau feetal, 50 Ul/mL de pénicilline, 50 pg/mL de
streptomycine et 0.1 Ul/mL d'insuline. La viabilité des hépatocytes a été déterminée par le
test d'exclusion a l'érythrosine B et était de 75 a 80% au moins en fonction de l'espéce. Les
hépatocytes ont ensuite été mis en culture dans des plaques 96-puits coatées au collagéne
de type | et mis a incuber a 37°C sous une atmosphére humide chargée a 5% de CO,.

Une heure et deux heures apres la mise en culture, le milieu a été remplacé par du
milieu Williams' E contenant 10% de sérum de veau foetal, 50 Ul/mL de pénicilline, 50
pg/mL de streptomycine et 0.1 Ul/mL d'insuline. Le lendemain, le milieu a été remplacé
par du milieu Williams' E contenant 300 pg/mL de BSA, 1 pM dhydrocortisone
hémisuccinate, 50 Ul/mL de pénicilline, 50 ug/mL de streptomycine et 0.1 Ul/mL d'insuline
et les différents traitements. Vingt-quatre heures aprés, le dernier milieu a été renouvelé
et supplémenté en T, afin de déterminer la clairance de la T4 en fonction des différents

traitements.
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D.Méthodes d'analyse

Les méthodes utilisées pour doser le fipronil et le fipronil sulfone ou les hormones
thyroidiennes ont toutes été validées selon les criteres d'acceptabilité de la Food and Drug
Administration (2001).

1. Dosage du fipronil et du fipronil sulfone

a. HPLC/MS/MS

Chez des rates ayant recu des administrations répétées de fipronil (chapitre 2), les
concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone ont été mesurées par le
laboratoire Avogadro (Fontenilles, France) par LC/MS (Liquid Chromatography/Mass
Spectrometry) en couplant une chaine HPLC (High Performance Liquid Chromatography) a
un triple quadrupole (Quattro Micro™ API, Waters Corporation, Saint Quentin en Yvelines,
France). Cinquante pL de plasma ont été extraits par extraction liquide/liquide. Dix pL
d'eau/acétonitrile purifiée (50/50, v/v) ont été ajoutés au plasma, vortexés 30 s et la
préparation a été centrifugée 5 min a 16060 x g a 5°C. La phase supérieure a été
récupérée dans sa totalité puis évaporée sous azote a 25°C. L'extrait sec a été reconstitué
avec 150 pL de méthanol-acétate d'ammonium 5 mM (90/10, v/v) puis vortexé 30s. Les
échantillons extraits ont ensuite été passés sur une colonne C18 (BDS Hypersil C18, 3 um,
100 x 3 mm, Thermo Electron Corporation, Courtaboeuf, France). Les molécules extraites
ont été ionisées en mode négatif et détectées respectivement selon les transitions MRM
(Multiple Reaction Monitoring) m/z 435>330 et m/z 451>415 pour le fipronil et le fipronil
sulfone, avec des énergies de collisions de 16 eV et de 17 eV. Le coefficient de variation
moyen intra-jour pour trois controles qualité (8, 30 et 80 ng/mL) était de 3.2% pour le
fipronil et de 6.9% pour le fipronil sulfone. La limite de quantification (LOQ) était de 5

ng/mL pour les deux molécules.
b. HPLC/UV/MS

Les concentrations en fipronil et en fipronil sulfone ont été déterminées par HPLC
couplée a une détection UV (Ultraviolet)/MS selon la méthode développée au laboratoire
par Lacroix et al. (2010) dans le plasma des rates ayant recu du piperonyl butoxide
(chapitre 2), un bolus ip de T, ou dantipyrine (chapitre 3) ou utilisées pour étudier le
transcriptome hépatique (chapitre 5), et dans le milieu extracellulaire des hépatocytes de
rat utilisés pour déterminer les conditions de mise en culture pour étudier un effet
perturbateur thyroidien (chapitre 4). Cette méthode a été développée pour couvrir une

plus large gamme de concentrations en fipronil et en fipronil sulfone que la méthode
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précédente. Les coefficients de variation moyens intra- et inter-jours étaient inférieurs a
15% pour le fipronil (trois controles qualité) comme pour le fipronil sulfone (cing controles
qualité). La limite de quantification était de 2.5 ng/mL pour les deux molécules, excepté
pour l'étude sur hépatocytes de rat ou elle était de 50 ng/mL, concentration supérieure

aux concentrations attendues.
c. UPLC/MS/MS

Dans le plasma des rates ayant recu une administration unique de fipronil ou de
fipronil sulfone (chapitre 2), celui des souris ayant recu un bolus ip de "*C¢-LT, (chapitre 5)
et le milieu extracellulaire des hépatocytes de rat utilisés pour étudier leffet d'une
inhibition de la biotransformation du fipronil, ou de rat, de mouton et dHomme utilisés
pour déterminer les différences interspécifiques en termes de perturbation thyroidienne
(chapitre 4), les concentrations en fipronil et en fipronil sulfone ont été déterminées par
LC/MS en couplant une chaine UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) a un triple
quadrupole (Xevo mass spectrometer, Waters, Milford, MA, USA). Soixante-quinze pL de
plasma, mixés avec 75 pL de standard interne (5-amino-3-cyano-1-(2,6-dichloro-
4(trifluoromethyl-phenyl)-4-ethylsulfinylpyrazole ou Ethiprole, 1 pg/mL), ont été extraits
par extraction en phase solide sur une cartouche SPE (Bond Elut C8 Varian® 100 mg, les
Ulis, France) selon la méthode décrite par Lacroix et al. (2010). Cette méthode a été
développée car elle permettait de couvrir la méme gamme de concentrations en fipronil et
en fipronil sulfone que la méthode précédente en ayant une détection linéaire en MS/MS
tout en gagnant en temps de passage des échantillons. Les coefficients de variation
moyens intra- et inter-jours étaient inférieurs a 15% pour le fipronil (cing controles
qualité) comme pour le fipronil sulfone (cing controles qualité). La limite de quantification

(LOQ) était de 2.5 ng/mL pour les deux molécules.
2. Dosage des hormones thyroidiennes

a. T4, T3 et TSH par dosage radioimmunologique

Les concentrations en hormones thyroidiennes ont été mesurées grace a des kits
Coat-a-count® de dosage radioimmunologique de chez Siemens Healthcare Diagnostics (Los
Angeles, CA, USA) dans le plasma de rates ayant recu un bolus ip de T4 (TT4 (T4 totale),
FT4 (T, libre) et TT3 (T; totale), chapitre 3), dans le milieu extracellulaire des hépatocytes
de rat utilisés pour déterminer les conditions de mise en culture pour étudier un effet
perturbateur thyroidien, ou de rat, de mouton et dHomme utilisés pour déterminer les
différences interspécifiques en termes de perturbation thyroidienne (TT4, chapitre 4),

dans le plasma de souris ayant recu 10 mg/kg/j de fipronil (TT4 et TT3, chapitre 5), et

74



CHAPITRE 1: MODELES D'ETUDE ET METHODES D'ANALYSE

dans le plasma de rates utilisées pour l'étude du transcriptome hépatique (TT4, TT3, FT4
et FT3 (T; libre), chapitre 5). Les concentrations plasmatiques en TSH chez les rates
utilisées pour l'étude du transcriptome hépatique (chapitre 5) ont été mesurées grace a un
kit de dosage radioimmunologique de chez GE Healthcare (Buc, France). Tous les dosages
ont été réalisés selon les instructions des fournisseurs. Les coefficients moyens intra- et
inter-jours pour trois controles qualité étaient inférieurs a 15% pour tous les dosages. Les
limites de quantification étaient validées a 5 ng/mL pour la TT4 et 0.2 ng/mL pour la TT3.
La limite de détection a été considérée comme étant la plus faible valeur de la gamme du
dosage pour la FT4 (1 pg/mL), la FT3 (0.52 pg/mL) et la TSH (2.1 ng/mL).

b. Métabolites des hormones thyroidiennes et C,-LT, par UPLC/MS/MS

Dans le plasma de rates ayant recu un bolus ip de T4 (chapitre 3), dans le plasma de
souris ayant recu un bolus ip de "*C¢-LT, (chapitre 5) et dans le milieu extracellulaire des
hépatocytes de rat utilisés pour étudier l'effet d'une inhibition de la biotransformation du
fipronil (chapitre 4), les concentrations en T4, T3, T, (diiodothyronine), rT; (reverse
triiodothyronine), MIT  (monoiodotyrosine), DIT (diiodotyrosine), Tetrac (acide
tetraiodothyroacétique), Triac (acide triiodothyroacétique) et "*C4-LT,4 (seulement chapitre
5) ont été déterminées par LC/MS en couplant une chaine UPLC a un triple quadrupole
(Xevo mass spectrometer, Waters, Milford, MA, USA). Le plasma, mixé avec de la T,
deutérée (T,-ds, chapitres 3 et 5) ou de la "*C;,-LT, (chapitre 4) comme standard interne (1
pg/mL pour les deux standards), a été extrait en phase solide sur une cartouche SPE
(Strata X-C, Phenomenex, LePecq, France). Les échantillons extraits ont été séparés sur
une colonne C18 (Acquity BEH® RPC18, 2.1 x 100 mm, 1.7 um, Waters) avec un gradient
d'élution eau/acétonitrile acidifié avec 0.05% d'acide formique. Les échantillons ont été
ionisés en mode positif et détectés selon les transitions MRM suivantes: T, m/z 778>605, Ts
et rTs m/z 652>606, T, m/z 526>480, "*C4-LT, m/z 783>737, T4-ds m/z 783>201 et Cy,-LT,
m/z 790>744. Les coefficients moyens intra- et inter-jours pour trois controles qualité
étaient toujours inférieurs a 15%. Les courbes de calibration couvraient des concentrations
de 5 & 100 ng/mL pour la T4, de 0.2 & 100 ng/mL pour la T,, la *Ce-LTset la T;, et de 1 &
100 ng/mL pour la rT;. La T, utilisée pour réaliser les gammes était de la 3,5-Diiodo-L-
thyronine (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) mais la sélectivité de la
méthode entre les trois isomeres de T, (3,3"-diiodothyronine, 3',5-diiodothyronine et 3,5-
diiodothyronine) n'a pas été évaluée. Les pourcentages d'extraction étaient respectivement
de 104%, 108%, 46% et 147% pour la T4, la T3, la rTs et la T,. Les résultats des dosages des

MIT, DIT, Tetrac et Triac étaient difficilement interprétables.

75



CHAPITRE 1: MODELES D'ETUDE ET METHODES D'ANALYSE

3. Détermination des expressions des ARNm par RT-qPCR

a. Toxicologie comparative du fipronil et du fipronil sulfone in vivo

Les ARN hépatiques totaux ont été extraits avec du TRIzol® (Invitrogen, Cergy-
Pontoise, France) selon les recommandations du fournisseur et 2 ug d'’ARN ont été soumis a

t™ Il reverse transcriptase, Invitrogen, Cergy-

une transcription réverse (SuperScrip
Pontoise, France). Les RT-qPCR ont été réalisées en utilisant du SYBR Green (SYBR Green
TagMan Universal PCR master mix, Applied Biosystems, Courtaboeuf, France). La
fluorescence a été mesurée et analysée (7300 Real Time PCR detection system instrument,
Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) et les données ont été normalisées par
l'expression de 'ARNm de la TATA-box binding protein (Tbp). Les résultats ont été exprimés

2(Ct Tbp - Ct gene)
sample

selon l'équation suivante: , ou Ct correspond au

Ct Tbp - Ct gene

( )
mean [2 ] vehicle group

nombre de cycles permettant d'obtenir un signal fluorescent au-dessus d'un seuil prédéfini.

Les amorces utilisées sont présentées dans le tableau 14 et leur efficacité a été testée.

NCBI Refseq Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3')
Thp NM_001004198 ccacaccagcctctgagagc agccaagattcacggtggat
Ugt1a1 NM_012683 cttcagaaaaaagccctatccca Cccaaagagaaaaccacgatgc
Sult1b1 NM_022513 gaacaaaatgttcctggagcaag tgatggagttttcttcaagagttcaa
Cyptat NM_012540 cagtccttcctcacagccaaa aggctgggaatccatacacaga
Cyp1a2 NM_012541 tgaggactcagtccttccctca ggacaacttgtaaggatcagctctct
Cyp2b2 XM_001062335 ctccgetatggtttectget agggatggtggcctgtga
Cyp3at NM_013105 ttctgcaaaacttctccttccag ctttagaataatgggttttgttggttg
Cyp3a2 NM_153312 ttctccttccagecttgea caataaaattccttgagggaaagtcag

Tableau 14: Séquences des primers utilisés dans le chapitre 3

b. Mécanismes moléculaires de la perturbation thyroidienne engendrée par

un traitement au fipronil

L'extraction des ARN hépatiques totaux et la transcription réverse ont été réalisées
selon le protocole décrit ci-dessus. Les RT-qPCR ont été réalisées en utilisant du SYBR
Green (SYBR Green TagMan Universal PCR master mix, Applied Biosystems, Courtaboeuf,
France). La fluorescence a été mesurée et analysée (Viia7 detection system instrument,
Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) et les données ont été normalisées par
l'expression de 'ARNm de la TATA-box binding protein (Tbp) et par l'expression de celui de

la Polymerase |l polypeptide A (Polr2a). Les résultats ont été exprimés selon l'équation
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2(Ct Calib - Ct gene)
sample

suivante: , ou Ct correspond au nombre de cycles

mean [2(CtCalb-CLeene)] e group

permettant d'obtenir un signal fluorescent au-dessus d'un seuil prédéfini et Ct Calib
correspond a la moyenne des Ct obtenus pour Tbp et Polr2a. Toutes les amorces des genes

présentés dans le chapitre 5 sont regroupées dans les tableaux 15 (Rat) et 16 (Souris) et

leur efficacité a été testée.

NCBI Refseq Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3')
Tbp NM_001004198 ccacaccagcctctgagagc agccaagattcacggtggat
Polr2a XM_002727723 cggcgtcctgagtecg aacttgggggactaatggatcc
Car NM_022941 gagtataaacagcgcatactcatatgaaa ctgggcctcagetgecaa
Pxr NM_052980 aggacacgcacccctttg ccgtccgtgctgetgaat
Cyp2b1 NM_001134844 gcactgaaaaagagtgaagctttc ggaacaattcatttcgggca
Cyp2b2 NM_01198676 ctccgctatggtttcctget agggatggtggcctgtga
Cyp3at NM_013105 ttctgcaaaacttctccttccag ctttagaataatgggttttgttggttg
Ces2 NM_001044258 gaaacaaattcacgctcggc gcccagtatctggectgtgt
Cesé NM_144743 ctctgataaatctgaggtggtctacaag catccagataggttggctactgtctt
Ugt1atl NM_012683 cttcagaaaaaagccctatccca Ccaaagagaaaaccacgatgc
Sult1b1 NM_022513 gaacaaaatgttcctggagcaag tgatggagttttcttcaagagttcaa
Gsta2 NM_017013 ggtaatatgtcccccagaccaa ccgggtcagcctgttacct
Abcc2 NM_012833 cccattatccgtgectttga tccagccgaattgcaagce
Abcc3 NM_080581 gggagctgggctccaagt ggaacccaggccagcaa
Abcgh NM_053754 tctccttgtacatcgagagtggc cgtccagcagegtggttt
Abcg8 NM_130414 accaactgtggaactgctgct ccggaagtcattggaaatctg
Slcotat NM_017111 agattagacttctcactcctgtgtcatt taataacctgattaagtttgtcagtgctc
Slcola4 NM_131906 aactttcctattgcagaaatatcatttaga tgcagaggataaatcaaaacaaactaac
Cyp4ati NM_175837 ccactatgacattctgaaaccctatgta tgccagctgttcccatttg
Cd36 NM_031561 ggaggcattctcatgccg tgaaagcaatggttccttcttca
Hmgcs2 NM_173094 caacgctgccaactggatg gggcgttaccacttgggtaga
Thrsp NM_012703 tccatcacatccttacccacc gggtcctcatcgtcttecct

Tableau 15: Séquences des primers utilisés dans le chapitre 5 chez le rat
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NCBI Refseq

Forward primer (5'-3')

Reverse primer (5'-3')

Tbp
Polr2a
Car

Pxr
Cyp2b10
Cyp3aii
Ces2c
Ces2a
Ugt1at
Sult1b1
Gsta2
Abcc2
Abcc3
Abcg5
Abcg8
Slcotat
Slcola4
Cyp4a10
Cd36
Hmgcs2
Thrsp
Cyp2c29
Cyp4ai14
Sultic2
Sult1d1
Sulttet
Ugt1a2
Ugt1aé
Ugt1a9
Ugt2b1
Ugt2bb
Abcb1a
Slco1b2
Diot
Dio3

NM_013684
NM_009089
NM_009803
NM_010936
NM_009999
NM_007818
NM_145603

NM_001190330

NM_201645
NM_019878
NM_008182
NM_013806
NM_029600
NM_031884
NM_026180
NM_013797
NM_030687
NM_010011
NM_007643
NM_008256
NM_009381
NM_007815
NM_007822
NM_026935
NM_016771
NM_023135
NM_201645
NM_145079
NM_201644
NM_152811
NM_009467
NM_011076
NM_020495
NM_007860
NM_172119

acttcgtgcaagaaatgctgaa
aagagagtgcagttcggagtcct
gctgcaagggcttcticaga
agagatcatccctcttctgeccac
tttctgeccttctcaacaggaa
tcacacacacagttgtaggcagaa
cgggctgetgettcttcttat
tcctgetgtgacactctcatgtg
tcagagaactttatgtgcagagtggt
ggtgacattgtaataaccacttaccct
cacactcctctggagctggat
cctgaatctcacgcgcecta
tcttgctgataccactcaatgga
tcgccacggtcattttca
atccattggccacccttgt
gttgcaacacaagaaggcagatt
tatggaaaatccactgctgagatagtc
attagtgagagtgaggacagcaacag
gttaaacaaagaggtccttacacatacag
tgcaggaaacttcgctcaca
aacggaggaggccgaagaag
gctcaaagcctactgtca
tcagtctatttctggtgctgttc
aatggtgatgtagagaagtgccg
gatgacattttgatctccacatatcc
atttcacttcttccacgggaac
tccttectcttatattccgaacctac
gctacctagaggcacaggtctctaac
aagaacatgcattttgctcctactt
gttttctctgggatcaatggttaaa
ccattgcaaacctgctaaacc
catgacagatagctttgcaagtgtag
gacaaggcactgcgatgga
ctttgcctccacagecga

tttagatttcttgtgcatcege

gcagttgtccgtggctctct
tccgttgtttctgggtatttga
ccttccagcaaacggacaga
gatctggtcctcaataggcaggt
atggacgtgaagaaaaggaacaac
gtttacgagtcccatatcggtagag
ctgtatgtgtgtttctgatggggt
ccaaccaggaagtctagccaa
catgctccccagaggeg
ggtgataacatctctcttacatttttcaac
cccgggcattgaagtagtga
cagatggagtccagacatgctg
gcgggagtccttgaacttcat
gccaaaagagcagcagagaaata
gcgtctgtcgatgetggtc
atttggctaggtatgcacatgttaat
aatcaaaccaccaattaaatatccg
tgtctgcaaatcgggttgg
cagtgaaggctcaaagatggc
aaatagacctccagggcaagga
gttgatgcacctcggggtct
catgagtgtaaatcgtctca
gagctccttgtccttcagatggt
ggaagatgggtccttaatatccttg
cccattgttgtagatcaaatccagta
ccaaaaacttcataatactcaggcatag
gaaaacaacgatgccatgctc
aagtgtctgagcagcaggaagaa
tctgtcatagtcactggggtctga
tttcttaccatcaaatctccacagaac
actaaccattgacccaagagaaaaga
ggcaaacatggctcttttatcg
gccttgcatatgtagctgaatga
acgttgttcttaaaagcccagc

ttcgggctcagggtggt

Tableau 16: Séquences des primers utilisés dans le chapitre 5 chez la souris
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4. Analyses pharmacocinétiques

Toutes les analyses pharmacocinétiques ont été réalisées en utilisant le logiciel
WinNonlin® (WinNonlin® 5.3, Pharsight Corporation, CA, USA). Le choix du modele a été
guidé par le critere d'Akaike (Yamaoka et al., 1978) et le choix de la pondération des
données par observation de la distribution des résiduelles (valeurs prédites vs. valeurs
observées) qui doit étre homogene et aléatoire.

Les analyses pharmacocinétiques de lévolution temporelle des concentrations
plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone sont présentées dans le chapitre 2. Les
analyses pharmacocinétiques de l'évolution temporelle des concentrations plasmatiques ou
extracellulaires en T, et des concentrations plasmatiques en antipyrine, plus classiques,

sont décrites dans ce chapitre.

a. Thyroxine et antipyrine in vivo

L'évolution temporelle des concentrations plasmatiques en TT4, FT4 ou en
antipyrine chez des rates ayant recu un bolus ip de T, ou d'antipyrine (chapitre 3), et celle
des concentrations plasmatiques en *C¢-LT, chez des souris ayant recu un bolus ip de "C-
LT, (chapitre 5), ont été ajustées avec la méthode des moindres carrés selon une équation
biexponentielle correspondant a un modele monocompartimental avec une phase

d'absorption et une phase d'élimination d'ordre 1:

K01 K10

FXDXKo»]

= Vx(Ko1 -Kqp)

x(exp(-Kqg xt)-exp(-Kgy x t))

ou C(t) est la concentration plasmatique au temps t, F est la biodisponibilité de la
substance, D est la dose, V est le volume de distribution, Ky est la constante de vitesse
d'absorption d'ordre 1 et Ko est la constante de vitesse d'élimination d'ordre 1. Les données
ont été pondérées par linverse des valeurs estimées pour la FT4 et la *C¢-LT, et une

pondération uniforme a été appliquée pour la TT4 et l'antipyrine.

b. Thyroxine in vitro

L'évolution temporelle des concentrations en TT4 dans le milieu extracellulaire des
cultures d'hépatocytes (chapitre 4) a été ajustée avec la méthode des moindres carrés

selon une équation biexponentielle correspondant a un modéle bicompartimental aprées
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administration d'un bolus intraveineux, l'administration de T, aux hépatocytes pouvant étre

assimilée a une administration iv:

holus IV K10
—_— 1 e

Klﬂi IlI'{21

C(t)=A*exp(-a*t)+B*exp(-B*t)
ou C(t) est la concentration dans le milieu de culture au temps t, A est le coefficient du 1¢
terme exponentiel, B est le coefficient du 2°™ terme exponentiel, a est la constante de
vitesse d'ordre 1 de la 1° phase de décroissance et B est la constante de vitesse d'ordre 1
de la 2°™ phase de décroissance des concentrations en T,. Une pondération uniforme a été
appliquée aux données obtenues lors de l'étude des effets de linhibition de la
biotransformation du fipronil sur hépatocytes de rat. Les données ont été pondérées par
linverse des valeurs estimées lors de létude des différences interspécifiques sur

hépatocytes de rat, de mouton et dHomme.
5. Analyses statistiques

Toutes les données ont été analysées a laide du logiciel R® (R® 2.6.2, R
Development Core Team, Vienna, Austria). Les données obtenues a l'aide des puces a ADN
lors de l'étude du transcriptome hépatique de rat (chapitre 5) ont été analysées a l'aide de
packages Bioconductor (www.bioconductor.org). Le détail du prétraitement et du
traitement des données est stocké dans la base de données Gene Expression Omnibus
(GEO) sous la référence GSE39378. Les genes différentiellement exprimés entre le groupe
solvant et le groupe fipronil ont été identifiés a l'aide des packages limma et g-value. Ils
ont été considérés comme significativement différentiellement exprimés lorsque la g-value
était inférieure ou égale a 10%. Toutes les autres données ont été analysées par une
ANOVA avec les facteurs appropriés comme facteurs a effet fixe (traitement et/ou
génotype et/ou leur interaction quand elles étaient estimables) suivi de comparaisons
post-hoc (test de Bonferroni, chapitres 3) ou d'un test de Student (chapitres 4 et 5). Pour
l'analyse des effets du traitement et du génotype sur la clairance de la *C¢-LT, chez la
souris (chapitre 5), les facteurs a effet fixe ont été corrigés par linverse du coefficient de

variation des clairances estimées.
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A.Problématique, hypothéses et objectifs

A ce jour, il y a peu de données concernant la pharmacocinétique du fipronil. Elles
sont essentiellement issues des évaluations toxicologiques réglementaires (AFSSA, 2005),
de lingestion accidentelle de fipronil chez 'Homme (Mohamed et al., 2004) ou des
expérimentations réalisées précédemment dans le laboratoire (Leghait et al., 2009;
Leghait et al., 2010) et suggerent qu'il existe des différences interspécifiques en termes de
perturbation thyroidienne engendrée par un traitement au fipronil. Ces différences
interspécifiques pourraient étre dues au potentiel role perturbateur thyroidien du principal
métabolite du fipronil formé in vivo, le fipronil sulfone. En effet, le rat, qui est tres
sensible a la perturbation thyroidienne, est fortement exposé au fipronil sulfone (Leghait
et al., 2009). De plus, le fipronil n'a quasiment pas d'effet perturbateur thyroidien chez le
mouton, espece beaucoup moins exposé au fipronil sulfone (Leghait et al., 2010).
Cependant, le potentiel effet perturbateur thyroidien du fipronil sulfone n'a pas été
envisagé dans les évaluations toxicologiques réglementaires et la pharmacocinétique du
métabolite n'a pas été renseignée. Ceci est d'autant plus critique que les données obtenues
chez le rat et le mouton suggérent que le fipronil sulfone persiste plus longtemps dans
l'organisme que le fipronil lui-méme.

Le but des expérimentations de ce chapitre était donc de déterminer les
parametres pharmacocinétiques du fipronil et du fipronil sulfone afin de mieux
caractériser l'exposition interne au fipronil et au fipronil sulfone par voie orale chez le rat.

Pour cela, nous avons tout d'abord observé l'évolution de l'exposition au fipronil et
au fipronil sulfone chez des rates traitées au fipronil quotidiennement pendant 14 jours
afin de documenter la pharmacocinétique du fipronil dans les conditions d'exposition
permettant d'obtenir un effet perturbateur thyroidien du fipronil (expérimentation 1).
Ensuite, nous avons administré a des rates du fipronil et du fipronil sulfone par voie orale
et par voie intraveineuse afin de déterminer les parameétres pharmacocinétiques du fipronil
en fipronil sulfone et en particulier le taux de biotransformation de linsecticide en son
métabolite, et ainsi étre en mesure de définir un schéma posologique permettant
d'exposer des rats aux mémes concentrations en fipronil sulfone aprés un traitement au
fipronil ou au fipronil sulfone seul (expérimentation 2). Enfin, nous avons tenté d'inhiber
cette biotransformation a laide dun inhibiteur compétitif des cytochromes P450
hépatiques (CYP) responsables de la métabolisation du fipronil en fipronil sulfone afin
d'exposer des rats majoritairement au fipronil et ainsi de discriminer les effets
perturbateurs thyroidiens propres a la molécule mere de ceux dus a son métabolite

(expérimentations 3 et 4).
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B.Evolution des concentrations plasmatiques en fipronil et en

fipronil sulfone aprés des administrations répétées de fipronil

1. Matériels et méthodes

a. Plan expérimental

La phase animale a été réalisée par Julien Leghait au cours de sa thése. Nous avons
ensuite repris les données générées pour les modéliser et préciser les parametres
pharmacocinétiques du fipronil et leur évolution temporelle lors d'administrations répétées
de la molécule. Trois rates ont été utilisées pour cette expérimentation. Leur poids moyen
(+ ET) était de 280 + 14g lors de la premiere administration de fipronil et de 274 + 17¢ lors
de la derniere administration. Les rates ont recu une administration quotidienne de
fipronil (3 mg/kg/jour, 14 jours) par gavage oro-gastrique. Afin de déterminer ['évolution
temporelle des concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone, des
prélevements sanguins ont été effectués 2, 5, 8 et 24h apres la premiére administration,
24h aprés la troisieme, 4h apres la dixieme et 2, 5, 8, 24 et 100h apres la derniére

administration de fipronil.

b. Analyse pharmacocinétique

L'évolution temporelle des concentrations plasmatiques en fipronil a été ajustée
avec la méthode des moindres carrés selon une équation biexponentielle correspondant a
un modele monocompartimental avec une phase d'absorption et un phase d'élimination

d'ordre 1:

K01 Kio0

FxDxKgy

ct)= Vx(Ko1-Kqp)

x (exp(-Kqg x t)-exp(-Kq1 x t)) avec Kio=Cl/V

ou C(t) est la concentration plasmatique au temps t, F est la biodisponibilité de la
substance, D est la dose, V est le volume de distribution, Ky, est la constante de vitesse
d'absorption d'ordre 1, Ko est la constante de vitesse d'élimination d'ordre 1 et Cl est la
clairance apparente du fipronil. La clairance apparente du fipronil a été considérée comme
une variable temps-dépendante, telle que clairance apparente = a + bt, ou a (mL/min/kg)
était la clairance apparente initiale, b (mL/min/kg/h) est le parametre décrivant la

temps-dépendance de la clairance apparente, et t (h) était le temps auquel la clairance
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apparente a été calculée. Enfin, les données ont été pondérées par linverse des valeurs

estimées.
2. Résultats

Fipronil 3 mg/kg/j po
e 2222222222 2%’

1000 - | . Po
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o
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Concentrations plasmatiques en
fipronil et en fipronil sulfone {ng/mL
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Figure 12: Evolution des concentrations plasmatiques moyennes (+ ET) en fipronil et en fipronil
sulfone aprés des administrations répétées de fipronil a des rates par voie orale.

Le fipronil a été administré pendant 14 jours a 3 rates a une dose de 3 mg/kg/j par gavage oro-
gastrique. Les concentrations plasmatiques en fipronil (e) et en fipronil sulfone (o) ont été
mesurées dans les prélévements sanguins collectés 2, 5, 8 et 24h aprés la 1ére administration de
fipronil, 24h apres la 3éme administration, 24h aprés la 10éme administration et 2, 5, 8, 24 et 100h
apres la derniére administration.

Vingt-quatre heures aprés la 1ére et la 3éme administration, les concentrations
plasmatiques en fipronil ont atteint respectivement 68 ng/mL et 71 ng/mL (figure 12). A
linverse, 24h aprés la 10eme et la derniére administration, les concentrations
plasmatiques en fipronil étaient inférieures a la limite de quantification de 5 ng/mL,
soulignant le fait que l'évolution des concentrations plasmatiques en fipronil suite aux
administrations répétées était temps-dépendante. Le fipronil sulfone était détectable des
2h apres la 1ére administration de fipronil. Les concentrations plasmatiques en fipronil
sulfone minimales, c'est-a-dire 24h aprés une administration de fipronil et juste avant la
suivante, augmentaient progressivement. Un état d'équilibre, caractérisé par des
concentrations en fipronil sulfone stables, semblait atteint aprés la 4éme administration
de fipronil. Apres la derniére administration, les concentrations plasmatiques en fipronil
sulfone diminuaient plus lentement que celles en fipronil. Ainsi, 100h aprés la derniére
administration de fipronil, le fipronil sulfone était toujours détectable chez tous les
animaux alors que le fipronil n'était plus détectable 8h apres cette derniére

administration.
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L'ajustement des données montrait des fluctuations importantes des concentrations
plasmatiques en fipronil suite aux administrations répétées. Cependant, l'amplitude de ces
fluctuations diminuait progressivement de la 1ére a la derniére administration suggérant

que la clairance du fipronil augmentait au cours du temps (figure 13).
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Figure 13: Exemple représentatif pour une des rates d'ajustement de ['évolution des
concentrations plasmatiques en fipronil aprés des administrations répétées de fipronil par voie
orale.

Ce graphique est représentatif des concentrations plasmatiques en fipronil observées (0) et prédites
par le modeéle pharmacocinétique (-) pour une des rates.

Ainsi, lors de la derniere administration, la Cmax était 7.6 fois plus faible, la

clairance apparente 10 fois plus élevée et le temps de demi-vie 10 fois plus court que lors

de la 1ére administration (tableau 17).

1ére administration de 14éme administration de
fipronil fipronil
Cmax (ng/mL) 599 + 145 79 £ 42
Tmax (h) 12.60 + 1.24 2.33£0.48
AUCo.24n (ng.h/mL) 34087 + 7839 2856 + 582
ti2 (h) 4.02 +1.88 0.38 £ 0.18
Clairance apparente (mL/min/kg) 11.80 + 6.17 127.93 + 71.89
a (mL/min/kg) 2.87 +1.61
b (mL/min/kg/h) 0.37 £ 0.21

Tableau 17: Paramétres pharmacocinétiques moyens (+ ET) du fipronil lors d'une administration
répétée de fipronil a des rates par voie orale.

Les paramétres pharmacocinétiques du fipronil ont été estimés a laide dun modéle
monocompartimental avec une phase dabsorption et une phase d'élimination dordre 1 en
considérant la clairance apparente du fipronil comme une variable temps-dépendante.

85



CHAPITRE 2: CARACTERISATION DE L'EXPOSITION

3. Conclusion

Les rates étaient majoritairement exposées au fipronil sulfone lors d'administrations
répétées de fipronil. De plus, la formation de fipronil sulfone a partir de fipronil était de
plus en plus rapide, suggérant une activation des CYP par le fipronil de plus en plus
importante au cours du temps. Enfin, le fipronil sulfone persistait plus longtemps dans
lorganisme que le fipronil lui-méme. En effet, durant les 14 jours d'administration,
l'exposition au fipronil n'excédait pas quelques heures a des niveaux de concentrations
plasmatiques faibles alors que les concentrations plasmatiques en fipronil sulfone
atteignaient rapidement un état d'équilibre. A la vue de ces premiers résultats, on pouvait
donc supposer que le taux de biotransformation du fipronil en fipronil sulfone était proche

de 100%. Cette hypothése a été mise a l'épreuve dans l'expérimentation suivante.
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C.Parameétres pharmacocinétiques du fipronil et du fipronil sulfone

apreés une administration unique de fipronil ou de fipronil sulfone

1. Matériels et méthodes

a. Plan expérimental

Douze rates ont été utilisées pour cette expérimentation. Leur poids moyen (z ET)
était de 239 + 25g lors de l'administration de fipronil ou de fipronil sulfone. Les animaux
ont été répartis en quatre groupes: administration iv de fipronil, administration iv de
fipronil sulfone, administration po de fipronil, administration po de fipronil sulfone (n = 3
rates/groupe). La dose de fipronil était de 1.5 mg/kg et celle de fipronil sulfone de 1.55
mg/kg quelle que soit la voie d'administration (iv dans la veine caudale ou po par gavage
oro-gastrique) afin de traiter les animaux avec des doses équimolaires de fipronil et de
fipronil sulfone (3.4 pmoles/kg). Afin de déterminer lévolution temporelle des
concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone, des prélevements sanguins
ont été effectués la veille de la cinétique et 0.25, 0.5, 2, 6, 10, 24, 48 et 120h apres un
bolus iv de fipronil ou de fipronil sulfone, ou la veille de la cinétique et 1, 2, 6, 10, 24, 34,

48 et 120h apres un bolus po de fipronil ou de fipronil sulfone.

b. Analyse pharmacocinétique

La détermination des parameétres pharmacocinétiques du fipronil et du fipronil
sulfone a été faite a l'aide d'une analyse noncompartimentale. Les AUC (Area Under the
Curve, soit laire sous la courbe des concentrations) ont été calculées entre 0 et 120 h
aprés une administration de fipronil ou de fipronil sulfone et ont été utilisées pour la
détermination des parametres pharmacocinétiques du fipronil et de son métabolite. La
biodisponibilité par voie orale du fipronil (Fsp) ou du fipronil sulfone (Fo) a été

déterminée grace a l'équation suivante:

AUC olecute aprés son administration par voie orale N Dose;,

AUC Dosep,

Frolecute (%) x100

molecule apres son administration par voie iv

Le taux de biotransformation du fipronil en fipronil sulfone (Weiss, 1988; Weiss, 1990) par

voie intraveineuse (Tyiotransformation iv) @ €té calculé selon l'équation suivante:

Doseifone iv AUcﬁpronilsulfone apreés fipronil iv 9

[0) -
Thiotransformation iv(/’) ~ AUC . X D 100
fipronil sulfone apres fipronil sulfone iv osefipronil iv
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Dose sulfone iv

ou représentait la clairance plasmatique du fipronil

AUCfiprom’l sulfone apres fipronil sulfone iv

sulfone. Les doses ont été exprimées en pmoles/kg et non en mg/kg.
2. Résultats

Lors de l'administration de fipronil par voie orale, la concentration maximale était
rapidement atteinte et équivalente a celle obtenue lors d'une administration par voie
intraveineuse, suggérant une absorption rapide et quasi-totale du fipronil (figure 14,
graphiques du haut). Les concentrations plasmatiques en fipronil diminuaient rapidement
aprés une administration intraveineuse ou par voie orale de la molécule jusqua atteindre
des concentrations proches ou inférieures a la LOQ du dosage de 2.5 ng/mL deés 48h apres
l'administration de fipronil. Les concentrations plasmatiques en fipronil sulfone apres une
administration de fipronil par voie intraveineuse (aire grisée, graphique A en bas)
augmentaient progressivement jusqu'a atteindre des concentrations maximales dés 24h
apres l'administration. Les concentrations plasmatiques en fipronil sulfone apres une
administration de fipronil sulfone par voie intraveineuse (courbe, graphique A en bas)
diminuaient quant a elles trés lentement jusqua atteindre des concentrations
plasmatiques stables et proches de celles obtenues aprés l'administration de fipronil. Apres
administration du fipronil par voie intraveineuse, le taux de biotransformation du fipronil
en fipronil sulfone a alors été estimé a 75%. Le décours temporel des concentrations
plasmatiques en fipronil sulfone apres une administration de fipronil ou de fipronil sulfone
par voie orale (graphique B en bas) étaient trés similaires et conduisaient a des
concentrations plasmatiques a la fin des cinétiques proches de celles observées lors d'une
administration de fipronil ou de fipronil sulfone par voie intraveineuse. Enfin, la
biodisponibilité du fipronil par voie orale a été estimée a 84%. Celle du fipronil sulfone
était d'environ 100%, suggérant d'une part que, comme le fipronil (AFSSA, 2005), le fipronil
sulfone était bien absorbé par voie orale, et dautre part que le fipronil sulfone était

réabsorbé et/ou trés peu métabolisé.
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Figure 14: Evolution des concentrations plasmatiques moyennes (+ ET) en fipronil et en fipronil
sulfone aprés une administration unique de fipronil ou de fipronil sulfone a des rates par voie iv

ou par voie orale.

Le fipronil ou le fipronil sulfone ont été administrés a une dose de 3.4 pmoles/kg (1.5 mg/kg pour le
fipronil et 1.55 mg/kg pour le fipronil sulfone) par voie iv (A) ou par voie orale (B) a des rates
(3/groupe). Les concentrations plasmatiques en fipronil (graphiques du haut, m) et en fipronil
sulfone (graphiques du bas, o) aprés une administration de fipronil ou de fipronil sulfone ont été
mesurées dans les prélévements sanguins collectés la veille, 0.25, 0.5, 2, 6, 10, 24, 48 et 120h aprés
les administrations iv et la veille, 1, 2, 6, 10, 24, 34, 48 et 120h aprés les administrations po. Dans
les graphiques du bas, les aires grisées représentent les concentrations plasmatiques moyennes (+
ET) en fipronil sulfone observées aprés une administration de fipronil par la méme voie.

3. Conclusions

Comme lors d'administrations répétées de fipronil, les rats ont été rapidement et
majoritairement exposés au fipronil sulfone lors d'une administration unique de la
molécule parente. Le taux de biotransformation du fipronil en fipronil sulfone a de plus
été estimé a 75%. Cela est cohérent avec les études menées chez le rat ayant recu un
bolus po de "C-fipronil (10 mg/kg), 90% de la radioactivité ayant été retrouvée sous forme
de fipronil sulfone et non de fipronil (Cravedi et al., Under Review). De plus, il est a noter
que les concentrations plasmatiques en fipronil sulfone, quelle que soit la molécule
administrée ou la voie d'administration, restaient stables ou diminuaient trés lentement.

Ce faible taux d'élimination du fipronil sulfone a été retrouvé dans l'étude de Cravedi et
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al., (Under Review) et suggéere l'existence d'une recirculation entérohépatique qui pourrait
différer l'élimination du métabolite. L'étude de l'effet perturbateur thyroidien du fipronil
sulfone est donc dautant plus critique que le métabolite semble étre trés lentement
éliminé par l'organisme.

Les résultats antérieurs obtenus au laboratoire suggéraient que les effets
perturbateurs thyroidiens du fipronil pouvaient étre dus au fipronil sulfone (hypothese 2,
figure 15). Toutefois, rien ne permettait d'exclure que ces effets pouvaient étre dus a
l'effet du fipronil lui-méme avant sa biotransformation en fipronil sulfone (hypothese 1,

figure 15).

FIPRONIL FIPRONIL SULFONE

Cytochromes P450

Hormones thyroidiennes Hormones thyroidiennes conjuguées

Hypothése 1: le fipronil a un effet perturbateur thyroidien avant sa transformation en fipronil sulfone
Hypotheése 2: le fipronil a un effet perturbateur thyroidien aprés sa transformation en fipronil sulfone

Figure 15: Hypothése d'un effet perturbateur thyroidien du fipronil sulfone

Afin de pouvoir discriminer ces deux hypotheses, il était nécessaire de pouvoir
disposer d'un modele permettant 1) d'obtenir une exposition exclusive au fipronil sulfone
et 2) de bloquer la biotransformation du fipronil en fipronil sulfone pour obtenir une
exposition exclusive au fipronil. A lissu de ces deux premiéres expérimentations, nous
avons définis les modalités de traitement permettant de tester l'hypothese 2. Dans les
deux expérimentations suivantes nous avons tenté d'inhiber la biotransformation du fipronil
en fipronil sulfone a l'aide d'un inhibiteur compétitif des CYP, le piperonyl butoxide, afin

d'étre en mesure de tester 'hypothése 1.
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D.Essai de réduction de la biotransformation du fipronil en fipronil

sulfone avec une dose unique de piperonyl butoxide

1. Matériels et méthodes

Les essais d'inhibition de la biotransformation du fipronil en fipronil sulfone afin de
limiter l'exposition interne au fipronil par blocage de la biotransformation en fipronil
sulfone ont été réalisés en traitant conjointement les animaux au fipronil et a un inhibiteur
compétitif reconnu des cytochromes P450, le piperonyl butoxide. Cette molécule
présentait également l'avantage d'étre une substance modérément toxique de facon aigué
chez les mammiferes avec une DLsy par voie orale chez le rat de 11500 mg/kg (Institut
National de Santé Publique du Québec, 2002).

Chez le rat, la NOAEL du piperonyl butoxide sur le métabolisme de lantipyrine,
marqueur de lactivité des cytochromes P450, a été fixée a 100 mg/kg (Caroldi, 1992), la
LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect Level) lors des études de toxicité chronique a été
fixée a 500 mg/kg/j (Institut National de Santé Publique de Québec, 2002) et les études du
métabolisme du piperonyl butoxide ont été faites apres une administration par voie orale
de 500 mg/kg (Byard and Needham, 2006). La dose de piperonyl butoxide choisie était
donc de 500 mg/kg/j. Cette dose a été administrée quotidiennement par gavage oro-
gastrique a 4 rates pendant 10 jours conjointement a une dose de 3 mg/kg/j de fipronil.
Les concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone ont été déterminées

juste apres la derniere administration.
2. Résultats

Lors d'administrations de piperonyl butoxide, les concentrations plasmatiques en
fipronil sulfone étaient largement supérieures a celles en fipronil a la fin de
l'expérimentation avec un rapport fipronil sulfone/fipronil de 140 + 114 (figure 16), rapport
proche de celui obtenu a la fin de l'expérimentation lors d'administrations répétées de
fipronil (127 + 27). Il est a noter que le solvant utilisé lors des deux expérimentations n'est
pas le méme (méthylcellulose vs huile de mais). Cependant, l'administration de 500
mg/kg/j de piperonyl butoxide ne semblait pas modifier significativement le rapport

fipronil sulfone/fipronil obtenu lors d'une administration de fipronil seul.
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Figure 16: Concentrations plasmatiques moyennes (+ ET) en fipronil et en fipronil sulfone aprés
administration a des rates de fipronil et d'une dose de piperonyl butoxide par voie orale.

Le fipronil a été administré a une dose de 3 mg/kg/j pendant 10 jours par voie orale a 4 rates
conjointement a 500 mg/kg/j de piperonyl butoxide. Les concentrations plasmatiques en fipronil et
en fipronil sulfone chez les rates traitées 14 jours au fipronil a 3 mg/kg/j par voie orale sont
rappelées a gauche sur cette figure. Les concentrations plasmatiques en fipronil (bleu) et en fipronil
sulfone (orange) ont été mesurées juste apres la derniére administration de fipronil. Le rapport
fipronil sulfone/fipronil est représenté par les histogrammes blancs.

3. Conclusions

Le traitement des rats avec 500 mg/kg/j de piperonyl butoxide conjointement a
l'administration répétée de fipronil n’a pas permis de bloquer la biotransformation du
fipronil en fipronil sulfone. Le fipronil est décrit comme un inducteur des CYP (Das et al.,
2006). Lors d'administrations répétées de fipronil, la formation de fipronil sulfone a partir
de fipronil était de plus en plus rapide, ce qui suggérait une activation des CYP par le
fipronil de plus en plus importante au cours du temps. Il est donc envisageable qu'en fin de
traitement l'activité des CYP induite par le fipronil soit suffisamment importante pour
contrebalancer les effets inhibiteurs du piperonyl butoxide. Le but de l'expérience suivante
était alors a nouveau d'essayer d'inhiber la biotransformation du fipronil en fipronil sulfone
en augmentant progressivement la dose de piperonyl butoxide au cours du temps et en

diminuant la dose de fipronil.
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E.Essai de réduction de la biotransformation du fipronil en fipronil

sulfone avec des doses croissantes de piperonyl butoxide

1. Matériels et méthodes

Quatre rates ont recu consécutivement 167, 500 puis 800 mg/kg/j de piperonyl
butoxide (chaque dose étant administrée pendant 5 jours) conjointement a une dose de
1.5 mg/kg/j de fipronil administrée par gavage oro-gastrique. Les concentrations
plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone ont été déterminées juste aprés la derniére
administration. Les résultats attendus, si l'augmentation des doses de piperonyl butoxide
permettait de contrebalancer l'augmentation d'induction des CYP par le fipronil au cours
du temps, étaient une augmentation des concentrations plasmatiques en fipronil, une
diminution des concentrations plasmatiques en fipronil sulfone et donc une diminution du

rapport fipronil sulfone/fipronil.

2. Résultats
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Figure 17: Concentrations plasmatiques moyennes (+ ET) en fipronil et en fipronil sulfone apreés
administration a des rates de fipronil et de trois doses successives de piperonyl butoxide par
voie orale.

Le fipronil a été administré a une dose de 1.5 mg/kg/j pendant 15 jours par voie orale a 4 rates
conjointement a successivement 167, 500 et 800 mg/kg/j de piperonyl butoxide, chaque dose étant
administrée 5 jours. Les concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone chez les rates
traitées 14 jours au fipronil a 3 mg/kg/j par voie orale sont rappelées sur cette figure. Les
concentrations plasmatiques en fipronil (bleu) et en fipronil sulfone (orange) ont été mesurées juste
aprés la derniére administration de fipronil. Le rapport fipronil sulfone/fipronil est représenté par
les histogrammes blancs. Significativement différent du rapport lors d'une administration de fipronil
seul: *p<0.05.

Lors d'administrations de piperonyl butoxide a doses croissantes conjointement au

fipronil, les concentrations plasmatiques en fipronil sulfone étaient largement supérieures
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a celles en fipronil a la fin de expérimentation avec un rapport fipronil sulfone/fipronil de
656 + 321 (figure 17). Ce rapport était largement supérieur a celui obtenu a la fin de
l'expérimentation lors d'administrations répétées de fipronil a une dose plus haute (3
mg/kg vs. 1.5 mg/kg, rapport de 127 + 27) ou a celui obtenu lors de l'administration d'une
seule dose de piperonyl butoxide conjointement a une dose plus haute de fipronil
(expérimentation précédente, rapport de 140 + 114). Etonnamment, l'administration de
trois doses successives de piperonyl butoxide a 167, 500 et 800 mg/kg/j augmentait donc
significativement le rapport fipronil sulfone/fipronil obtenu lors d'une administration de

fipronil seul ou de fipronil avec une dose constante de piperonyl butoxide.
3. Conclusions

Nous n'avons pas été en mesure d'inhiber la biotransformation du fipronil en fipronil
sulfone in vivo chez le rat. Au contraire, le traitement avec des doses croissantes de
piperonyl butoxide semblait méme favoriser la biotransformation du fipronil en fipronil
sulfone. Or, le piperonyl butoxide, qui est un inhibiteur reconnu des CYP hépatiques, a
également été décrit comme un potentiel activateur de ces mémes cytochromes chez les
mammiferes (Butler et al., 1996). Il était donc possible que nos résultats puissent
s'expliquer par un rapport entre induction et inhibition des CYP par le piperonyl en faveur
d'une induction lors d'un traitement sur le long terme qui potentialiserait l'induction par le

fipronil de ses propres voies de métabolisation.

94



CHAPITRE 2: CARACTERISATION DE L'EXPOSITION

F.Discussion

L'objectif de ce chapitre était de déterminer les parametres pharmacocinétiques du
fipronil et du fipronil sulfone afin de mieux caractériser l'exposition au fipronil et au
fipronil sulfone par voie orale chez le rat. Nous avons tout dabord montré que lors
d'administrations répétées en fipronil, tout le fipronil était rapidement transformé en
fipronil sulfone, le fipronil sulfone persistant ensuite dans l'organisme, ce qui conduisait a
une exposition des rats quasi exclusive au fipronil sulfone tout au long de
l'expérimentation. Nous avons ensuite réalisé une étude pharmacocinétique du fipronil et
du fipronil sulfone, les deux molécules étant administrées a des concentrations
équimolaires par voie intraveineuse ou par voie orale. Pour la premiére fois, une
détermination du taux de biotransformation du fipronil en fipronil sulfone par voie iv sur
120h et des biodisponibilités par voie orale du fipronil et du fipronil sulfone a été établie.
D'apres nos résultats et les données des évaluations réglementaires (AFSSA, 2005),
labsorption intestinale des deux molécules a été quasi-totale. De plus, la
biotransformation par le foie du fipronil en fipronil sulfone a été la voie d'élimination
majeure du fipronil. Un traitement des rats avec des concentrations équimolaires en
fipronil et en fipronil sulfone a donc permis d'obtenir une exposition interne au fipronil
sulfone similaire.

Ces résultats nous ont alors permis d'établir un schéma posologique permettant
dans le chapitre suivant de déterminer si le fipronil sulfone était nécessaire et suffisant
pour reproduire les effets d'un traitement au fipronil sur le métabolisme des hormones
thyroidiennes. Nous n'avons cependant pas été en mesure de bloquer la biotransformation
du fipronil en fipronil sulfone in vivo. Nous n'avons donc pas pu établir de modele
expérimental permettant de déterminer si le fipronil, indépendamment de sa
biotransformation en fipronil sulfone, pouvait étre responsable des effets perturbateurs

thyroidiens chez le rat.
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CHAPITRE 3: TOXICOLOGIE COMPARATIVE DU FIPRONIL ET DU
FIPRONIL SULFONE IN VIVO
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A.Problématique, hypothéses et objectifs

A ce jour, les évaluations toxicologiques réglementaires et les expérimentations
réalisées précédemment dans le laboratoire ont montré qu'un traitement au fipronil a un
effet perturbateur thyroidien chez le rat via l'augmentation de la clairance de la T4
résultant au moins en partie de l'augmentation de l'activité des UGT hépatiques (AFSSA,
2005; Leghait et al., 2009). Cependant, ces études ne tiennent pas compte des différences
interspécifiques en termes de métabolisme hépatique du fipronil ni du potentiel
perturbateur thyroidien des métabolites du fipronil formés in vivo. Or, le fipronil est
rapidement métabolisé en fipronil sulfone dans plusieurs espéces comme le rat, 'Homme,
les animaux de rente et le chien (AFSSA, 2005; Mohamed et al., 2004). Cette voie
métabolique majeure dépend des CYP dont le fipronil induit U'expression et l'activité (Das
et al., 2006). Chez le rat, leffet perturbateur thyroidien du fipronil est associé a une
exposition quasi exclusive au fipronil sulfone (Leghait et al., 2009); alors que chez le
mouton, l'effet perturbateur thyroidien d'un traitement au fipronil est beaucoup plus limité
et associé a une plus faible exposition au fipronil sulfone (Leghait et al., 2010). Le fipronil
sulfone, plutot que le fipronil lui-méme, pourrait donc étre responsable de la perturbation
thyroidienne engendrée par un traitement au fipronil chez le rat. Ceci est d'autant plus
critique que les données obtenues chez le rat suggerent que le fipronil sulfone persiste
plus longtemps dans l'organisme que le fipronil lui-méme (chapitre 2).

Le but des expérimentations de ce chapitre était de déterminer le potentiel
perturbateur thyroidien du fipronil sulfone. Pour ce faire, nous avons mis a l'épreuve
U'hypothese selon laquelle un traitement au fipronil sulfone permettait de reproduire les
effets d'un traitement au fipronil chez le rat sur 1) la perturbation thyroidienne (premiere
expérimentation) et 2) l'activation des CYP responsables de la biotransformation du fipronil
en fipronil sulfone (deuxieme expérimentation), le fipronil sulfone étant décrit comme un
inducteur de l'expression et de l'activité des CYP au méme titre que le fipronil (Das et al.,
2006).
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CHAPITRE 3: TOXICOLOGIE COMPARATIVE IN VIVO

B.Comparaison des effets perturbateurs thyroidiens d'un traitement

au fipronil ou au fipronil sulfone chez le rat

1. Matériels et méthodes

a. Préparation des solutions d'hormones thyroidiennes

Des solutions concentrées (1 mg/mL) de Ts; et de T, (triiodothyronine et L-
thyroxine, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) ont été obtenues en diluant la
T; ou la T, dans une solution de NaOH 0.4M/60% d'éthanol. La solution finale de T; (10
pg/mL) utilisée pour les administrations sc (10 pg/mL) a été obtenue par dilution au 1/100°
de la solution concentrée dans du sérum physiologique contenant 49.4 mg/mL de
bicarbonate de sodium. La solution finale de T4 (10 pg/mL) utilisée pour les cinétiques a
été obtenue par dilution au 1/100° de la solution concentrée dans du PBS (Phosphate

Buffered Saline) 10mM, pH 7.4 contenant 0.1% (w/v) d'albumine bovine sérique.

b. Plan expérimental

Trente-neuf rates thyroidectomisées et supplémentées en T; (THX + T;) ont été
utilisées pour cette expérimentation. Les animaux ont été répartis en trois groupes (n = 13
rates/groupe) traités quotidiennement avec du solvant, du fipronil (1.5 mg/kg/j ou 3.4
pmoles/kg/j) ou du fipronil sulfone (1.55 mg/kg/j ou 3.4 pmoles/kg/j) par gavage oro-
gastrique pendant 14 jours. Neuf rates n'ont pas pu étre utilisées dans cette étude a cause
de complications durant les chirurgies ou de la perte de fonctionnalité du cathéter.
Environ 24h apres la derniere administration de solvant, de fipronil ou de fipronil sulfone,
toutes les rates ont recu un bolus intrapéritonéal (ip) de T4 (10 pg/kg, respectivement n =
9, n =10 et n = 11 pour le groupe solvant, le groupe traité au fipronil et le groupe traité au
fipronil sulfone) conduisant a des concentrations plasmatiques en T, maximales proches
des concentrations physiologiques (Leghait et al., 2009). Afin de déterminer ['évolution
temporelle des concentrations plasmatiques en T4, des prélévements sanguins ont été
effectués la veille de la cinétique et 0.25, 1, 2, 4, 8, 12 et 24h apres l'administration de T,.

Les concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone ont été
déterminées 22.5 + 0.9h apres la derniére administration de fipronil ou de fipronil sulfone.
Aprés le dernier prélévement de sang de la cinétique de T4 soit 23.6 + 0.5h aprés la
derniére administration de T; et 25.7 = 0.1h apres l'administration de T4, le sang total a
été collecté via le cathéter dans des tubes héparinés en prévision de la mesure des
concentrations plasmatiques en Ts. Le plasma restant apres les dosages de T, et de Ts par
RIA a été poolé par traitement afin d'obtenir deux pools par traitement pour chaque temps

de la cinétique permettant de doser les métabolites des hormones thyroidiennes par
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UPLC/MS/MS. Les foies ont été collectés afin de déterminer l'effet du fipronil et du fipronil
sulfone sur lactivité hépatique des UGT1A et des SULT conjuguant les phénols, et sur
l'expression des ARNm des Ugt7a1 et des Sult1b1, les UGT1A1 et les SULT1B1 étant des
enzymes clés pour la conjugaison de la T4 dans le foie des rats femelles (Kester et al.,
2003; Wu et al., 2005). Un schéma du plan expérimental est présenté en figure 18.
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Figure 18: Schéma du plan expérimental mis en place pour déterminer ['effet du fipronil et du
fipronil sulfone sur la clairance de la T,.

Des rates ont recu des injections quotidiennes de Ts suite a une thyroidectomie réalisée a J-7. Du
jour 0 au jour 13, elles ont été traitées avec du solvant (n = 9), du fipronil (1.5 mg/kg/j pendant 14
jours, n = 10) ou du fipronil sulfone (1.55 mg/kg/j pendant 14 jours, n = 11). Le 14° jour, les rates
ont recu un bolus ip de T4 (10 pg/kg) afin de suivre l'évolution temporelle des concentrations
plasmatiques en T, totale et en T, libre. Le sang total et les foies ont été collectés au moment de
l'euthanasie afin de déterminer les concentrations en T; totale et de mesurer lactivité et
'expression des ARNm d'enzymes hépatiques.

c. Fractions subcellulaires et dosages de protéines

A partir des foies, des fractions microsomales hépatiques ont été préparées comme
décrit par Zalko et al. (2006). Les surnageants obtenus aprés centrifugation des fractions
S9 correspondaient aux fractions cytosoliques. La quantité de protéines dans les fractions
microsomales et cytosoliques a été déterminée grace a la méthode de Bradford (1976) en

utilisant de la BSA comme standard.
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d. Activité de conjugaison du 4-nitrophénol par les UGT1A

Afin de vérifier que laugmentation de lexpression des ARNm des Ugtfal se
traduisait bien par une augmentation de l'activité des UGT, lactivité de conjugaison du 4-
nitrophénol par les UGT1A a été mesurée. La mesure de cette activité enzymatique peut
étre considérée comme un biomarqueur de la capacité de glucuronoconjugaison des
hormones thyroidiennes par le foie. En effet, les isoformes des UGT impliquées dans la
glucuronidation de la T, sont les UGT1A conjuguant la bilirubine et les phénols (Visser et
al., 1993b). Ces enzymes conjuguent également les phénols simples comme le 4-
nitrophénol (Peters et al., 2003). L'activité de conjugaison du 4-nitrophénol par les UGT1A
a été mesurée grace a une optimisation de la méthode de Burchell and Weatherill (1981) a
partir des fractions microsomales comme décrit par Leghait et al. (2009) excepté que le

substrat (4-nitrophénol) était utilisé a une concentration de 4 mM.

e. Activité de sulfoconjugaison du 2-naphthol par les SULT conjuguant les

phénols

Afin de vérifier que l'augmentation de l'expression des ARNm des Sult1b1 était
associée a une augmentation de l'activité des SULT, l'activité de conjugaison du 2-naphthol
par les SULT conjuguant les phénols a été mesurée. La mesure de cette activité peut étre
considérée comme un biomarqueur de la capacité de sulfoconjugaison des hormones
thyroidiennes par le foie car le 2-naphtol comme les hormones thyroidiennes sont
conjuguées par les SULT conjuguant les phénols (Gamage et al., 2006). L'activité de
conjugaison du 2-naphtol par ces SULT a été mesurée grace a une optimisation de la
méthode de Sekura et al. (1981) modifiée par Sheng et al. (2001). Briévement, le 2-
naphthol (substrat, 0.25 mM) et le 3'-phosphoadénosine 5'-phosphosulfate (cofacteur, 0.2
mM) ont été mis a incuber ensemble a 37°C avec 220 pg de protéines cytosoliques diluées
dans un tampon sodium acétate (0.5 M, pH 5.5). La réaction a été stoppée au bout de 10
minutes avec de l'acide sulfurique contenant du bleu de méthyléne (concentration finale
dans le mix respectivement de 0.1 mM et 0.15 nM). Le bleu de méthyléne formait des ions
appariés avec le produit de la réaction de sulfoconjugaison 2-naphtylsulfate. L'ester d'acide
sulfurique résultant de la réaction a été extrait avec du chloroforme et quantifié par
lecture de l'absorbance au spectrophotomeétre a 651 nm. L'activité des SULT a été définie
comme le nombre de nmoles de 2-naphtylsulfate formées par unité de temps et par mg de

protéines cytosoliques hépatiques.
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2. Résultats

a. Effet du traitement sur le poids des animaux et le poids des foies

Les poids corporels moyens (+ ET) étaient similaires pour les groupes traités au
solvant, au fipronil ou au fipronil sulfone au début (236 + 13 g, 237 + 11 g et 240 + 12 g) et
a la fin de l'expérimentation (239 + 20 g, 240 + 9 g et 246 + 10 g). Les poids moyens des
foies (+ ET) exprimés en pourcentage des poids corporels étaient respectivement de 3.18 +
0.29%, 4.18 + 0.54% et 3.83 + 0.55% pour les groupes traités au solvant, au fipronil ou au
fipronil sulfone. Les traitements au fipronil et au fipronil sulfone étaient donc associés a
une augmentation significative du poids du foie respectivement de 31.5% et de 20.4%
(p<0.01).

b. Concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone

Environ 24h apres la derniére administration de fipronil ou de fipronil sulfone, les
concentrations plasmatiques en fipronil étaient inférieures a la LOQ du dosage. Celles en
fipronil sulfone étaient respectivement de 1502 + 394 ng/mL et de 1680 + 557 ng/mL apres
une traitement au fipronil ou au fipronil sulfone. Conformément aux résultats précédents,
un traitement équimolaire au fipronil ou au fipronil sulfone a donc bien conduit a des

concentrations plasmatiques en fipronil sulfone du méme ordre de grandeur.

c. Caractérisation de l'état pseudo-euthyroidien

Les concentrations plasmatiques en T; totale ont été mesurées 23.6 + 0.5h apres la
derniére administration de Ts; et 25.7 + 0.1h apres ladministration de T, Les
concentrations plasmatiques moyennes (x ET) en T; totale étaient de 0.51 + 0.16 ng/mL,
0.30 = 0.07 ng/mL et 0.30 + 0.13 ng/mL pour les groupes traités respectivement au
solvant, au fipronil et au fipronil sulfone. Pour tous les groupes, les concentrations étaient
de lordre des concentrations physiologiques en Ts; chez le rat (Dohler et al., 1979).
Cependant, un effet significatif du traitement (p<0.05) a été observé. Les concentrations
en T; totale étaient 1.7 fois plus faibles lors des traitements au fipronil ou au fipronil
sulfone (p<0.05) par rapport au groupe solvant. Il n'existait pas de différence significative

entre les traitements au fipronil et au fipronil sulfone (p>0.05).

d. Effet du traitement sur les parameétres pharmacocinétiques de la T4

totale et de la Ty libre

La T, était non détectable dans les échantillons de plasma collectés avant
l'administration de T, confirmant l'absence de T, endogene dans ce modele de rats pseudo-

euthyroidiens. Les concentrations maximales en T, totale pour le groupe solvant étaient de
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l'ordre des concentrations plasmatiques en T, décrites chez le rat (figure 19, Topo et al.,
2010). Les concentrations moyennes en T, totale et en T, libre étaient plus hautes dans le

groupe traité au solvant que dans les deux autres groupes pour tous les temps de

prélevement.
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Figure 19: Effet du fipronil et du fipronil sulfone sur ['évolution des concentrations plasmatiques
et la clairance de la TT4 et de la FT4 chez des rates thyroidectomisées et supplémentées en Ts.
L'évolution des concentrations plasmatiques moyennes (+ ET) en TT4 (A, gauche) et en FT4 (B,
gauche) ainsi que les clairances apparentes moyennes (+ ET) pour la TT4 (A, droite) et la FT4 (B,
droite) ont été déterminées a partir des concentrations plasmatiques en TT4 et en FT4 mesurées
dans des échantillons de plasma collectés la veille et 0.25, 1, 2, 4, 8, 12 et 24h aprés administration
d'un bolus ip de T, (10 pg/kg) a des rates THX + T; traitées pendant 14 jours avec un solvant (vert, n
= 9), du fipronil (bleu, 1.5 mg/kg/j, n = 10) ou du fipronil sulfone (orange, 1.55 mg/kg/j, n = 11).
Significativement différent du groupe solvant: *p<0.05, **p<0.01.

Les clairances apparentes de la T, totale et de la T, libre étaient environ 2.5 et 2.8
fois plus élevées dans les groupes traités au fipronil et au fipronil sulfone que dans le
groupe solvant. Les autres parameétres pharmacocinétiques de la T, totale et de la T, libre
sont présentés dans le tableau 18. Quel que soit le parametre pharmacocinétique estimé,
il n'y avait pas de différence significative entre les groupes traités au fipronil ou au fipronil
sulfone (p>0.05). En revanche, la Cmax de la T4 totale et de la T4 libre et le ty; de la Ty
libre étaient significativement plus faibles dans les groupes traités au fipronil ou au fipronil

sulfone que dans le groupe solvant.
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Solvant (n=9) | Fipronil (n=10) | Fipronil sulfone (n = 11)
T4 totale
ti/2 (h) 9.5 + 4.1 8.0+5.4 8.6 + 4.5
Tmax (h) 1.8+0.5 1.6+ 0.4 2.0+£1.0
Cmax (ng/mL) 56.5 + 12.6 32.1 +13.8* 32.3+13.4*
T4 libre
ti2 (h) 8.1+3.5 4.7+20* 45+19*
Tmax (h) 2.0+0.5 1.8+0.4 2.0+ 0.9
Cmax (ng/mL) 15.5+5.3 7.9+2.3* 8.7+5.6*

Tableau 18: Paramétres pharmacocinétiques moyens (+ ET) de la T, totale et de la T, libre chez
des rates THX + T; traitées avec du solvant, du fipronil ou du fipronil sulfone.

Des rates thyroidectomisées et supplémentées en Ts; ont été traitées pendant 14 jours avec du
solvant (n = 9), du fipronil (1.5 mg/kg/j, n = 10) ou du fipronil sulfone (1.55 mg/kg/j, n =11). La T4
totale et la T, libre ont été dosées dans les échantillons de plasma collectés la veille et 0.25, 1, 2,
4, 8, 12 et 24h apres un bolus ip de T4 (10 pg/kg) administrée 24h aprés la derniere administration
de solvant, de fipronil ou de fipronil sulfone. Les paramétres pharmacocinétiques de la T, totale et
de la T, libre ont été calculés a laide d'un modéle monocompartimental décrivant une
administration extravasculaire avec des phases dabsorption et délimination dordre 1.
Significativement différent du groupe solvant: *p<0.05.

e. Effet du traitement sur le profil métabolique des hormones thyroidiennes

Les concentrations plasmatiques en rT; dans les pools de plasma des trois groupes
traitées au solvant, au fipronil ou au fipronil sulfone étaient toujours inférieures a la LOQ
du dosage. Le décours temporel des concentrations plasmatiques en T, obtenues dans les
trois groupes était cohérent avec les valeurs des concentrations plasmatiques mesurées par
RIA sur les échantillons de plasma de chaque rat pris individuellement (figure 20). Elles
étaient également plus hautes pour les animaux traités au solvant que pour ceux traités au
fipronil ou au fipronil sulfone pour chaque temps de la cinétique. Pour les prélévements
réalisés avant ladministration quotidienne sc de Ts, soit 0.25, 1 et 2h aprés
l'administration ip de T4, les concentrations plasmatiques en T3 semblaient stables et non
affectées par le traitement. En revanche, suite a l'administration de T, elles augmentaient
rapidement jusqu'a atteindre des concentrations plasmatiques maximales respectivement
de 4.31 + 2.11, 2.36 + 1.83 et 2.79 + 0.86 pour les groupes traités au solvant, au fipronil et
au fipronil sulfone. Ces concentrations étaient supérieures aux concentrations
physiologiques. Elles diminuaient ensuite rapidement a un niveau physiologique dans les
trois groupes tout en restant inférieures dans les groupes traités au fipronil et au fipronil
sulfone par rapport au groupe solvant. Les concentrations plasmatiques en T, semblaient

tres stables et ne semblaient pas affectées par les administrations de T, ou de Ts.
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Cependant, elles étaient

plus élevées pour les animaux traités au solvant que pour ceux

traités au fipronil ou au fipronil sulfone pour chaque temps de la cinétique.

Concentrations plasmatiques
enT, (ng/mL)

enT; (ng/mL)

Concentrations plasmatiques

Concentrations plasmatiques
enT, (ng/mL)

injection T, sc
1

bolusip T,

R
120 -

AT,

0
o

—0—Solvant

—o—Fipronil

L=
o

—o—Fipronil sulfone

[¥5)
o

20 25

(%)

C:T,

— —_
(o] L= ]

o
co

e
'S

10 15
Temps (h)

Figure 20: Evolution des concentrations plasmatiques moyennes (+ ET des deux pools) en T4, en

T; et en T, aprés un bolus
du fipronil sulfone.

ip de T4 a des rates THX + T; traitées avec du solvant, du fipronil ou

Les concentrations plasmatiques en T4 (A), en T; (B) et en T, (C) ont été mesurées dans des
échantillons de plasma collectés la veille et 0.25, 1, 2, 4, 8, 12 et 24h aprés l'administration de T,
(10 pg/kg) et poolés par traitement (2 pools par traitement) chez des animaux traités pendant 14

jours avec du solvant (vert
mg/kg/j).

), du fipronil (bleu, 1.5 mg/kg/j) ou du fipronil sulfone (orange, 1.55
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f. Effet du traitement sur lexpression des ARNm des Ugt1a1 et des Sultibi

et sur l'activité des UGT1A et des SULT conjuguant les phénols

L'expression des ARNm des Ugt7a? a été multipliée respectivement par 3.1 et par 4
et celle des Sult1b1 respectivement par 2.5 et par 2.9 lors d'un traitement au fipronil ou
au fipronil sulfone (p<0.01, figure 21, graphiques de gauche). L'activité des UGT1A a
également été multipliée respectivement par 1.9 et par 2.1 lors d'un traitement au fipronil
ou au fipronil sulfone (p<0.01, graphique en haut a droite). Cependant, le traitement na
eu aucun effet sur l'activité des SULT conjuguant les phénols (p>0.05, graphique en bas a

droite).

A: UDP-glucuronosyltransférases

_ - %k
5 Sk <= 10 &k
— c
& | SEE
- 4 - :o‘-n. 8 -
ok (= |
£ R .
=z — o [=
Zx 3 ! DEF 6
<3 Sy
n =% 0o
L OD.L
TS 4| o332 4 -
c 5 v c o
= <@ E
8= ey
U 1 4 L 250 24
| sh—l
[a R -‘D..a_JO
s o€ E
0 1 {VI‘E' 0 1
oSolvant mFipronil @mFipronilsulfone
B: Sulfotransférases
4 2.5
=] c
g o SHE
o 3 | *% I E5< 24
£ a9y [
2 < [ Dﬂﬂ:% 1.5 -
=<2 22 :
5= 2 £8P
T2 STw 1
| U
o3 TS E
[V 1 _ T Q)
g7 | 258 o5 -
put SC_'
o = Q
Iﬁ oo~ E
0 . < £ 0 .

Figure 21: Effet du fipronil et du fipronil sulfone sur l'expression des ARNm et l'activité des
enzymes de conjugaison de la Ty.

L'expression moyenne (+ ES) des ARNm des Ugtlal (A, gauche) et des Sult1b1 (B, gauche) et
l'activité moyenne (+ ET) de glucuronoconjugaison du 4-nitrophénol par les UGT1A (A, droite) et de
sulfoconjugaison du 2-naphthol par les SULT conjuguant les phénols (B, droite) ont été déterminées
a partir des échantillons de foie prélevés 48h apreés la derniére administration de solvant (vert, n =
9), de fipronil (bleu, 1.5 mg/kg/j, n = 10) ou de fipronil sulfone (orange, 1.55 mg/kg/j, n = 11) chez
des rates THX + Ts. Significativement différent du groupe solvant: **p<0.01.
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C.Comparaison des effets d'un traitement au fipronil ou au fipronil

sulfone chez le rat sur l'activation des CYP

1. Matériels et méthodes

a. Préparation de la solution d'antipyrine et dosage de l'antipyrine

L'antipyrine (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) a été dissoute
extemporanément dans de l'eau apyrogene stérile afin d'atteindre une concentration finale
de 30 mg/mL. Les concentrations plasmatiques en antipyrine ont été déterminées par
HPLC couplée a une détection UV selon la méthode décrite par Leghait et al. (2009). Les
coefficients de variation moyens intra- et inter-jours pour trois controles qualité étaient

respectivement de 4.3% et de 6.4%. La limite de quantification était de 0.3 pg/mL.

b. Plan expérimental

Vingt-neuf rates thyroidectomisées et supplémentées en T; (THX + T3) ont été
utilisées pour cette expérimentation. Les animaux ont été répartis en trois groupes (n = 7
rates/groupe) traités quotidiennement avec du solvant, du fipronil (1.5 mg/kg/j ou 3.4
pmoles/kg/j) ou du fipronil sulfone (1.55 mg/kg/j ou 3.4 pmoles/kg/j) par gavage oro-
gastrique pendant 14 jours. Six rates n'ont pas pu étre utilisées dans cette étude a cause
de complications durant les chirurgies ou de la perte de fonctionnalité du cathéter.
Environ 24h apres la derniere administration de solvant, de fipronil ou de fipronil sulfone,
toutes les rates ont recu un bolus intrapéritonéal (ip) dantipyrine (30 mg/kg,
respectivement n = 5, n = 4 et n = 6 pour le groupe solvant, le groupe traité au fipronil et
le groupe traité au fipronil sulfone), afin de déterminer la clairance de lantipyrine
considérée comme un biomarqueur de la capacité oxydative du foie (Tanaka et al., 1985)
et plus spécifiquement de l'activité des CYP in vivo (Matthew and Houston, 1990). Afin de
déterminer l'‘évolution temporelle des concentrations plasmatiques en antipyrine, des
prélevements sanguins ont été effectués la veille de la cinétique et 0.5, 1, 2, 3, 5, 7 et 9h
apres l'administration d'antipyrine.

Les concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone ont été
déterminées 33.4 + 2.0h apres la derniére administration de fipronil ou de fipronil sulfone.
Environ 24h apres le dernier prélévement de sang de la cinétique d'antipyrine, le sang total
a été collecté via le cathéter dans des tubes héparinés. Les foies ont été collectés afin de
déterminer l'effet du fipronil et du fipronil sulfone sur l'expression protéique des CYP3A, et
sur lexpression des ARNm des Cypilal, Cypila2, Cyp2b2, Cyp3al et Cyp3a2, leurs
orthologues CYP1A1, CYP1A2, CYP2B6 et CYP3A4 étant responsables de la métabolisation
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du fipronil (Das et al., 2006; Tang et al., 2004) et/ou de lantipyrine (Engel et al., 1996)
chez 'lHomme. Un schéma du plan expérimental est présenté en figure 22.
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Figure 22: Schéma du plan expérimental mis en place pour déterminer l'effet du fipronil et du
fipronil sulfone sur l'induction des CYP.

Des rates ont recu des injections quotidiennes de Ts suite a une thyroidectomie réalisée a J-7. Du
jour 0 au jour 13, elles ont été traitées avec du solvant (n = 5), du fipronil (1.5 mg/kg/j pendant 14
jours, n = 4) ou du fipronil sulfone (1.55 mg/kg/j pendant 14 jours, n = 6). Le 14° jour, les rates ont
recu un bolus ip dantipyrine (30 mg/kg) afin de suivre l'évolution temporelle des concentrations
plasmatiques en antipyrine, biomarqueur de lactivité hépatique des CYP. Le sang total et les foies
ont été collectés au moment de l'euthanasie afin de mesurer l'expression protéique et l'expression
des ARNm d'enzymes hépatiques.

c. Fractions subcellulaires et dosages de protéines

A partir des foies, des fractions microsomales hépatiques ont été préparées comme
décrit par Zalko et al. (2006). Les surnageants obtenus aprés centrifugation des fractions
S9 correspondaient aux fractions cytosoliques. La quantité de protéines dans les fractions
microsomales et cytosoliques a été déterminée grace a la méthode de Bradford (1976) en

utilisant de la BSA comme standard.

d. Expression protéique des CYP3A

Le CYP3A4 est la principale isoforme responsable de la S-oxydation du fipronil chez
'Homme (Tang et al., 2004). Afin de vérifier chez des rates ayant recu un bolus ip

d'antipyrine (chapitre 3) que l'augmentation de lexpression des ARNm des Cyp3al et
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Cyp3a2, orthologues du CYP3A4 chez le rat, était associée a une augmentation de
l'expression protéique du CYP3A, cette derniére a été mesurée par Western blot. Dix pg de
protéines microsomales ont été dénaturées et une électrophorese a été réalisée sur des
gels précoulés (80V, 30 min, 150V, 90 min) puis les protéines ont été transférées sur une
membrane PVDF (Polyvinylidéne fluoride, 120V, 60 min). Aprés blocage du marquage non
spécifique (120 min), les membranes ont été mises a incuber pendant 60 minutes avec un
anticorps primaire monoclonal de souris anti-CYP3A humain (Santa Cruz Biotechnology Inc,
Heidelberg, Germany). Aprés une série de lavages, les membranes ont été mises a incuber
pendant 40 minutes avec un anticorps secondaire de chevre anti-souris couplé a un
fluorophore (IgG de chevre anti-souris 770 CW®, Biotium, Interchim, Montlucon, France).
Aprés une série de lavages, le signal a été quantifié par immunofluorescence infrarouge
(Odyssey® infrared imaging system, Li-cor Biosciences, Les Ulis, France).

Un marqueur de poids moléculaire et trois pools de référence contenant 2, 6 ou 12
ug de protéines ont été déposés sur chaque gel en plus de 10 pg de protéines microsomales
de deux animaux de chaque groupe. Une courbe de calibration de lintensité du signal
contre la quantité de protéine déposée a été obtenue en quantifiant l'intensité des signaux
pour les trois pools de référence et a été utilisée pour calculer lintensité d'un signal
théorique pour 10 pg de protéines. Cette valeur a ensuite été utilisée pour normaliser
lintensité du signal entre les membranes. L'intensité relative du signal pour chaque
échantillon a été définie comme le rapport de lintensité du signal observé sur le signal
théorique calculé pour 10 pg de protéines pour chaque gel et a été exprimée par gramme
de tissu frais.

La spécificité de l'anticorps primaire dirigé contre les CYP3A humain pour les CYP3A
de rat a été vérifiée par une préincubation de l'anticorps avec différentes quantités de
supersomes de CYP3A1 ou de CYP3A2 de rat (2 & 80 pg, Supersomes™, BD Biosciences, Le
Pont-de-Claix, France). La préincubation avec l'un ou lautre des supersomes pendant 5h
résultait en une diminution de limmunoréactivité dans les fractions microsomales
dépendante de la quantité de supersomes, confirmant ainsi la spécificité du marquage vis-
a-vis du CYP3A de rat. La spécificité de lanticorps secondaire a été déterminée en
vérifiant qu'il n'y avait aucun signal supérieur au bruit de fond en absence d'anticorps

primaire.
2. Résultats

a. Effet du traitement sur le poids des animaux et le poids des foies

Les poids corporels moyens (+ ET) étaient similaires pour les groupes traités au

solvant, au fipronil ou au fipronil sulfone au début (237 + 6 g, 241 + 12 get 243 + 17 g) et a
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la fin de 'expérimentation (243 + 9 g, 244 + 9 g et 244 + 18 g). Les poids moyens des foies
(+ ET) exprimés en pourcentage des poids corporels étaient respectivement de 3.41 +
0.35%, 3.89 + 0.40% et 3.67 + 0.22% pour les groupes traités au solvant, au fipronil ou au
fipronil sulfone. Contrairement a l'expérimentation précédente, le traitement n'a eu aucun

effet sur le poids relatif des foies (p=0.11).

b. Concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone

Environ 30h apres la derniére administration, les concentrations en fipronil étaient
inférieures a la LOQ du dosage. Celles en fipronil sulfone étaient respectivement de 1214 +
547 ng/mL et de 1285 + 244 ng/mL apres une traitement au fipronil ou au fipronil sulfone.
Conformément aux résultats précédents, un traitement équimolaire au fipronil ou au
fipronil sulfone a donc bien conduit a des concentrations plasmatiques en fipronil sulfone

du méme ordre de grandeur.

c. Effet du traitement sur les parametres pharmacocinétiques de

'antipyrine

Les concentrations moyennes en antipyrine étaient plus élevées dans le groupe
traité au solvant que dans les deux autres groupes pour tous les temps de prélévements
(figure 23). La clairance apparente de l'antipyrine était 1.7 fois plus haute dans les groupes

traités au fipronil et au fipronil sulfone que dans le groupe solvant.
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Figure 23: Effet du fipronil et du fipronil sulfone sur ['évolution des concentrations plasmatiques
et la clairance de l'antipyrine chez des rates thyroidectomisées et supplémentées en T;.
L'évolution des concentrations plasmatiques moyennes (+ ET) en antipyrine (gauche) ainsi que la
clairance apparente moyenne (+ ET, droite) ont été déterminées a partir des concentrations
plasmatiques en antipyrine mesurées dans des échantillons de plasma collectés la veille et 0.5, 1, 2,
3, 5, 7 et 9h aprés administration d'un bolus ip d'antipyrine (30 mg/kg) a des rates THX + T; traitées
pendant 14 jours avec un solvant (vert, n = 5), du fipronil (bleu, 1.5 mg/kg/j, n = 4) ou du fipronil
sulfone (orange, 1.55 mg/kg/j, n = 6). Significativement différent du groupe solvant: **p<0.01.

Le temps de demi-vie d'élimination de l'antipyrine était 1.7 fois plus faible dans les

groupes traités au fipronil ou au fipronil sulfone par rapport au groupe solvant (p<0.01,
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tableau 19). Les autres parametres pharmacocinétiques n'étaient pas affectés par le

traitement.

Solvant (n=5) |  Fipronil (n=4) | Fipronil sulfone (n = 6)

Antipyrine

ti2 (h) 2.8+0.4 1.7 £ 0.4 ** 1.6 £ 0.2 **
Tmax (h) 0.3 +0.1 0.3+0.1 0.4+0.2
Cmax (pg/mL) 329+3.9 31.4+2.7 31.0 £ 3.7

Tableau 19: Parameétres pharmacocinétiques moyens (+ ET) de l'antipyrine chez des rates THX +
T, traitées avec du solvant, du fipronil ou du fipronil sulfone.

Des rates thyroidectomisées et supplémentées en T; ont été traitées pendant 14 jours avec du
solvant (n = 5), du fipronil (1.5 mg/kg/j, n = 4) ou du fipronil sulfone (1.55 mg/kg/j, n = 6). Vingt-
quatre heures aprés la derniére administration, l'antipyrine a été dosée dans les échantillons de
plasma collectés la veille et 0.5, 1, 2, 3, 5, 7 et 9h aprés un bolus ip d'antipyrine (30 mg/kg). Les
parameétres pharmacocinétiques de lantipyrine ont été calculés a laide dun modeéle
monocompartimental décrivant une administration extravasculaire avec des phases d'absorption et
d'élimination d'ordre 1. Significativement différent du groupe solvant: **p<0.01.

d. Effet du traitement sur lexpression des ARNm des Cyplail, Cypla2,

Cyp2b2, Cyp3al et Cyp3a2 et sur l'expression protéique des CYP3A

Les traitements au fipronil et au fipronil sulfone ont entrainé une augmentation
significative de l'expression des ARNm des Cyp3at et Cyp2b2 (p<0.01). L'expression des
ARNm des Cyp3at était 22.1 et 18.7 fois plus haute et celle des Cyp2b2 10.1 et 7.0 fois
plus haute lors d'un traitement au fipronil et au fipronil sulfone que lors d'un traitement au
solvant. Le traitement n'a eu aucun effet sur l'expression des ARNm des Cyp1al, CyplaZ et
Cyp3a2 (p>0.05, figure 24). Le signal dimmunoréactivité correspondant au CYP3A a été
détecté a environ 52 kDa. L'expression des CYP3A a été respectivement multipliée par 4.2

et 4.5 lors d'un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone (p<0.05, figure 25).
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Figure 24: Effet du fipronil et du fipronil sulfone sur ['expression des ARNm des cytochromes
P450 métabolisant le fipronil et/ou l'antipyrine.

L'expression moyenne (x ES) des ARNm des Cyp1a?l (A), Cypla2 (B), Cyp2b2 (C), Cyp3atl (D) et
Cyp3a2 (E) a été déterminée a partir des échantillons de foie prélevés 48h aprés la derniere
administration de solvant (vert, n = 5), de fipronil (bleu, 1.5 mg/kg/j, n = 4) ou de fipronil sulfone
(orange, 1.55 mg/kg/j, n = 6) chez des rates THX + Ts. Significativement différent du groupe
solvant: *p<0.05.
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Figure 25: Signal d'immunoréactivité correspondant au CYP3A obtenu pour une rate THX + T;
représentative traitée au solvant, au fipronil ou au fipronil sulfone (A) et intensité relative
moyenne (+ ET) de ce signal pour chaque groupe (B).

L'expression protéique des CYP3A a été mesurée a partir des fractions microsomales des échantillons
de foie prélevés 48h aprés la derniére administration de solvant (vert, n = 5), de fipronil (bleu, 1.5
mg/kg/j, n = 4) ou de fipronil sulfone (orange, 1.55 mg/kg/j, n = 6). Lintensité du signal
dimmunoréactivité pour chaque échantillon a été normalisée par lintensité du signal pour un pool
de référence. Significativement différent du groupe solvant: *p<0.05.
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D.Discussion

Cette étude a confirmé qu'un traitement au fipronil conduit a une augmentation des
clairances de la T, totale et de la T, libre dans un modele de rats pseudo-euthyroidiens
thyroidectomisés et supplémentés en T;. Ces résultats sont en accord avec les résultats
précédemment obtenus dans le laboratoire par Leghait et al. (2009). De plus, un
traitement au fipronil sulfone permettait ici de reproduire les effets d'un traitement au
fipronil sur la clairance de la T4, suggérant que le fipronil sulfone est un perturbateur
thyroidien chez le rat.

Les précédents résultats du laboratoire (Leghait et al., 2009) montraient également
que la perturbation thyroidienne était associée a une augmentation de lactivité des
UGT1A, résultat que nous avons confirmé. Dans notre étude, nous avons en outre montré
que l'augmentation d'activité des UGT1A était associée a une augmentation de l'expression
des ARNm des Ugt7al similaire lors d'un traitement au fipronil ou d'un traitement au
fipronil sulfone suggérant que les UGT1A pouvaient étre impliquées dans 'augmentation de
l'élimination de la Ta.

D'autres enzymes de conjugaison semblaient impliquées dans l'augmentation de
'élimination des hormones thyroidiennes lors d'un traitement au fipronil ou au fipronil
sulfone. En effet, l'expression des ARNm des Sult1b1 a été augmentée de la méme maniere
par un traitement au fipronil ou par un traitement au fipronil sulfone. Cependant, aucun
des deux traitements n'a eu d'effet significatif sur l'activité de conjugaison du 2-naphthol
des SULT conjuguant les phénols. Cette divergence des résultats pourrait s'expliquer par le
fait que la mesure de lactivité des SULT conjuguant les phénols ne permet pas de
différencier l'activité de plusieurs isoformes des SULT1. En effet, les SULT1A1, SULT1A3 et
SULT1C2 qui sont moins impliquées dans la sulfoconjugaison de la T, dans le foie des rats
femelles que les SULT1B1 (Kester et al., 2003) conjuguent toutes le 2-naphthol (Falany et
al., 2005). Il est donc tout a fait envisageable qu'une augmentation de l'activité des
SULT1B1, résultant d'une augmentation de lexpression des ARNm des Sult1b1, ait été
masquée par l'activité des autres isoformes des sulfotransférases mesurée lors du dosage.

Nos résultats sur l'expression des ARNm des Ugt7a? et des Sult1b1 et sur lactivité
des UGT1A montraient que les traitements au fipronil et au fipronil sulfone induisaient des
augmentations comparables des voies de conjugaison de la T4 Ceci suggérait qu'un
traitement au fipronil sulfone avait un potentiel perturbateur thyroidien via une
augmentation des voies de conjugaison de la T, au moins équivalent a celui d'un traitement
au fipronil. Cependant, l'implication d'autres voies métaboliques de la T, comme la voie de
désiodation des hormones thyroidiennes ne peut pas étre exclue. Afin d'avoir un meilleur

apercu des voies de désiodation potentiellement impliquées dans la perturbation
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thyroidienne engendrée par un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone, nous nous
sommes intéressés aux effets des deux traitements sur les concentrations plasmatiques en
T; (radioimmunologie et UPLC/MS/MS) et en T, (UPLC/MS/MS) dans notre modele de rats
pseudo-euthyroidiens. Dans les échantillons collectés approximativement 24h apres
ladministration de T, et 22h aprés celle de T; et dosés par radioimmunologie, les
concentrations en T; étaient significativement plus faibles chez les animaux traités au
fipronil sulfone que chez les animaux traités au solvant. De méme, les concentrations
plasmatiques en T; et en T, dosées par UPLC/MS/MS dans les pools de plasma étaient
toujours plus faibles dans les groupes traités au fipronil ou au fipronil sulfone que dans le
groupe traité au solvant. Cet effet pourrait s'expliquer par une augmentation des
clairances de la T; et de la T, similaire a celle de la T4 via une induction des voies de
conjugaison de la T et de la T, mais également par la diminution de la production de T; ou
de T, par inhibition des désiodases. En effet, la conjugaison de la T; ou de la T, est une
voie connue d'élimination de ces métabolites et fait appel aux mémes systemes
enzymatiques que pour la conjugaison de la T, (Wu et al., 2005; Curran and DeGroot,
1991). Une inhibition des désiodases régulant la production des hormones thyroidiennes a
déja été décrite aprés lincubation de microsomes de foie avec des contaminants
phénoliques halogénés qui, comme le fipronil, entrainent des modifications des taux
circulants en hormones thyroidiennes (Butt et al., 2011). La mesure de l'‘évolution
temporelle des concentrations plasmatiques en T; aurait du permettre de dégager des
pistes quant a limplication éventuelle des désiodases. Toutefois, il a été impossible avec
notre protocole expérimental de déterminer l'origine précise de la T; mesurée, c'est-a-dire
désiodation de la T, ou injection de Ts; pour maintenir l'état pseudo-euthyroidien. Nous
n'avons donc pas été en mesure de démontrer qu'une autre voie de métabolisation que la
voie de conjugaison ait pu étre impliquée dans la perturbation induite par un traitement
au fipronil ou un traitement au fipronil sulfone chez le rat. Cependant, quel que soit le
parametre étudié (profil métabolique, activité des enzymes, expression des protéines ou
des ARNm), un traitement exclusif au fipronil sulfone a toujours conduit aux mémes
résultats qu'un traitement au fipronil.

Les deux traitements étaient associés a une augmentation de la clairance de
'antipyrine qui est considérée comme un biomarqueur pertinent de l'activité des CYP in
vivo dans plusieurs especes (Chan and Yeung, 2006; St Peter et al., 1991). En accord avec
les données sur le métabolisme hépatique de lantipyrine (Engel et al., 1996), cette
augmentation de l'activité des CYP était associée avec une augmentation de l'expression
des ARNm des Cyp3a1 et Cyp2b2 chez le rat. Cela concordait avec les données obtenues

sur hépatocytes humains (Das et al., 2006) qui montraient que le fipronil induisait les
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Cyp3a4 et Cyp2b6 humains, orthologues des Cyp3a1 et Cyp2b2 de rat. L'augmentation de
l'expression des ARNm des Cyp3al en réponse a une traitement au fipronil ou a un
traitement au fipronil sulfone était associée a une augmentation de l'expression protéique
des CYP3A. Le fipronil sulfone est donc capable dinduire les enzymes favorisant sa propre
formation et ainsi d'accélérer sa formation a partir du fipronil lors d'une exposition
chronique. La biotransformation du fipronil en fipronil sulfone pourrait donc conduire a
une augmentation du risque lié a une exposition du fipronil sulfone. Bien que l'expression
des ARNm des Cyp1al ait été augmentée suite a un traitement au fipronil dans les
hépatocytes humains (Das et al., 2006), nous n‘avons pas montré d'effet du fipronil ou du
fipronil sulfone sur le Cyp1af chez le rat. Il faut cependant noter que linduction du Cyp1af
dans les hépatocytes humains avait lieu pour des concentrations en fipronil dans le milieu
de culture cellulaire globalement plus hautes que les concentrations plasmatiques en
fipronil et en fipronil sulfone observées dans notre étude in vivo. En conclusion, dans
l'ensemble nos résultats montrent que le fipronil sulfone est un inducteur des CYP au moins
aussi efficace que le fipronil lui-méme et cible les mémes isoenzymes, et qu'un certain
nombre d'enzymes induites chez le rat in vivo le sont aussi chez 'Homme in vitro.

Une augmentation significative du poids des foies a été observée lors dun
traitement au fipronil ou au fipronil sulfone dans l'expérimentation étudiant les effets des
deux traitements sur la clairance de la T4. Cette hépatomégalie concordait avec les
résultats des évaluations toxicologiques réglementaires qui ont montré une augmentation
du poids des foies de rat apres une traitement au fipronil (AFSSA, 2005). L'hépatomégalie
et laugmentation de l'activité des enzymes hépatiques pouvaient toutes deux étre liées a
une activation de récepteurs nucléaires xénosenseurs. Par exemple, lactivation des
récepteurs Constitutive Androstane Receptor (CAR) et Pregnane X Receptor (PXR) est
associée a une hépatomégalie (Huang et al., 2005, Ross et al., 2010) et a une régulation
des enzymes hépatiques de phase |, en particulier les CYP2B et CYP3A, et de phase I
impliquées dans le métabolisme des xénobiotiques et des hormones thyroidiennes (Konno
et al., 2008). Notre étude montrait clairement que plusieurs de ces voies étaient induites
par le fipronil ou son métabolite. De plus, le fipronil est un ligand du PXR humain in vitro
(Lemaire et al., 2006). On peut donc supposer que les récepteurs nucléaires CAR et/ou PXR
pourraient étre des médiateurs de la perturbation thyroidienne engendrée par un
traitement au fipronil ou au fipronil sulfone. Cette hypothése sera étudiée dans le chapitre
5.

En conclusion, le traitement de rats au fipronil sulfone permet de reproduire les
effets d'un traitement au fipronil sur le métabolisme hépatique de la T, et sur l'expression

et l'activité des enzymes de conjugaison et des CYP. Le métabolite serait alors au moins
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aussi efficace que le fipronil pour induire un perturbation thyroidienne. Toutefois, dans
cette étude, les rats étaient traités avec des doses relativement fortes en fipronil et en
fipronil sulfone. Nos conclusions ne concernent donc que l'effet maximal du fipronil et du
fipronil sulfone. Seule une approche type dose-réponse permettrait de déterminer les
puissances relatives (concentrations conduisant a la moitié de leffet maximal) des deux
molécules et de statuer définitivement sur leur potentiel respectif a induire une
perturbation thyroidienne. De plus, ce type d'approche devrait permettre de déterminer
dans quelle fenétre de concentrations le fipronil ou le fipronil sulfone peuvent induire une
augmentation de l'élimination des hormones thyroidiennes. On pourra ainsi savoir si le
potentiel perturbateur thyroidien du fipronil ou du fipronil sulfone peut s'exprimer pour
des concentrations plasmatiques faibles, de lordre du ng/mL, semblables a celles
retrouvées chez 'lHomme dans le cadre d'une utilisation domestique ou professionnelle du
fipronil (AFSSA, 2005, Herin et al., 2011) et/ou dune intoxication accidentelle a
linsecticide (Mohamed et al., 2004). D'autres évaluations du réole du métabolisme du
fipronil comme facteur déterminant de son potentiel perturbateur thyroidien semblaient
donc indispensables. Un des objectifs de la suite de notre travail de these était d'élaborer
un modeéle de toxicologie comparative d'espece in vitro afin de caractériser le potentiel
effet perturbateur thyroidien du fipronil et du fipronil sulfone chez 'Homme (chapitre 4)
et donc la pertinence des modeéles animaux. Ce point semblait d'autant plus important que
la contribution potentielle du fipronil sulfone a la perturbation thyroidienne induite par un
traitement au fipronil a été jusqu'alors négligée et ce en dépit du fait que le fipronil
sulfone est le principal métabolite du fipronil formé in vivo chez 'Homme et qu'il persiste

dans l'organisme plus longtemps que le fipronil lui-méme.
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A.Problématique, hypothéses et objectifs

Le fipronil est un perturbateur thyroidien chez le rat (AFSSA, 2005; Leghait et al.,
2009, Roques et al., 2012) mais n'a qu'un effet limité chez le mouton (Leghait et al.,
2010). Cette perturbation thyroidienne résulte d'une augmentation du métabolisme
hépatique des hormones thyroidiennes (Roques et al., 2012). Or, le rat est un modele
controversé en ce qui concerne l'étude de ce type de perturbation thyroidienne. En effet,
il ne possede pas, contrairement a 'Homme et au mouton, de TBG, protéine plasmatique
de liaison des hormones thyroidiennes hautement spécifique supposée jouer un role
protecteur contre la perturbation thyroidienne. Il existe également des différences
interspécifiques en termes d'enzymes hépatiques responsables de la métabolisation des
hormones thyroidiennes (Emi et al., 2007; Visser et al., 1998).

Nous avons montré dans le chapitre 3 que, chez le rat, la métabolisation du fipronil
en fipronil sulfone pourrait étre responsable du potentiel perturbateur thyroidien d'un
traitement au fipronil. Ceci est dautant plus critique que le fipronil sulfone persiste
beaucoup plus longtemps dans lorganisme que le fipronil lui-méme (chapitre 2).
Cependant, les expériences in vivo ne permettaient pas de dissocier les effets propres du
fipronil de ceux de son métabolite puisque la biotransformation du fipronil en fipronil
sulfone n'a pas pu étre efficacement inhibée. Il est également a noter que les doses de
fipronil utilisées chez le rat conduisaient a un niveau d'exposition bien supérieur a celui
observé chez 'lHomme lors d'une ingestion accidentelle de fipronil (Mohamed et al., 2004)
ou dans le cadre d'une utilisation domestique ou professionnelle (AFSSA, 2005; Herin et al.,
2011). Enfin, il existe des différences interspécifiques en termes d'exposition au fipronil
sulfone. En effet, la forte perturbation thyroidienne observée chez le rat lors d'un
traitement au fipronil est associée a une forte exposition au fipronil sulfone, alors que le
mouton est beaucoup moins exposé au métabolite.

Pour connaitre le potentiel perturbateur thyroidien du fipronil chez lHomme, il est
donc nécessaire de caractériser les différences interspécifiques de métabolisme des
hormones thyroidiennes et de biotransformation du fipronil pour déterminer quel modele
animal, entre le rat et le mouton, est le plus proche de 'Homme. Pour cela, nous avons
choisi de développer un outil permettant de caractériser sur le plan quantitatif les effets
du fipronil et/ou du fipronil sulfone sur le métabolisme hépatique des hormones
thyroidiennes tout en établissant une toxicologie comparative d'espece de ces effets
perturbateurs thyroidiens. Cet outil consistait en ['établissement d'une courbe dose
(fipronil, fipronil sulfone) - réponse (perturbation thyroidienne) sur culture primaire

d'hépatocytes de rat, de mouton et dHomme.
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B.Développement sur hépatocytes de rat: détermination des
conditions de mise en culture pour étudier un effet perturbateur
thyroidien

Les objectifs de cette partie étaient de déterminer sur hépatocytes de rat:

1) si, comme in vivo, le fipronil était fortement et rapidement transformé en
fipronil sulfone,

2) sl fallait traiter les hépatocytes avec de la T; pour maintenir l'activité des
enzymes hépatiques ou si la supplémentation du milieu de culture en T; pouvait étre
évitée,

3) si, comme in vivo, le fipronil et le fipronil sulfone étaient capables d'induire une
augmentation de l'expression protéique des CYP3A,

4) quelle dose de T, et quels temps de prélevements du milieu de culture aprés
ajout de T, permettaient d'observer une diminution des concentrations extracellulaires en
T4 pendant suffisamment longtemps pour estimer une clairance de 'hormone et déterminer

le potentiel perturbateur thyroidien des différents traitements in vitro.
1. Matériels et méthodes

a. Préparation des solutions d'hormones thyroidiennes

Des solutions concentrées de T; (2.3 mM, triiodothyronine, Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France) et de T, (2.5 mM, L-thyroxine, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France) ont été obtenues en dissolvant de la T; ou de la T4 dans du DMSO. Les
concentrations finales de T; (23 nM) et de T4 (25 nM) dans le milieu de culture ont été
obtenues par dilution au 1/100e des solutions concentrées dans du DMSO (obtention de
solutions a 23 pM pour la T; et a 25 pM pour la T,) puis au 1/1000e des solutions

précédentes dans le milieu de culture utilisé pour traiter les hépatocytes.

b. Préparation des solutions de fipronil et de fipronil sulfone

Des solutions concentrées de fipronil et de fipronil sulfone (20 mM) ont été
obtenues en dissolvant le fipronil ou le fipronil sulfone dans du DMSO. Les concentrations
finales de fipronil et de fipronil sulfone (1, 2 et 4 pM) dans le milieu de culture ont été
obtenues par dilution au 1/10e des solutions concentrées dans du DMSO (obtention de
solutions a 2 mM) puis au 1/2000e (1 pM), au 1/1000e (2 pM) ou au 1/500e (4 pM) des

solutions précédentes dans le milieu de culture utilisé pour traiter les hépatocytes.

121



CHAPITRE 4: TOXICOLOGIE COMPARATIVE IN VITRO

c. Plan expérimental
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Figure 26: Plan expérimental mis en place afin d'établir les conditions de culture permettant
d'étudier un effet perturbateur thyroidien sur hépatocytes de rat.

Des hépatocytes de rat cryopréservés ont été mis en culture a JO dans du milieu
William's E contenant 10% de sérum de veau foetal comme décrit dans le chapitre 1. A J1,
le milieu a été remplacé par du milieu William's E sans sérum de veau fecetal et les cellules
ont été incubées avec du DMSO, du fipronil a 1, 2 ou 4 pM ou du fipronil sulfone a 1, 2 ou 4
UM, et avec ou sans T3 a 23 nM. A J2, une partie des hépatocytes a été utilisée pour
mesurer l'expression protéique des CYP3A par In Cell Western. Le milieu a été renouvelé
dans les plaques 96-puits contenant les hépatocytes restant et les cellules ont été incubées
avec du DMSO, du fipronil a 1, 2 ou 4 pM ou du fipronil sulfone a 1, 2 ou 4 uM, et avec de la
T4 a 25 nM. Le milieu de culture a été prélevé dans ces plaques 1, 2, 4, 6, 8, 9.5 et 22h
apres ajout de T4 afin de mesurer les concentrations extracellulaires en T, totale, fipronil
et fipronil sulfone. Le pourcentage en DMSO dans le milieu de culture pour tous les

traitements était de 0.5%.

d. In Cell Western

L'expression protéique du CYP3A a été déterminée pour les différents traitements
par In Cell Western (Audebert et al., 2010). Les hépatocytes ont été mis en culture en
plaques 96-puits dans les mémes conditions que pour l'évaluation de la clairance de la T, et

ont été traités pendant 24h avec les différents traitements. Au bout de ces 24h, les
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cellules ont été lavées avec du PBS (Phosphate Buffered Saline), fixées avec du
paraformaldéhyde a 4% dans du PBS pendant 20 minutes a température ambiante, puis
lavées a nouveau pendant 5 minutes avec du PBS. Le paraformaldéhyde a été neutralisé
pendant 2 minutes avec du NH,Cl et les cellules ont été lavées avec du PBS pendant 5
minutes. Les cellules ont été perméabilisées avec du Triton X-100 a 0.2% dans du PBS puis
lavées avec un tampon PST (2% sérum de veau foetal, 0.2% de Triton-X-100 dans du PBS).
Les cellules ont ensuite été incubées avec un tampon de blocage (10% de sérum de veau
foetal, 2% de BSA, 0.2% de Triton dans du PBS) pendant 1h puis avec un premier anticorps
primaire polyclonal de lapin anti-B-actine (Santa-Cruz Biotechnology Inc, Heidelberg,
Germany) pendant t1h. Aprés une série de lavages avec du PST, les cellules ont été
incubées avec un second anticorps primaire monoclonal de souris anti-CYP3A humain
(Santa Cruz Biotechnology Inc, Heidelberg, Germany) également pendant 1h. Aprés une
autre série de lavages, les cellules ont été incubées avec un mélange de deux anticorps
secondaires de chevre couplés a des fluorophores (IgG de chevre anti-lapin 680 CW® et IgG
de chévre anti-souris 770 CW®, Biotium, Interchim, Montlucon, France) pendant 30
minutes. Aprés une derniere série de lavages avec du PST, les plaques ont été conservées a
sec a +4°C jusqua la quantification du signal par immunofluorescence infrarouge
(Odyssey® infrared imaging system, Li-cor Biosciences, Les Ulis, France).

L'intensité relative du signal pour chaque puits a été définie comme le rapport de
lintensité du signal pour le CYP3A sur lintensité du signal pour la B-actine. La spécificité
de l'anticorps primaire dirigé contre le CYP3A humain pour les CYP3A de rat avait déja été
vérifiée par Western blot. L'absence de réaction croisée entre les deux anticorps
secondaires a été déterminée pour chaque plaque 96-puits de chaque espéce en omettant
alternativement l'un ou lautre des anticorps primaires. La spécificité des anticorps
secondaires a été déterminée pour chaque plaque 96-puits de chaque espéce en vérifiant

qu'il n'y avait aucun signal supérieur au bruit de fond en absence d'anticorps primaire.
2. Résultats

a. Biotransformation du fipronil en fipronil sulfone

Vingt-deux heures apres le renouvellement des traitements en fipronil ou en fipronil
sulfone a J2, soit 46h apres le début dincubation des hépatocytes avec les différents
traitements, le milieu extracellulaire contenait majoritairement du fipronil sulfone. En
effet, lors de lincubation des hépatocytes avec du fipronil (figure 27, exemple
représentatif pour une incubation avec du fipronil a 2 pM), les concentrations
extracellulaires en fipronil diminuaient rapidement jusqu'a atteindre des concentrations

extracellulaires proches de la LOQ du dosage de 0.11 pM (50 ng/mL) dés 9.5h aprés le
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début de lincubation. Les concentrations extracellulaires en fipronil sulfone augmentaient
quant a elles suggérant une biotransformation du fipronil en fipronil sulfone presque totale
de facon similaire a ce qui a été observé in vivo chez le rat (Leghait et al., 2009; Roques
etal., 2012).
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Figure 27: Evolution des concentrations extracellulaires moyennes en fipronil et en fipronil
sulfone (+ ET) apreés incubation d'hépatocytes de rat avec du fipronil a 2 pM.

Les hépatocytes ont été traités avec du fipronil a 2 yM a J1 pendant 24h. Ensuite, les concentrations
extracellulaires en fipronil (bleu) et en fipronil sulfone (orange) ont été mesurées dans le milieu
extracellulaire collecté 1, 2, 4, 6, 8, 9.5 et 22h aprés le changement de milieu de culture
permettant de renouveler le traitement a J2. Les valeurs indiquées au temps Oh correspondent aux
concentrations en fipronil et en fipronil sulfone mesurées dans la dose administrée aux cellules a
J2. Les concentrations moyennes ont été obtenues a partir des valeurs de deux puits distincts.

b. Effet de la présence ou de l'absence de T; sur l'expression protéique des
CYP3A

L'activité des enzymes hépatiques étant dépendante de l'apport en T; in vivo (Liddle
et al., 1998; Masmoudi et al., 1997), nous avons déterminé si l'absence de T; dans le milieu
de culture avait un impact sur l'expression protéique des CYP3A. Pour cela, nous avons
déterminé par In Cell Western l'expression protéique des CYP3A dans le groupe solvant et
le groupe fipronil a 2 pM en présence ou non de T; dans le milieu de culture a J2, soit 24h
apres le début du traitement au solvant ou au fipronil a 2 pM. Conformément aux résultats
obtenus in vivo (Roques et al., 2012), 24h de traitement au fipronil a 2 pM en présence de
T; induisait une augmentation de l'expression protéique des CYP3A. La privation en T; du
milieu de culture ne modifiait pas l'expression protéique des CYP3A basale dans le groupe
solvant (DMSO) ni l'expression protéique des CYP3A induite dans le groupe fipronil a 2 uM
(figure 28).
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Figure 28: Effet de la présence ou de l'absence de T; sur I'expression protéique des CYP3A.
L'expression protéique moyenne des CYP3A (x ET) a été déterminée comme le rapport de lintensité
du signal du CYP3A sur lintensité du signal de la B-actine. Elle a été mesurée a J2, soit 24h apres le
début des traitements, a partir des valeurs de deux a quatre puits distincts par In Cell Western.

c. Effet d'un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone sur l'expression
protéique des CYP3A

L'expression protéique des CYP3A a été mesurée dans des hépatocytes ayant été
incubés en présence de T; avec du solvant, du fipronil (1, 2 ou 4 pM), ou du fipronil sulfone
(1, 2 ou 4 pM). Les puits correspondant au traitement avec du fipronil sulfone a 4 pM et
deux des puits correspondant au traitement avec du fipronil a 2 pM renvoyaient un signal
étonnamment faible voir inexistant (figure 29), suggérant un oubli de marquage des
cellules de ces puits avec les anticorps secondaires.
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Figure 29: Effet d'un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone sur ['expression protéique des
CYP3A dans des hépatocytes de rat en présence de Ts.

L'expression protéique moyenne des CYP3A (z ET) a été déterminée comme le rapport de lintensité
du signal du CYP3A sur lintensité du signal de la B-actine. Elle a été mesurée a J2, soit 24h apres le
début des traitements au solvant (vert), au fipronil (1 a 4 uM, bleu) et au fipronil sulfone (1 et 2 pM,
orange) a partir des valeurs de deux a quatre puits distincts par In Cell Western. Significativement
différent du groupe solvant: **p<0.01.
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L'expression protéique des CYP3A était significativement différente entre les
hépatocytes de rat traités au solvant et ceux traités au fipronil ou au fipronil sulfone,
quelle que soit la dose utilisée (p<0.01). Aucun effet de la dose ou du traitement n'a été
identifié pour les groupes traités au fipronil et au fipronil sulfone. Nous n'avons donc pas
été en mesure d'établir un effet dose (fipronil ou fipronil sulfone) - réponse (expression des
CYP3A).

d. Effet perturbateur thyroidien d'un traitement au fipronil ou au fipronil

sulfone

Les concentrations en T, étaient stables au cours du temps et de lordre des
concentrations nominales dans des puits ne contenant pas dhépatocytes. Les
concentrations extracellulaires en T, dans les puits contenant les hépatocytes diminuaient
rapidement jusqu'a atteindre des valeurs détectables mais inférieures a la LOQ du dosage
de 5.28 nM (4.1 ng/mL) des 9.5h apres l'ajout de T4 dans le milieu de culture (figure 30,
exemple représentatif pour des cellules traitées au solvant, au fipronil a 2 pM ou au

fipronil sulfone a 2 pM).

30 -
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Figure 30: Evolution des concentrations extracellulaires moyennes en T, (+ ET) aprés incubation
d'hépatocytes de rat avec du solvant, du fipronil a 2 pM ou du fipronil sulfone a 2 pM.

Les hépatocytes ont été traités avec du solvant, du fipronil a 2 pM ou du fipronil sulfone a 2 pM a J1
pendant 24h. Ensuite, les concentrations extracellulaires en T, ont été mesurées dans le milieu
extracellulaire collecté 1, 2, 4, 6, 8, 9.5 et 22h aprés incubation avec du solvant (vert), du fipronil a
2 UM (bleu) ou du fipronil sulfone a 2 yM (orange) a J2. La valeur indiquée au temps Oh correspond a
la concentration en T, théorique dans la dose administrée aux cellules a J2. Les concentrations
moyennes ont été obtenues a partir des valeurs de trois puits distincts.

Linspection visuelle des courbes suggérait que l'élimination de la T, suivait un

processus biphasique, l'élimination étant plus rapide entre le début de la cinétique et
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9.5h, puis plus lente entre 9.5h et 22h apres l'ajout de T4 dans le milieu de culture.
L'ajustement des données devrait donc se faire selon un modele bicompartimental.
Cependant, compte-tenu du trop faible nombre de points pour estimer la phase terminale
et de leur concentration qui n'était pas quantifiable précisément, nous n'avons pas pu

déterminer une clairance de T, fiable pour les différents traitements.
3. Conclusions

La biotransformation du fipronil en fipronil sulfone par les hépatocytes de rat était
rapide et quasi totale lors d'un traitement des hépatocytes avec du fipronil a des doses
conduisant a des concentrations du méme ordre de grandeur que celles retrouvées in vivo
dans nos études (environ 1500 ng/mL soit 3.4 pM). Ceci était cohérent avec une induction
des CYP3A lors d'un traitement au fipronil. De plus, un traitement des hépatocytes de rat
au fipronil sulfone permettait de reproduire linduction des CYP3A observée lors d'un
traitement au fipronil, comme c'était le cas in vivo (Roques et al., 2012). Cependant, nous
n'avons pas été en mesure d'établir une courbe dose (fipronil ou fipronil sulfone) - réponse
(expression protéique des CYP3A) dans cette expérimentation, ce qui suggere que leffet
maximal des traitements était déja atteint pour les concentrations les plus faibles (1 pM).
Nous avons donc choisi pour 'expérimentation suivante de traiter les hépatocytes avec des
doses de fipronil et de fipronil sulfone plus faibles.

Pour ce qui est de létude de leffet perturbateur thyroidien des différents
traitements, nous n'avons pas été en mesure destimer de clairance de la T4 les
concentrations en T4 étant trop rapidement sous la limite de quantification du dosage.
Nous avons donc choisi pour l'expérimentation suivante d'augmenter la dose de T, tout en
restant dans des concentrations de l'ordre des concentrations physiologiques chez le rat.

Enfin, pour comparer les effets perturbateurs thyroidiens du fipronil et du fipronil
sulfone, il était nécessaire d'étre capable d'inhiber la biotransformation du fipronil en
fipronil sulfone, ce qui n'a pas pu étre fait in vivo chez le rat (chapitre 2). Pour cela, dans
l'expérimentation suivante, nous avons a nouveau tenté d'inhiber l'activité des CYP avec du

piperonyl butoxide.
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C.Développement sur hépatocytes de rat: effets de l'inhibition de la
biotransformation du fipronil en fipronil sulfone sur Ila

perturbation thyroidienne

Les objectifs de cette partie étaient de déterminer sur hépatocytes de rat:

1) si, contrairement a ce qui est observé in vivo, le piperonyl butoxide permettait
au moins partiellement d'inhiber la biotransformation du fipronil en fipronil sulfone,

2) si une augmentation de la dose de T, et des temps de préléevement du milieu de
culture différents permettaient d'estimer une clairance de la T, pour les différents
traitements et si une courbe dose (fipronil, fipronil sulfone) - réponse (clairance de la T,)

pouvait alors étre établie.
1. Matériels et méthodes

a. Préparation des solutions d'hormones thyroidiennes

Des solutions concentrées de T; (2.3 mM, triiodothyronine, Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France) et de T4 (5 mM, L-thyroxine, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France) ont été obtenues en dissolvant de la T; ou de la T4 dans du DMSO. Les
concentrations finales de T; (23 nM) et de T4 (50 nM) dans le milieu de culture ont été
obtenues par dilution au 1/100e des solutions concentrées dans du DMSO (obtention de
solutions a 23 pM pour la T3 et a 50 pM pour la T,) puis au 1/1000e des solutions

précédentes dans le milieu de culture utilisé pour traiter les hépatocytes.

b. Préparation des solutions de fipronil, de fipronil sulfone et de piperonyl

butoxide

Des solutions concentrées de fipronil et de fipronil sulfone (5 mM) ont été obtenues
en dissolvant le fipronil ou le fipronil sulfone dans du DMSO. Les concentrations finales de
fipronil et de fipronil sulfone (0.05, 0.1, 0.5, 1, 2.5 et 5 pM) dans le milieu de culture ont
été obtenues par dilution sériée des solutions concentrées dans du DMSO (obtention de
solutions a 500 pM, 250 pM, 100 pM, 50 pM, 10 UM et 5 pM) puis au 1/100e des solutions
précédentes dans le milieu de culture utilisé pour traiter les hépatocytes.

Une solution concentrée de piperonyl butoxide (50 mM, Sigma-Aldrich, Saint-
Quentin Fallavier, France) a été obtenue en dissolvant du piperonyl butoxide dans du
DMSO. La concentration finale de piperonyl butoxide (50 pM) dans le milieu de culture a
été obtenue par dilution de la solution concentrée directement dans le milieu de culture

utilisé pour traiter les hépatocytes.
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c. Plan expérimental
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Figure 31: Plan expérimental mis en place pour évaluer les effets d'une inhibition de la
biotransformation du fipronil en fipronil sulfone par le piperonyl butoxide.

Des hépatocytes de rat cryopréservés ont été mis en culture a JO dans du milieu
William's E contenant 10% de sérum de veau feetal comme décrit dans le chapitre 1. A J1,
le milieu a été remplacé par du milieu William's E sans sérum de veau fecetal et les cellules
ont été incubées avec du DMSO, du DMSO + piperonyl butoxide a 50 pyM, du fipronil a 0.05,
0.1, 0.5, 1, 2.5, ou 5 pM, du fipronil a 0.05, 0.1, 0.5, 1, 2.5 ou 5 UM et du piperonyl
butoxide a 50 pM, ou du fipronil sulfone a 0.05, 0.1, 0.5, 1, 2.5 ou 5 pM, et avec de la T; a
23 nM. A J2, une partie des hépatocytes a été utilisée pour mesurer l'expression protéique
des CYP3A par In Cell Western. Le milieu a été renouvelé dans les plaques 96-puits
contenant les hépatocytes restant et les cellules ont été incubées avec du DMSO, du DMSO
+ piperonyl butoxide a 50 pyM, du fipronil a 0.05, 0.1, 0.5, 1, 2.5, ou 5 pM, du fipronil a
0.05, 0.1, 0.5, 1, 2.5 ou 5 pM et du piperonyl butoxide a 50 pM, ou du fipronil sulfone a
0.05, 0.1, 0.5, 1, 2.5 ou 5 UM, et avec de la T4 a 50 nM. Le milieu de culture a été prélevé
dans ces plaques au moment du changement de milieu et 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8 et 24h apres
ajout de T, afin de mesurer les concentrations extracellulaires en T4 totale, fipronil et
fipronil sulfone. Le pourcentage en DMSO dans le milieu de culture pour tous les

traitements était de 1.2%.
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2. Résultats

a. Biotransformation du fipronil en fipronil sulfone

Les concentrations extracellulaires en fipronil et en fipronil sulfone ont été
déterminées apres le changement de milieu de culture a J2, soit aprés les premiéres 24h
d'incubation des hépatocytes avec du fipronil, du fipronil et du piperonyl butoxide, ou du
fipronil sulfone (figure 32, exemple représentatif pour des hépatocytes traités au fipronil a
2.5 pM, au fipronil a 2.5 pM et au piperonyl butoxide a 50 pM, ou au fipronil sulfone a 2.5
HM).
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Concentrations extracellulaires
en fipronil (% dose)

0 T T T
0 5 10 15 20 25
Temps (h)
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5
—o—Fipronil 2.5 pM —@—Fipronil 2.5 pM + piperonyl butoxide —e—Fipronil sulfone

Figure 32: Evolution des concentrations extracellulaires moyennes en fipronil et en fipronil
sulfone apreés incubation d'hépatocytes de rat avec du fipronil a 2.5 pM avec ou sans piperonyl
butoxide, ou du fipronil sulfone a 2.5 pM.

Les hépatocytes ont été incubés avec les différents traitements a J1 pendant 24h. Ensuite, les
concentrations extracellulaires en fipronil (graphique du haut) et en fipronil sulfone (graphique du
bas) ont été mesurées dans le milieu extracellulaire collecté 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8 et 24h apres le
changement de milieu de culture a J2. Les hépatocytes étaient traités a J1 et a J2 avec du fipronil a
2.5 pM (bleu), du fipronil a 2.5 pM et du piperonyl butoxide a 50 pM (marron) ou du fipronil sulfone
a 2.5 pM (orange). Les concentrations extracellulaires ont été mesurées dans un seul puits par
temps et par traitement.
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Lors d'un traitement au fipronil, les concentrations extracellulaires en fipronil
augmentaient entre 0.25 et 0.5h puis diminuaient jusqu'a se rapprocher de la LOQ du
dosage 24h apres le début du traitement. Les concentrations extracellulaires en fipronil
sulfone augmentaient quand a elles progressivement jusqua atteindre environ 25% de la
dose administrée 24h aprés le début du traitement au fipronil. Lors d'un traitement au
fipronil sulfone, les concentrations extracellulaires en fipronil sulfone augmentaient
également entre 0.25 et 0.5h puis diminuaient jusqu'a atteindre un état d'équilibre 4h
apres le début du traitement. Le traitement des hépatocytes au fipronil ou au fipronil
sulfone permettait donc, comme in vivo (Roques et al., 2012), d'obtenir une exposition
similaire et majoritaire au fipronil sulfone apres 48h de traitement.

Lors d'un traitement au fipronil et au piperonyl butoxide, la phase terminale de la
cinétique délimination du fipronil semblait fortement atténuée par rapport a celle
observée lors du traitement des hépatocytes au fipronil seul. En effet, les concentrations
extracellulaires en fipronil ne diminuaient plus dés 8h apres le début du traitement. La
biotransformation du fipronil en fipronil sulfone semblait donc efficacement réduite par un
traitement au piperonyl butoxide des hépatocytes de rat. Ceci est confirmé par des
concentrations extracellulaires en fipronil sulfone plus faibles lors d'un traitement au
fipronil et au piperonyl butoxide que lors d'un traitement au fipronil seul. Nous avons donc
réussi a obtenir in vitro un modele permettant d'exposer les hépatocytes majoritairement
au fipronil et tres faiblement au fipronil sulfone. Enfin, nous n'avons pas retrouvé 100% de
la dose administrée aux hépatocytes dans le milieu extracellulaire, notamment lors du
traitement au fipronil sulfone, suggérant la présence de fipronil et/ou de fipronil sulfone

dans le milieu intracellulaire.

b. Effet perturbateur thyroidien des différents traitements

Les concentrations extracellulaires en T, augmentaient entre 0.25 et 0.5h jusqu'a
atteindre 70 a 90% de la dose. Cela suggérait qu'un délai était nécessaire pour équilibrer
les concentrations entre le milieu extracellulaire et le milieu intracellulaire. Les
concentrations extracellulaires en T, diminuaient ensuite pendant tout le reste de la
cinétique sans atteindre des valeurs inférieures a la LOQ du dosage (figure 33, exemple
représentatif pour des cellules traitées au solvant, au solvant et au piperonyl butoxide, au
fipronil a 2.5 pM, au fipronil a 2.5 pM et au piperonyl butoxide, ou au fipronil sulfone a 2.5
HM).
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Concentrations extracellulaires en T,
(% dose)
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Figure 33: Evolution des concentrations extracellulaires moyennes en T, (+ ET) aprés incubation
d'hépatocytes de rat avec du solvant + piperonyl butoxide, du fipronil a 2.5 pM = piperonyl
butoxide, ou du fipronil sulfone a 2.5 pM.

Les hépatocytes ont été incubés avec les différents traitements a J1 pendant 24h. Ensuite, les
concentrations extracellulaires en T4 ont été mesurées dans le milieu extracellulaire collecté 0.25,
0.5, 1, 2, 4, 8 et 24h apres incubation avec du solvant (vert), du solvant et du piperonyl butoxide 50
UM (violet), du fipronil a 2.5 pM (bleu), du fipronil a 2.5 pM et du piperonyl butoxide a 50 pM
(marron) ou du fipronil sulfone a 2.5 pM (orange) a J2. Les concentrations moyennes ont été
obtenues a partir des valeurs de trois puits distincts.

La clairance de la T4 a été estimée pour chaque traitement a partir de ces données
(figure 34). La clairance de la T4 était diminuée lors du traitement des hépatocytes au
solvant + piperonyl butoxide, suggérant un effet inhibiteur propre du piperonyl butoxide
sur la clairance de la thyroxine. Pour comparer les effets d'un traitement au fipronil seul,
d'un traitement au fipronil sulfone et d'un traitement au fipronil + piperonyl butoxide, nous
avons donc choisi d'exprimer la clairance de la T4 en pourcentage du solvant correspondant
soit la clairance pour les traitements fipronil et fipronil sulfone en fonction de celle du
solvant, et la clairance pour le traitement fipronil + piperonyl butoxide en fonction de
celle du solvant + piperonyl butoxide. Aucune relation dose-réponse claire n'a pu étre
observée concernant les effets des différents traitements sur la clairance de la T4.
L'évolution des clairances relatives en fonction de la dose administrée aux hépatocytes
semblait similaire que les cellules soient traitées au fipronil, au fipronil et au piperonyl
butoxide, ou au fipronil sulfone seul. En effet, quel que soit le traitement, ces clairances
relatives montraient des profils fluctuants entre 0.1 et 1 pM pour atteindre une valeur
maximale a 1 pM de l'ordre de 150 a 200% de la valeur de la clairance pour le groupe

controle correspondant (solvant ou solvant + piperonyl butoxide). De facon surprenante a 5

132



CHAPITRE 4: TOXICOLOGIE COMPARATIVE IN VITRO

UM, soit un tiers de lICso du fipronil sulfone sur hépatocytes humains, les clairances
diminuaient. A 1 pM, leffet le plus important sur la clairance relative de la T, a été
observé avec le traitement au fipronil et piperonyl butoxide, suggérant que le fipronil est
plus efficace que le fipronil sulfone pour induire le catabolisme des hormones
thyroidiennes chez le rat. Toutefois, ce résultat reste a confirmer dans de meilleures
conditions de culture. En outre, laspect de la relation dose-réponse ne permettait en
aucun cas d'établir la puissance relative des deux molécules sur la clairance de la T,. Les
conditions expérimentales doivent donc étre optimisées si l'on veut discriminer les effets

propres du fipronil et de son métabolite et déterminer la puissance relative des deux

molécules.
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Figure 34: Clairance de la T, aprés le traitement d'’hépatocytes de rat avec du solvant %
piperonyl butoxide, du fipronil + piperonyl butoxide, ou du fipronil sulfone.

La clairance de la T, a été estimée a laide d'un modéle bicompartimental correspondant a
'administration d'un bolus iv de T, pour un traitement des hépatocytes de rat avec du solvant (vert),
du solvant et du piperonyl butoxide 50 pyM (violet), du fipronil (0.01 a 5 uM, bleu), du fipronil (0.01
a 5 pM) et du piperonyl butoxide 50 pM (marron) ou du fipronil sulfone (0.01 a 5 pM, orange). Le
graphique a gauche représente la clairance de la T4 en fonction du traitement. Les lignes en
pointillés rappellent les clairances pour le groupe solvant (vert) et le groupe solvant et piperonyl
butoxide (violet). Le graphique a droite représente la clairance de la T4 pour les différentes doses
de fipronil ou de fipronil sulfone exprimée en pourcentage de celle du groupe solvant pour les
hépatocytes traités au fipronil ou au fipronil sulfone, et en pourcentage de celle du groupe solvant
et piperonyl butoxide pour les hépatocytes traités au fipronil et au piperonyl butoxide.

3. Conclusions

Un traitement au fipronil et au fipronil sulfone des hépatocytes de rat conduisait,
comme in vivo (Roques et al., 2012), a une exposition au fipronil sulfone similaire et
majoritaire. De plus, contrairement a ce que l'on a vu in vivo (chapitre 2), le traitement
des hépatocytes au piperonyl butoxide conjointement au traitement au fipronil permettait
dinhiber suffisamment la biotransformation du fipronil en fipronil sulfone pour exposer les

hépatocytes majoritairement au fipronil. Ce modele cellulaire permettrait donc de
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déterminer leffet propre du fipronil sur la perturbation thyroidienne. Cependant, afin de
mieux caractériser l'exposition des hépatocytes au fipronil et au fipronil sulfone, nous
avons souhaité dans l'expérimentation suivante déterminer les concentrations en fipronil et
en fipronil sulfone dans le milieu intracellulaire car nous n'avons pas retrouvé 100% de la
dose administrée dans le milieu extracellulaire.

De plus, les concentrations extracellulaires dans le milieu de culture augmentaient
entre 0.25 et 0.5h pour le fipronil et le fipronil sulfone comme pour la T, avant de
diminuer jusqua la fin de la cinétique. Ceci peut étre di a un délai nécessaire pour
équilibrer les concentrations entre le milieu extracellulaire et le milieu intracellulaire.
Dans l'expérimentation suivante, le premier point des cinétiques ne sera alors effectué
qu'th aprés le début des traitements pour s'affranchir de cette phase.

Nous avons été en mesure de déterminer la clairance de la T4 en fonction des
différents traitements. Les cultures primaires d'’hépatocytes semblaient donc étre un
modele acceptable pour l'étude de l'effet perturbateur thyroidien du fipronil et/ou de son
métabolite. Cependant, aucun effet dose-réponse n'a été clairement observé. Ceci peut
étre dU a une mauvaise estimation de la clairance de la T, compte-tenu du faible nombre
de points sur la phase terminale de la cinétique. Les temps de préléevements du milieu de
culture seront alors modifiés dans la prochaine expérimentation. Cette étude suggérait
tout de méme que le fipronil pouvait avoir un effet perturbateur thyroidien propre et
similaire voire supérieur a celui du fipronil sulfone. De plus, le piperonyl butoxide avait un
effet inhibiteur sur la clairance de la T4. Ceci invalide l'approche utilisant du piperonyl
butoxide et nous n'utiliserons donc pas cette inhibiteur de la biotransformation du fipronil
en fipronil sulfone dans l'expérimentation suivante, mais cela souléve des perspectives
intéressantes en ce qui concerne lexploration du métabolisme des hormones
thyroidiennes.

Enfin, la mesure de l'expression des cytochromes P450 par In Cell Western effectuée
dans cette expérimentation n'a pas été présentée ici du fait de la mauvaise qualité des
données probablement due a de mauvaises conditions de transport des plaques entre I'INRA
de Sophia-Antipolis et UENVT.
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D.Différences interspécifiques dans la perturbation thyroidienne

induite par un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone

Les objectifs de cette partie étaient de déterminer:

1) si les différentes doses en fipronil et en fipronil sulfone utilisées, conduisant a
des concentrations similaires a celles observées in vivo chez le rat, le mouton ou 'lHomme,
ne présentaient pas d'effet cytotoxique,

2) si on pouvait reproduire in vitro les différences interspécifiques en termes de
métabolisation du fipronil en fipronil sulfone observées chez le rat et le mouton in vivo, et
déterminer la capacité de biotransformation du fipronil chez 'Homme,

3) si on observait une courbe dose (fipronil, fipronil sulfone) - réponse (clairance de
la T4) chez les trois especes et quelles étaient les différences interspécifiques en termes

de potentiel perturbateur thyroidien d'un traitement au fipronil.
1. Matériels et méthodes

a. Préparation de la solution de thyroxine

Une solution concentrée de T, (5 mM, L-thyroxine, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin
Fallavier, France) a été obtenue en dissolvant de la T4 dans du DMSO. La concentration
finale de T4 (50 nM) dans le milieu de culture a été obtenue par dilution au 1/100e de la
solution concentrée dans du DMSO (obtention d'une solution a 50 pM) puis au 1/1000e de la

solution précédente dans le milieu de culture utilisé pour traiter les hépatocytes.

b. Préparation des solutions de fipronil et de fipronil sulfone

Des solutions concentrées de fipronil et de fipronil sulfone (4 mM) ont été obtenues
en dissolvant le fipronil ou le fipronil sulfone dans du DMSO. Les concentrations finales de
fipronil et de fipronil sulfone (0.1, 0.5, 1, 2 et 4 pyM) dans le milieu de culture ont été
obtenues par dilution sériée des solutions concentrées dans du DMSO (obtention de
solutions a 400 pM, 200 pM, 100 pM, 50 pM et 10 pM) puis au 1/100e des solutions
précédentes dans le milieu de culture utilisé pour traiter les hépatocytes. Une
concentration finale supplémentaire en fipronil (40 pM) a été obtenue en diluant
directement la solution concentrée dans le milieu de culture utilisé pour traiter les

hépatocytes.
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c. Plan expérimental

Changement du Renouvellement
milieu du milieu
Jo J1 J2 J3
A € >
Traitements
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Biotransformation a 12h

Expression protéique des CYP3A
v v

Cytotoxicité par test au MTT
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Figure 35: Plan expérimental mis en place pour évaluer les différences interspécifiques dans la
perturbation thyroidienne induite par un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone.

Des hépatocytes de rat, de mouton et dHomme ont été mis en culture a JO dans du
milieu William's E contenant 10% de sérum de veau foetal comme décrit dans le chapitre 1.
A J1, le milieu a été remplacé par du milieu William's E sans sérum de veau foetal et les
cellules ont été incubées avec du DMSO, du fipronil a 0.1, 0.5, 1, 2, 4 ou 40 pM ou du
fipronil sulfone a 0.1, 0.5, 1, 2 ou 4 pM. A J2, une partie des hépatocytes de chaque
espece a été utilisée pour mesurer l'expression protéique des CYP3A par In Cell Western,
les concentrations extracellulaires en fipronil et en fipronil sulfone et la cytotoxicité des
traitements (test au MTT). Le milieu a été renouvelé dans les plaques 96-puits contenant
une autre partie des hépatocytes de chaque espéce et les cellules ont été incubées avec
du DMSO, du fipronil a 0.1, 0.5, 1, 2, 4 ou 40 pyM ou du fipronil sulfone a 0.1, 0.5, 1, 2 ou 4
UM, et avec de la T4 a 50 nM. Le milieu de culture a été prélevé dans ces plaques au
moment du changement de milieu et 1, 2, 4, 6, 8, 12, 19 et 24h aprés ajout de T, afin de
mesurer les concentrations extracellulaires en T, totale et les concentrations
extracellulaires et intracellulaires en fipronil et en fipronil sulfone (prélévement a 12h). A
J3, le reste des hépatocytes de chaque espece a été utilisé pour déterminer les

concentrations extracellulaires en fipronil et en fipronil sulfone et la cytotoxicité des
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traitements (test au MTT). Le pourcentage de DMSO dans le milieu de culture pour tous les

traitements était de 1%.

d. Test de cytotoxicité

La viabilité des cellules au cours de l'expérimentation a été déterminée par un
dosage par spectrophotométrie basé sur la capacité des cellules vivantes et non des
cellules mortes a réduire le 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide
(MTT) pour former des cristaux de formazan de couleur bleue foncée (Mossmann, 1983).
Les cellules ont été mises en culture dans une plaque 96-puits dans les mémes conditions
que pour l'‘évaluation de la clairance de la T,. Le test de cytotoxicité a été effectué 24h
apres lincubation avec les différents traitements a J1 et 24h aprés lincubation avec les
différents traitements et la T, a J2. Pour effectuer ce test, 10 pL de MTT ont été ajoutés
aux 100 pL de milieu de culture présents dans les puits et les cellules ont été remises a
incuber pendant 4h. Cent pL de tampon de solubilisation du MTT ont été ajoutés a chaque
puits afin de dissoudre les cristaux de formazan. L'absorbance a ensuite été mesurée a 690
nm (longueur d'onde de référence) et a 570 nm (longueur d'onde de dosage) et la valeur
d'absorbance a 690 nm a été soustraite a la valeur d'absorbance a 590 nm pour déterminer

la viabilité des hépatocytes.
2. Résultats

a. Cytotoxicité des différents traitements

Pour toutes les especes, le traitement au fipronil a 40 pyM (témoin positif de
cytotoxicité) était significativement plus cytotoxique que le traitement au solvant et ce
dés les premiéres 24h de traitement, ce qui confirme le potentiel cytotoxique du fipronil
dés 30 pM (figure 36). Chez le rat, seulement 12% des hépatocytes étaient viables lors du
traitement au fipronil a 40 pM, et ce apres 24h comme aprés 48h de traitement. Ce
traitement semblait aussi cytotoxique chez 'Homme car respectivement 13 et 15% des
hépatocytes étaient viables a 24 et 48h. Il semblait moins cytotoxique chez le mouton ou
respectivement 57% et 20% des hépatocytes étaient viables a 24 et 48h.

Pour toutes les especes, les traitements au fipronil et au fipronil sulfone, quelle
que soit la dose, n'étaient pas plus cytotoxiques que le traitement au solvant, et ce aprées
24h de traitement ou apres 48h de traitement dont 24h en présence de T,. Il n'y a eu aucun
effet jour pour les hépatocytes de rat et dHomme alors que les valeurs du test au MTT
étaient significativement plus faibles a J3 qua J2 pour les hépatocytes de mouton
(p=0.04). Cela pourrait étre di a un effet de la T, ou a un nombre de cellules plus faible

dans la plaque utilisée pour le test a J3 que pour celle utilisée a J2. Enfin, les valeurs du
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test au MTT pour les hépatocytes humains étaient plus faibles que celles observées pour
les hépatocytes de rat ou de mouton probablement a cause d'un nombre de cellules par

puits plus faible.
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Figure 36: Effet d'un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone sur la viabilité des
hépatocytes de rat, de mouton et d'Homme.

La viabilité des hépatocytes a été déterminée a laide du test au MTT a J2, soit aprés 24h de
traitement des hépatocytes, et a J3, soit 24h aprés le renouvellement des traitements et l'ajout de
T4. Elle a été mesurée a partir des valeurs de trois puits distincts pour chaque traitement, chaque
espéce et chaque jour de test. Significativement différent du groupe solvant pour le méme jour de
test et la méme espéce: **p<0.01.

b. Biotransformation du fipronil en fipronil sulfone

Pour toutes les especes, et ce apres 24h ou 48h de traitement, les hépatocytes
n'étaient exposés qu'au fipronil sulfone lors d'un traitement au fipronil sulfone, et au

fipronil et au fipronil sulfone lors d'un traitement au fipronil (figure 37).
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Figure 37: Evolution des concentrations extracellulaires moyennes en fipronil et en fipronil
sulfone (+ ET) apreés incubation d'hépatocytes de rat, de mouton et d'Homme avec différentes
doses de fipronil ou de fipronil sulfone a J2 et a J3.

Les concentrations extracellulaires en fipronil (bleu) et en fipronil sulfone (orange) ont été
mesurées dans le milieu extracellulaire collecté a J2, soit aprés 24h de traitement des hépatocytes,
et a J3, soit 24h aprés le renouvellement des traitements et lajout de T,. Les concentrations
moyennes ont été obtenues a partir des valeurs de trois puits distincts pour chaque traitement,
chaque espéce et chaque jour de traitement.

Chez le rat, les hépatocytes traités au fipronil étaient exposés au fipronil et au
fipronil sulfone a des concentrations similaires apres 24h de traitement, puis
majoritairement au fipronil sulfone aprés 48h de traitement. Ceci suggérait une
augmentation du taux de biotransformation du fipronil en fipronil sulfone au cours du
temps, ce qui est cohérent avec les données obtenues in vivo qui montraient une
augmentation de la formation de fipronil sulfone au cours du temps associée a une

induction des CYP3A par le fipronil mais aussi par son métabolite (Roques et al., 2012).
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Chez le mouton, aprés 24h comme apres 48h de traitement au fipronil, les hépatocytes
étaient exposés a des concentrations similaires en fipronil et en fipronil sulfone. On
retrouve donc bien les différences interspécifiques en termes de métabolisation du fipronil
en fipronil sulfone observées in vivo chez le rat et le mouton (Leghait et al., 2009; Leghait
et al., 2010). Chez 'Homme, les hépatocytes traités au fipronil étaient majoritairement
exposés au fipronil et tres peu au fipronil sulfone. Compte tenu du test au MTT qui
suggérait que le nombre de cellule par puits était trés faible pour cette espéce et compte
tenu des résultats de l'In Cell Western qui montraient que l'expression des CYP3A était tres
difficilement quantifiable (données non présentées), il semblait probable que ce défaut de
métabolisation du fipronil en fipronil sulfone n'ait pas été lié a une particularité d'espece
mais plutot a de mauvaises conditions de mise en culture des hépatocytes humains.

Pour compléter ces données, nous avons déterminé les concentrations
intracellulaires en fipronil et en fipronil sulfone car nous ne retrouvions pas 100% de la
dose administrée dans le milieu extracellulaire a 24 comme a 48h de traitement. Ces
concentrations intracellulaires ont été déterminées apres 36h de traitement et comparées
avec les concentrations extracellulaires mesurées au méme temps (figure 38).

Pour les hépatocytes humains, le fipronil lors d'un traitement au fipronil et le
fipronil sulfone lors d'un traitement au fipronil sulfone étaient essentiellement retrouvés
dans le milieu extracellulaire. La capacité de capture du fipronil et du fipronil sulfone a
lintérieur des cellules était donc faible chez 'Homme, ce qui expliquait le faible taux de
métabolisation du fipronil en fipronil sulfone par les cytochromes P450 intracellulaires.
Cependant, nous n'étions pas en mesure de déterminer si cette faible pénétration du
fipronil et du fipronil sulfone dans les hépatocytes humains était liée a une particularité
d'espéce ou a de mauvaises conditions de mise en culture des hépatocytes. Pour les
hépatocytes de rat et de mouton, les concentrations en fipronil ou en fipronil sulfone apres
un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone sont globalement en équilibre entre le
milieu intracellulaire et le milieu extracellulaire. Lors d'un traitement au fipronil a la
méme dose, les concentrations intracellulaires en fipronil et en fipronil sulfone semblaient
plus hautes chez le rat que chez le mouton (respectivement pour le rat et le mouton 0.75 *
0.02 pM et 0.52 + 0.03 pM pour le fipronil et, 0.73 + 0.03 pM et 0.39 = 0.12 pM pour le
fipronil sulfone, pour une incubation avec du fipronil a 4 pM). Il se pourrait donc que la
différence interspécifique de métabolisation du fipronil en fipronil sulfone entre le rat et
le mouton dépende d'une différence de capacité des CYP a métaboliser le fipronil mais

aussi d'une différence de capacité de capture du fipronil dans les cellules.
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Figure 38: Evolution des concentrations extracellulaires et intracellulaires moyennes en fipronil
et en fipronil sulfone (+ ET) aprés incubation d'hépatocytes de rat, de mouton et d'Homme avec
différentes doses de fipronil ou de fipronil sulfone.

Les concentrations extracellulaires et intracellulaires en fipronil (bleu) et en fipronil sulfone
(orange) ont été mesurées dans le milieu extracellulaire collecté au temps 12h de la cinétique de
T4, soit 12h aprés le renouvellement des traitements et l'ajout de T4. Les concentrations moyennes
ont été obtenues a partir des valeurs de trois puits distincts pour chaque traitement et chaque
espece.
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c. Effet perturbateur thyroidien d'un traitement au fipronil ou au fipronil

sulfone chez les différentes especes

Les concentrations extracellulaires en T, étaient assez stables au cours du temps
pour les hépatocytes humains, suggérant que la capacité de métabolisation de la T, de ces
hépatocytes était anormalement réduite et/ou que la durée de la cinétique n'était pas
suffisante pour observer la phase de décroissance de la T, dans le milieu extracellulaire
(figure 39, exemple représentatif pour des hépatocytes de rat, de mouton et dHomme

traités au solvant, au fipronil a 0.1 ou 4 pM, ou au fipronil sulfone a 0.1 ou 4 pM).
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Figure 39: Evolution des concentrations extracellulaires moyennes en T, (+ ET) apreés incubation
d'hépatocytes de rat, de mouton et dHomme avec du solvant, du fipronil a 0.1 ou 4 pM, ou du
fipronil sulfone a 0.1 ou 4 pM.

Les hépatocytes ont été incubés avec les différentes traitement a J1 pendant 24h. Ensuite, les
concentrations extracellulaires en T, ont été mesurées dans le milieu extracellulaire collecté lors du
changement de milieu et 1, 2, 4, 6, 8, 12, 19 et 24h aprés incubation des hépatocytes avec du
solvant (vert), du fipronil a 0.1 ou 4 pM (bleu clair ou bleu foncé, graphiques de gauche), ou du
fipronil sulfone a 0.1 ou 4 pM (orange clair ou orange foncé, graphiques de droite) a J2. Les
concentrations moyennes ont été obtenues a partir des valeurs de trois puits distincts.
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Les concentrations extracellulaires en T, diminuaient plus rapidement pour les
hépatocytes de rat et de mouton, mais n'atteignaient des valeurs proches de la LOQ du
dosage que pour les hépatocytes de mouton. La différence entre les deux especes pourrait
étre due a une métabolisation de la T, différente. Cependant, ces résultats ne sont pas
cohérents avec les données obtenues in vivo qui montraient une clairance plus importante
de la T, chez le rat que chez le mouton, suggérant éventuellement une différence de
binding de la T, entre nos expérimentations in vivo et in vitro. Ces résultats ne nous ont
pas permis de mettre en évidence un effet dose-réponse quelle que soit l'espece étudiée.
Ceci pouvait étre di a une exposition des hépatocytes trop courte pour étre en mesure

d'observer un effet perturbateur thyroidien du fipronil et/ou du fipronil sulfone.
3. Conclusions

Lors de cette étude, nous avons été en mesure de montrer que les doses utilisées,
conduisant a des concentrations de l'ordre de celles observées chez le rat (Leghait et al.,
2009; Roques et al., 2012) ou chez le mouton (Leghait et al., 2010) in vivo ou de l'ordre de
celles retrouvées chez [Homme dans le cadre dune utilisation domestique ou
professionnelle du fipronil (AFSSA, 2005, Herin et al., 2011) et/ou d'une intoxication
accidentelle a linsecticide (Mohamed et al., 2004), n'avaient pas d'effet cytotoxique. Cela
nous a permis de valider notre modele de culture primaire d'hépatocytes. Cependant, les
valeurs du test au MTT plus faibles pour les hépatocytes humains quel que soit le
traitement, conjointement a la faible pénétration cellulaire du fipronil et du fipronil
sulfone et a la faible métabolisation de la T4 nous laissait penser que les conditions de mise
en culture des hépatocytes humains devaient étre impérativement revues.

Pour ce qui est des hépatocytes de rat ou de mouton, nous avons été en mesure de
reproduire les différences interspécifiques décrites en termes de métabolisation du fipronil
en fipronil sulfone in vivo (Leghait et al., 2009; Leghait et al., 2010). Nos résultats
suggéraient également une augmentation du taux de biotransformation du fipronil en
fipronil sulfone au cours du temps, ce qui est cohérent avec les données obtenues in vivo
qui montraient une augmentation de la formation de fipronil sulfone au cours du temps
associée a une induction des CYP3A par le fipronil mais aussi par son métabolite (Roques et
al., 2012). Enfin, la mesure des concentrations en fipronil et en fipronil sulfone dans le
milieu intracellulaire semblait souligner la différence de capacité de métabolisation du
fipronil en fipronil sulfone chez le rat et chez le mouton mais également montrer que la
différence interspécifique de métabolisation du fipronil chez le rat et le mouton pouvait

étre liée a une différence de pénétration de linsecticide dans les hépatocytes.
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Pour ce qui est de la mesure de l'expression des cytochromes P450 par In Cell
Western dans cette expérimentation, elle n'a pas été présentée ici car aucun effet dose-
réponse clair n'a été détecté. Cependant, les résultats chez le rat étaient cohérents avec
ceux décrits dans la premiere expérimentation qui montraient qu'apres seulement 24h de
traitement, un traitement au fipronil ou au fipronil sulfone a une dose supérieure ou égale
a 1 pM était capable d'induire une augmentation de l'expression protéique des CYP3A. En
revanche, il na pas été possible de déterminer un effet du fipronil et/ou du fipronil
sulfone sur la clairance de la T4, suggérant que cette durée de traitement des hépatocytes
de seulement 24h n'était peut-étre pas suffisante pour observer un potentiel effet

perturbateur thyroidien du fipronil.
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E. Discussion

Cette étude avait pour but de valider un outil permettant de caractériser sur le
plan quantitatif les effets du fipronil et/ou du fipronil sulfone sur le métabolisme
hépatique des hormones thyroidiennes tout en établissant une toxicologie comparative
d'espéce de ces effets perturbateurs thyroidiens afin de déterminer 1) le potentiel
perturbateur thyroidien relatif du fipronil et du fipronil sulfone et 2) qui du rat ou du
mouton était le meilleur modele permettant d'étudier une perturbation thyroidienne chez
lHomme. Les expérimentations décrites dans cette these n'ont pas permis d'atteindre
lobjectif fixé. Cependant, cette étude présente des résultats encourageants quand a la
capacité de ce modeéle de cultures d'hépatocytes a compléter les études menées in vivo.

Lors dun traitement au fipronil, les hépatocytes de rat étaient exposés
majoritairement au fipronil sulfone. La biotransformation du fipronil en fipronil sulfone
chez le mouton était plus faible. Les différences interspécifiques en termes d'exposition au
fipronil et au fipronil sulfone observées in vivo (Leghait et al., 2009; Leghait et al., 2010;
Roques et al., 2012) ont donc été retrouvées in vitro. Il est de plus a noter que la capacité
de métabolisation du fipronil en fipronil sulfone des hépatocytes de rat augmentait avec la
durée du traitement. En effet, apres les premieres 24h de traitement au fipronil, les
concentrations extracellulaires en fipronil étaient plus hautes et celles en fipronil sulfone
étaient plus faibles qu'aprés 48h d'incubation. Ceci suggérait que lactivité des CYP était
plus forte apres 48h d'exposition qu'apres 24h et était cohérent avec les données obtenues
lors d'administrations répétées de fipronil a des rats par voie orale (chapitre2) qui
montraient une augmentation de la formation de fipronil sulfone au cours du temps,
compatible avec une induction des CYP.

De plus, in vitro, nous avons été capables d'inhiber suffisamment la
biotransformation du fipronil en fipronil sulfone pour s'affranchir de l'exposition au fipronil
sulfone, ce qui n'avait pas été le cas in vivo (chapitre 2). Cependant, un effet propre du
piperonyl butoxide sur la clairance de la T4 a été mis en évidence. Il se traduisait par une
diminution de la clairance de la T4 lors dun traitement au piperonyl butoxide
conjointement au solvant. Ceci suppose que le piperonyl butoxide, inhibiteur de référence
des CYP (Institut National de Santé Publique du Québec, 2002), pourrait également inhiber
d'autres systéemes enzymatiques impliqués dans le métabolisme des hormones
thyroidiennes. Il pourrait également étre envisageable que les CYP inhibés par le piperonyl
butoxide participent au métabolisme des hormones thyroidiennes. Il serait donc
intéressant de détudier, par exemple en déterminant les profils métaboliques des

hormones thyroidiennes, par quelle voie le piperonyl butoxide inhibe la clairance de la T,.
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En ce qui concerne les interactions possibles du piperonyl butoxide avec les systémes
enzymatiques reconnus des hormones thyroidiennes, les quelques données disponibles
décrivent plutot un effet inducteur du piperonyl butoxide sur les UGT hépatiques lors d'une
exposition chronique chez le rat (Goldstein et al., 1973). Enfin, pour déterminer les effets
perturbateurs thyroidiens propres du fipronil, il sera nécessaire dans les expérimentations
suivantes de tester l'effet d'autres inhibiteurs reconnus des cytochromes P450, comme le 4-
(4-chlorobenzyl)pyridine, efficace en particulier in vitro, inhibant les CYP2B6 (Korhonen et
al., 2007) ou lun des nombreux inhibiteurs des CYP3A4 (comme par exemple
l'érythromycine, le tamoxiféne ou le ritonavir, Zhou et al., 2005), le fipronil semblant
métabolisé au moins par les CYP2B2 et CYP3A1 chez le rat (Roques et al., 2012) ou leurs
orthologues CYP2B6 et CYP3A4 chez 'Homme (Das et al., 2006).

La mesure de l'expression des CYP3A a également montré, comme in vivo, qu'un
traitement au fipronil et un traitement au fipronil sulfone avaient la capacité d'induire
l'activité de ces cytochromes (Roques et al., 2012). Cependant, aucun effet dose-réponse
n'a pu étre mis en évidence. Cela pourrait étre di a une activation des cytochromes par le
fipronil et/ou le fipronil sulfone déja maximale aux doses utilisées ici.

Pour ce qui est de la clairance de la T4, nous n'avons pas mis en évidence deffet
perturbateur thyroidien du fipronil ou du fipronil sulfone. Or, nous avons basé notre
approche sur 24h d'exposition seulement au fipronil ou au fipronil sulfone avant d'ajouter
de la T, au milieu de culture car les résultats sur lexpression protéique des CYP
suggéraient que cette durée d'exposition était suffisante pour observer un effet du fipronil
ou du fipronil sulfone. Il est cependant possible que les transporteurs des hormones
thyroidiennes et les enzymes responsables de leur métabolisation ne soient pas aussi
sensibles a l'effet inducteur du fipronil et requiérent une durée d'exposition plus longue.
Ceci est cohérent avec des résultats obtenus au laboratoire in vivo chez le rat qui
montraient que, malgré une forte exposition des rats au fipronil sulfone apres seulement 5
jours de traitement au fipronil suggérant une induction des CYP, aucun effet du fipronil sur
la clairance de la T4 ou lactivité des UGT n'a pu étre observé (données du master non
présentées).

Il sera alors nécessaire de tester les effets perturbateurs thyroidiens du fipronil ou
du fipronil sulfone sur la clairance de la T, dans les différentes especes sur une plus longue
durée de traitement. Cependant, il faut tout méme prendre en compte le fait que
l'activité des CYP dans les cultures d'hépatocytes de rat peut diminuer de 10 a 30% apreés 4
jours de mise en culture (Bégué et al., 1984). Il faudra alors déterminer pendant combien
de temps les hépatocytes gardent une activité CYP constante attestant du maintien de leur

phénotype hépatocytaire. Pour cela, il serait possible de mesurer pour chaque espéece par
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In Cell Western l'activité des CYP3A a chaque changement de traitement, soit toutes les
24h, pendant 1 semaine par exemple. Une autre alternative serait d'incorporer toutes les
24h de lantipyrine, biomarqueur de lactivité des CYP, au milieu de culture et de
déterminer si sa clairance évolue au cours du temps. Cependant, il faudrait alors
démontrer pour chaque cinétique qu'il n'y a pas dantipyrine résiduelle provenant de la
cinétique précédente, ce qui fausserait les mesures des concentrations extracellulaires.
Enfin, les capacités métaboliques des cultures d'hépatocytes de rat, de mouton et
dHomme ne se dégradant probablement pas a la méme vitesse, il faudrait modéliser la
perte de ces capacités métaboliques dans les trois especes, ce qui pourrait étre fait selon
la méthode décrite par Bousquet-Mélou et al. (2002) pour modéliser l'évolution de la
capacité de métabolisation du cortisol par des hépatocytes de rat au cours du temps.

Sl s'avere alors quiil faut traiter les hépatocytes au fipronil ou au fipronil sulfone
pour observer un effet dose-réponse sur un temps trop long pour conserver en culture
primaire une activité CYP satisfaisante, une co-culture d'hépatocytes et de cellules
épithéliales de foie pourrait alors étre envisagée. En effet, il a été montré que la co-
culture d'hépatocytes de rat ou dHomme avec des cellules de foie Chang (cellules
épithéliales sélectionnées pour leur division rapide, leur croissance en monocouche et leur
fixation cellulaire et traitées pour ne pas se multiplier en co-culture, Claikens et al., 1987)
permettait de maintenir pendant plusieurs jours et a un niveau important les fonctions
hépatiques spécifiques telles que la sécrétion de lalbumine ou la métabolisation de
médicaments par des voies variées typiques de processus de biotransformation.

Enfin, il serait nécessaire de compléter les données concernant les mécanismes
impliquées dans la clairance de la T4. En effet, l'évolution des concentrations en T, dans le
milieu de culture dépend de la capacité d'élimination des hormones thyroidiennes par les
hépatocytes mais également de leur capacité d'absorption de la T, dans les cellules par les
transporteurs membranaires. Ceci est d'autant plus problématique qu'il est raisonnable de
penser qu'en fonction de l'espece étudiée, les mécanismes enzymatiques et de transport
mis en jeu sont différents. Pour déterminer la capacité dabsorption de la T, des
hépatocytes des différentes especes, il serait tout d'abord nécessaire de mesurer les
concentrations intracellulaires en T, conjointement aux concentrations extracellulaires. De
plus, le dosage des métabolites des hormones thyroidiennes comme on l'a vu in vivo
(Roques et al., 2012) pourrait permettre de mieux caractériser l'implication des désiodases
dans la métabolisation de la T, a condition d'optimiser la méthode d'analyse. La mesure de
lexpression protéique de certaines enzymes impliquées dans le transport ou le

métabolisme des hormones thyroidiennes (UGT1A1, SULT1B1 et OATP) a également été
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envisagée mais le signal obtenu par In Cell Western était pour le moment trop faible pour

étre exploitable.
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A.Problématique, hypothéses et objectifs

Le fipronil est majoritairement transformé en fipronil sulfone chez le rat par les
cytochromes P450 hépatiques (Tang et al., 2004). Le fipronil et/ou son métabolite est un
perturbateur thyroidien chez le rat induisant une augmentation de la clairance de la Ty
(Leghait et al., 2009; Roques et al., 2012). Cette perturbation thyroidienne est associée a
une augmentation de lactivité et/ou de l'expression des enzymes hépatiques impliquées
dans la métabolisation des hormones thyroidiennes que sont les UGT et les SULT (Roques
et al., 2012). Cependant, les mécanismes moléculaires impliqués dans la perturbation
thyroidienne engendrée lors d'un traitement au fipronil ne sont pas connus. Or, une
caractérisation de ces mécanismes moléculaires pourrait permettre 1) de documenter les
voies enzymatiques hépatiques par lesquelles le fipronil induit une perturbation
thyroidienne 2) d'évaluer via des approches in vitro les différences interspécifiques de
réponse de ces mécanismes moléculaires, et 3) de développer des tests de criblage pour
l'évaluation du potentiel perturbateur thyroidien d'autres contaminants environnementaux.

Les récepteurs nucléaires xénosenseurs CAR (Constitutive Androstane Receptor) et
PXR (Pregnane X Receptor) sont des facteurs de transcription activés par de nombreux
xénobiotiques comme les pesticides. Leurs genes cibles sont impliqués dans le métabolisme
des xénobiotiques et des hormones endogenes dont les hormones thyroidiennes. En effet,
l'activation des récepteurs nucléaires CAR et PXR permet de réguler des enzymes
hépatiques de phase | telles que les cytochromes CYP2B et CYP3A et des enzymes
hépatiques de phase Il (Konno et al., 2008). De plus, le fipronil est décrit comme un ligand
du PXR humain in vitro (Lemaire et al., 2006). Cela nous a conduit a émettre 'hypothése
que les récepteurs nucléaires CAR et PXR pouvaient étre impliqués dans la perturbation
thyroidienne observée lors d'un traitement au fipronil chez le rat.

Pour tester cette hypothése, nous avons:

1) analysé l'impact du fipronil sur le transcriptome hépatique de rat et de souris

2) déterminé si linduction par le fipronil de l'expression hépatique de genes clés
impliqués dans le métabolisme du fipronil ou des hormones thyroidiennes était dépendante
de lexpression des récepteurs nucléaires CAR et PXR en utilisant des souris déficientes
pour le récepteur CAR ou pour le récepteur PXR

3) évalué si les modulations du profil d'expression génique hépatique induites par
ces récepteurs nucléaires présentaient une signification fonctionnelle en termes de

métabolisation du fipronil et/ou d'élimination des hormones thyroidiennes.
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B.Impact du fipronil sur le transcriptome hépatique de rat

1. Matériels et méthodes

a. Plan expérimental

Vingt-quatre rates ont été utilisées pour cette expérimentation. Les animaux ont
été répartis en deux groupes traités quotidiennement avec du solvant (n = 14) ou du
fipronil (n = 10, 3 mg/kg/j) par gavage oro-gastrique pendant 14 jours. Vingt-quatre heures
apres la derniere administration de solvant ou de fipronil, le sang total a été prélevé par
ponction de l'aorte abdominale apres asphyxie des animaux au CO, et collecté dans des
tubes héparinés afin de mesurer les concentrations plasmatiques en fipronil, fipronil
sulfone, TT4, FT4, TT3, FT3 et TSH. Les foies ont également été collectés afin de
déterminer, en utilisant des puces a ADN pangénomiques (n = 7 pour le groupe solvant et n
= 8 pour le groupe fipronil) puis par RT-qPCR, les genes modulés lors d'un traitement au

fipronil.
b. Puces a ADN

L'extraction des ARN hépatiques a été réalisée avec le kit RNeasy Mini kit Plus
(Qiagen, Courtaboeuf, France). Les fragments de foies ont été broyés avec du tampon RLT
dans des tubes de lyse (Lysing Matrix D, MP Biomedicals, Illkirch, France) a laide d'un
Fastprep® FP120 (MP Biomedicals, Illkirch, France). Les concentrations d'’ARN ont été
mesurées avec un Nanodrop 1000 (Labtech, Palaiseau, France). L'intégrité des échantillons
d'’ARN a été analysée avec des puces RNA 6000 Nano LabChip sur un bioanalyzer 2100
(Agilent, Massy, France). Des ARNc marqués a la cyanine 3 ont été synthétisés par RT puis
transcription in vitro avec la T7 RNA polymerase a partir de 200 ng d'ARN a l'aide du Low
RNA Input Linear Amplification Kit PLUS, One-Color Kit (Agilent, Massy, France). Ils ont été
purifiés avec le kit RNeasy Mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). La qualité des ARNc

marqués de chaque échantillon de foie a été vérifiée par mesure de lactivité spécifique

pmol de Cy3

ug d ARNC ) au Nanodrop 1000. Les échantillons ont été hybridés sur un

suivante (

microarray d'une puce a ADN 4x44K (PN G4131F) comportant le génome complet de rat
(Agilent, Massy, France) selon les instructions du fournisseur. Les lames ont été scannées

sur un scanner GenePix 4000B (MDS Analytical Technologies, Saint Grégoire, France).
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2. Résultats

a. Effet du traitement sur le poids des animaux

Les poids moyens (+ ET) des rates traitées au solvant ou au fipronil étaient
similaires au début (respectivement 202.1 + 5.4g et 202.8 + 7.1g) et a la fin
(respectivement 231.5 + 9.0g et 230.5 + 10.1g) de l'expérimentation.

b. Concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone

Les concentrations plasmatiques en fipronil étaient proches de la LOQ du dosage de
2.5 ng/mL (moyenne + ET: 4.7 + 2.8 ng/mL). A la fin de lexpérimentation, les rates
étaient majoritairement exposées au fipronil sulfone (moyenne + ET: 3339.5 + 616.9
ng/mL). Le rapport fipronil sulfone/fipronil était d'au moins 700, ce qui est cohérent avec
les données obtenues chez des rates THX + T; traitées au fipronil pendant 14 jours a 1.5

mg/kg/j de fipronil (Roques et al., 2012).

c. Potentiel perturbateur thyroidien du fipronil

Le traitement au fipronil tendait a faire diminuer significativement la concentration
plasmatique de TT4 (p=0.06, figure 40) et a faire augmenter significativement celle de TSH
(p<0.01). Il n'a eu aucun effet significatif sur les concentrations plasmatiques en TT3, FT3
et FT4 (p>0.05).
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Figure 40: Concentrations plasmatiques moyennes (+ ET) en TT4, FT4, TT3, FT3 et TSH chez
des rates traitées avec du solvant ou du fipronil.

Les concentrations plasmatiques en TT4 (A), FT4 (B), TT3 (C), FT3 (D) et TSH (E) ont été mesurées
dans des échantillons de plasma collectés 24h apreés la derniére administration de solvant (vert, n =
7) ou de fipronil (bleu, n = 8) chez des rates traitées pendant 14 jours. Significativement différent
du groupe solvant: **p<0.01.

d. Voies métaboliques hépatiques modulées par le fipronil

Le foie est un organe majeur dans la métabolisation du fipronil (Tang et al., 2004;
Das et al., 2006) et des hormones thyroidiennes (Klachko and Johnson, 1983; Kelly, 2000),
c'est pourquoi nous avons étudié les effets du fipronil sur le transcriptome hépatique. Les
puces a ADN ont montré qu'apres une exposition au fipronil, 402 sondes correspondant a
377 génes étaient surexprimées et 310 sondes correspondant a 292 genes étaient sous
exprimées (g-value<0.1). Limpact du fipronil sur le transcriptome hépatique du rat est

illustré dans la figure 41.
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Figure 41: Profil d'expression génique hépatique lors d'un traitement au fipronil chez le rat.
L'étude du transcriptome hépatique de rat a été réalisée sur les foies de 7 rates traitées au solvant
et de 8 rates traitées au fipronil (3 mg/kg/j) pendant 14 jours. Les fonctions représentées a droite
de la heatmap correspondent aux trois fonctions majoritairement surreprésentées parmi les génes
dont l'expression a été augmentée ou diminuée lors d'un traitement au fipronil.

Les genes sous exprimés étaient majoritairement liés au métabolisme des lipides.
L'effet du fipronil sur ces genes n'a été confirmé que partiellement par gPCR (figure 42).
En effet, sur les quatre genes présentés ici, seul le gene Cd36 impliqué dans le transport
des acides gras était significativement sous-exprimé lors d'un traitement au fipronil
(p<0.01).
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Figure 42: Effet du fipronil sur I'expression des ARNm de génes impliqués dans le métabolisme
des lipides chez le rat.

L'expression moyenne (+ ES) des ARNm des génes Cyp4a1, Cd36, Hmgcs2 et Thrsp a été déterminée
a partir des échantillons de foie de rat prélevés 24h apres la derniére administration de solvant
(vert, n = 14) ou de fipronil (bleu, n = 10). Significativement différent du groupe solvant: **p<0.01.
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Ces résultats nous ont conduit a centrer notre étude sur les genes surexprimés lors
d'un traitement au fipronil. Les genes surexprimés étaient majoritairement liés au
métabolisme et au transport des xénobiotiques, des hormones et des composés endogénes
comme les acides biliaires et les stéroides. Pour évaluer l'hypothése d'une régulation
potentielle de ces genes par le fipronil via les récepteurs nucléaires CAR et PXR, nous
avons comparé nos profils d'expression génique a ceux obtenus par Ren et al. (2009) chez
des rates exposées a un activateur de CAR et de PXR, le phénobarbital, ou a un activateur
uniquement de PXR, la pregnenolone-16alpha-carbonitrile (PCN). Malgré les différences
entre les sondes testées avec les puces a ADN Affymetrix et Agilent, nous avons pu montrer
gu'environ la moitié des génes régulés par le fipronil dans le foie de rat étaient aussi
régulés par le phénobarbital ou le PCN (figure 43), suggérant bien une activation des

récepteurs nucléaires CAR et PXR par le fipronil.
GSE39378
(Agilent)
FIPRONIL PB

)
(S

PCN

GSE14712
(Affymetrix, Ren et al., 2009)

Genes surexprimes

Figure 43: Comparaison des profils d'expression génique hépatiques obtenus lors du traitement
de rates avec du fipronil, du phénobarbital ou de la pregnenolone-16alpha-carbonitrile.

PB: phénobarbital, activateur de CAR et de PXR; PCN: pregnenolone-16alpha-carbonitrile,
activateur de PXR.

Enfin, les surexpressions de genes lors d'un traitement au fipronil observées a l'aide
des puces a ADN ont été confirmées par qPCR. Nous avons testé plus de 40 génes. Les
genes les plus significativement modulés par le fipronil sont des cibles des récepteurs
nucléaires CAR et PXR (Kiyosawa et al., 2008, figure 44). De plus, il est a noter que ces
régulations ont eu lieu malgré une diminution faible mais significative de l'expression des

récepteurs nucléaires CAR et PXR lors du traitement au fipronil.
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Figure 44: Effet du fipronil sur 'expression des ARNm des récepteurs nucléaires CAR et PXR et
des génes impliqués dans le métabolisme et le transport des xénobiotiques et de composés
endogénes comme les hormones thyroidiennes chez le rat.

L'expression moyenne (+ ES) des ARNm des récepteurs nucléaires (A), des enzymes hépatiques de
phase | (B) ou de phase Il (C) et des transporteurs de phase Ill (D) a été déterminée a partir des
échantillons de foie de rat prélevés 24h apreés la derniére administration de solvant (vert, n = 14) ou
de fipronil (bleu, n = 10). Significativement différent du groupe solvant: *p<0.05, **p<0.01.

3. Conclusions

Chez le rat, le fipronil modulait l'expression hépatique de genes cibles de CAR et/ou
de PXR. Afin de démontrer le role des récepteurs nucléaires dans ces modulations induites
par le fipronil, nous avons alors choisi de comparer les effets d'un traitement au fipronil
chez des souris sauvages, CAR”" ou PXR”". Mais avant de démarrer les expérimentations sur
ces souris KO, il était tout d'abord nécessaire de vérifier que le fipronil avait le méme effet

sur le transcriptome hépatique du rat et de la souris.
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C.Impact du fipronil sur le transcriptome hépatique chez la souris

1. Matériels et méthodes

Seize souris males de neuf semaines ont été utilisées pour cette expérimentation.
Les animaux ont été répartis en deux groupes (n = 8 souris/groupe) traités
quotidiennement avec du solvant ou du fipronil (5 mg/kg/j) par gavage oro-gastrique
pendant 14 jours. Juste aprées la derniére administration de solvant ou de fipronil, les foies
ont été collectés afin de comparer l'effet du fipronil sur 'expression des ARNm hépatiques

chez la souris et le rat.
2. Résultats

a. Effet du traitement sur le poids des animaux et le poids des foies

Les poids moyens (+ ET) des souris traitées au solvant et au fipronil étaient
significativement différents a la fin de l'expérimentation (respectivement 24.7 + 1.5g et
23.2 + 0.8g, p<0.05) alors qu'ils étaient similaires au début de lexpérimentation
(respectivement 23.5 + 0.9g et 23.1 + 0.8g). Les poids moyens des foies (+ ET) exprimés en
pourcentage des poids corporels étaient respectivement de 4.6 + 0.3% et de 5.1 + 0.2% a la
fin de l'expérimentation pour les groupes traités au solvant ou au fipronil, indiquant une
augmentation significative du poids des foies dans le groupe traité au fipronil (p<0.01)
résultant probablement de la diminution significative du poids des animaux a la fin de

l'expérimentation dans le groupe traité au fipronil.

b. Voies métaboliques hépatiques modulées par le fipronil

Le traitement n'a pas eu deffet significatif sur l'expression des ARNm des génes

Cyp4a14, Cd36, Hmgcs2 et Thrsp impliqués dans le métabolisme des lipides (figure 45).
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Figure 45: Effet du fipronil sur I'expression des ARNm de génes impliqués dans le métabolisme
des lipides chez la souris.

L'expression moyenne (+ ES) des ARNm des génes Cyp4a10, Cd36, Hmgcs2 et Thrsp a été déterminée
a partir des échantillons de foie de souris prélevés juste aprés la derniére administration de solvant
(vert, n = 8) ou de fipronil (bleu, n = 8).

Les orthologues des genes les plus surexprimés lors d'un traitement au fipronil chez
le rat étaient aussi surexprimés chez la souris (figure 46). Parmi les enzymes hépatiques de
phase | modulées par un traitement au fipronil, les genes Cyp2b10 et Cyp3at1, cibles
prototypiques de CAR et de PXR (Wei et al., 2002), et le géne de la carboxylestérase Ces2a
étaient les plus fortement surexprimés. L'expression des ARNm des enzymes de phase |
Ugt1a1 et Sult1b1 impliquées dans le métabolisme des hormones thyroidiennes (Kester et
al., 2003; Wu et al., 2005) était supérieure chez les souris traitées au fipronil que chez
celles traitées au solvant, mais linduction de ces génes en réponse au traitement au
fipronil était plus faible chez la souris que chez le rat méme si la dose de fipronil utilisée
pour traiter les souris (5 mg/kg/j) était plus élevée que celle utilisée pour traiter les rats
(3 mg/kg/j). Ce n'était pas le cas pour l'expression des ARNm de Gsta2 qui était induite de
la méme maniére chez le rat que chez la souris par un traitement au fipronil. Pour ce qui
est des transporteurs membranaires, les genes les plus surexprimés étaient les genes Abcc3
et Slcota4. L'expression des ARNm des transporteurs des stérols Abcg5 et Abcg8 était quant
a elle également induite par un traitement au fipronil mais plus faiblement chez la souris
que chez le rat. Enfin, il est a noter que, chez la souris, le fipronil n‘avait pas deffet

significatif sur l'expression des ARNm des récepteurs nucléaires CAR et PXR.

158



CHAPITRE 5: MECANISMES MOLECULAIRES DE LA PERTURBATION

)

A. Récepteurs nucléaires 0.5 -

Expression des ARNm (UA

Car Pxr
OSolvant BFipronil

B. Enzymes hépatiques de phasel C. Enzymes hépatiques de phase I D. Transporteurs hépatiques de phase Ill

_l
wu
)
N
wu

] < 1.8+ *%
T

(%]
L

1.2

-
o
L

ek

-
L

0.6 -

Expression des ARNm (UA)
o
n

Expression des ARNm (U,
Expression des ARNm (UA)

0
Cyp2b10 Ugttal Abce2 Abce3

o

-
o
)
%
%

*&

1.2

0.6 -

Expression des ARNm (UA)

Expression des ARNm (UA)
H

Expression des ARNm (UA)

0

Cyp3alt Sult1b1 Abcg5 Abcg8

*%

2 1 %*

.| I ] , Tl

Ces2c Ces2a Gsta2 Slcotat Slcotla4

Expression des ARNm (UA)
*
I

Expression des ARNm (UA)
N

Expression des ARNm (UA)

Figure 46: Effet chez la souris du fipronil sur l'expression des ARNm des orthologues des génes
les plus surexprimés chez le rat lors d'un traitement avec l'insecticide.

L'expression moyenne (+ ES) des ARNm des récepteurs nucléaires (A), des enzymes hépatiques de
phase | (B) ou de phase Il (C) et des transporteurs de phase lll (D) a été déterminée a partir des
échantillons de foie de souris prélevés juste apres la dernieére administration de solvant (vert, n = 8)
ou de fipronil (bleu, n = 8). Significativement différent du groupe solvant: *p<0.05, **p<0.01.

Nous avons également déterminé par qPCR lexpression dautres génes impliqués
dans le métabolisme des xénobiotiques et/ou de composés endogenes mais les régulations

observées étaient non significatives ou d'amplitude limitée (figure 47).
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Figure 47: Effet du fipronil sur I'expression des ARNm de génes impliqués dans le métabolisme
et le transport des xénobiotiques et de composés endogénes chez la souris.

L'expression moyenne (+ ES) des ARNm des enzymes de phase I, Il ou lll ou des désiodases Dio1 et
Dio3 a été déterminée a partir des échantillons de foie de souris prélevés juste aprés la derniére
administration de solvant (vert, n = 8) ou de fipronil (bleu, n = 8). Significativement différent du
groupe solvant: *p<0.05, **p<0.01.
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3. Conclusions

Nous avons montré que le fipronil induisait globalement les mémes genes cibles de
CAR et de PXR chez le rat et la souris. Cependant, la souris semble moins sensible que le
rat aux modulations du profil d'expression génique engendrées par un traitement au
fipronil. Nous avons alors choisi de tester les effets du fipronil chez des souris sauvages,
déficientes pour le récepteur CAR et déficientes pour le récepteurs PXR seulement sur les
genes les plus différentiellement exprimés chez les souris wild-type soit Cyp2b10,
Cyp3aili, Ces2a, Gsta2, Abcc3 et Slcola4 afin de déterminer si le profil d'expression
génique hépatique induit lors d'un traitement au fipronil était modulé par les récepteurs
nucléaires CAR et PXR. De plus, nous avons cherché a savoir si les modulations du profil
d'expression génique hépatique induites par les récepteurs nucléaires étaient associées a
des répercussions fonctionnelles en termes de métabolisation du fipronil et/ou

d'élimination des hormones thyroidiennes.
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D.Implication des récepteurs nucléaires CAR et PXR dans la
perturbation thyroidienne engendrée par un traitement au
fipronil
1. Matériels et méthodes

a. Préparation de la solution de C¢-LT4

Une solution concentrée (1 mg/mL) de lisotope stable de la thyroxine "*C¢-LT,
(Isosciences, King of Prussia, PA, USA) a été obtenue en diluant la "C4-LT, dans une
solution de NaOH 0.4M/60% d'éthanol. La solution finale de *C¢-LT,4 (4.17 pg/mL) utilisée
pour les cinétiques a été obtenue par dilution au 1/240° de la solution concentrée dans du
PBS (Phosphate Buffered Saline) 10mM, pH 7.4 contenant 0.1% (w/v) d'albumine bovine

sérique.

b. Plan expérimental

Des souris males wild-type, déficientes pour le récepteur CAR ou déficientes pour le
récepteur PXR de quinze a vingt-deux semaines ont été utilisées pour cette
expérimentation (n = 100 souris/génotype). Les animaux ont été répartis en deux groupes
(n = 50 souris de chaque génotype/groupe) traités quotidiennement avec du solvant ou du
fipronil (3 mg/kg/j) par gavage oro-gastrique pendant 14 jours. Vingt-quatre heures apres
la derniére administration de solvant ou de fipronil, les souris ont recu un bolus ip de *C-
LT, (10.2 pg/kg). Le sang total a été prélevé par ponction intracardiaque sous anesthésie a
lisoflurane et collecté dans des tubes héparinés 0.25, 2, 4, 8, 12 ou 24h apres
l'administration de "*C¢-LT4 (n = 5 souris/génotype/traitement pour les temps 0.25 et 4h et
n = 10 souris/génotype/traitement pour les temps 2, 8, 12 et 24h) afin de suivre ['évolution
des concentrations plasmatiques en "C4-LT4 au cours du temps. Certains échantillons
contenant un volume plus important de plasma ont été utilisés pour déterminer les
concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone a la fin de 'expérimentation.
Les foies ont été collectés seulement pour les animaux dont le sang a été prélevé 0.25h
aprés l'administration de 3Ce-LT, afin déviter un effet potentiel de la 3C¢-LT4 sur

l'expression des ARNm modulés par le fipronil.

162



CHAPITRE 5: MECANISMES MOLECULAIRES DE LA PERTURBATION

2. Résultats

a. Effet du traitement et du génotype sur le poids des animaux et le poids

des foies

Les poids moyens (+ ET) des souris CAR’ et PXR’ étaient significativement
différents de celui des souris sauvages au début de l'expérimentation (30.7 + 2.1g, 32.4 +
4.2g et 29.4 + 3.4g respectivement pour les souris sauvages, CAR”’" et PXR”", p<0.01) alors
que seulement celui des souris PXR” était significativement différent de celui des souris
sauvages a la fin de lexpérimentation (29.9 + 1.9g, 30.7 + 3.6g et 28.4 + 2.8g
respectivement pour les souris sauvages, CAR’" et PXR”", p<0.01). Ces différences de poids
étaient cependant de faible amplitude. Le traitement n'a pas eu d'effet sur le poids des
animaux quel que soit le génotype.

Les poids moyens des foies (+ ET) exprimés en pourcentage du poids corporel
étaient respectivement de 3.9 + 0.5%, 4.1 + 0.6% et 4.2 + 0.6% pour les souris sauvages,
CAR’" et PXR” traitées au solvant et respectivement de 4.2 + 0.5%, 3.8 + 0.6% et 4.1 +
0.4% pour les souris sauvages, CAR’" et PXR"" traitées au fipronil, indiquant que ni le

génotype, ni le traitement, ni leur interaction n'ont eu d'effet sur le poids des foies.

b. Concentrations plasmatiques en fipronil et en fipronil sulfone
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Figure 48: Concentrations plasmatiques moyennes (+ ET) en fipronil et en fipronil sulfone chez
des souris sauvages, CAR”" et PXR"" ayant recu 3 mg/kg/j de fipronil par voie orale pendant 14
jours.

Les concentrations plasmatiques en fipronil (bleu, gauche) et en fipronil sulfone (orange, droite) ont
été déterminées chez des souris sauvages (n = 11), déficientes pour le récepteur nucléaire CAR (n =
10) ou déficientes pour le récepteur nucléaire PXR (n = 8) traitées au fipronil (3 mg/kg/j pendant 14
jours). Les échantillons de plasma correspondaient a certains échantillons prélevés pour la cinétique
de 3C,-LT,. Significativement différent du groupe souris sauvages: *p<0.05.

Les concentrations plasmatiques en fipronil étaient proches de la LOQ du dosage de
2.5 ng/mL pour les trois génotypes (figure 48). Les concentrations plasmatiques en fipronil

sulfone étaient significativement plus faibles chez les souris KO que chez les souris
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sauvages (p<0.05), ce qui semble cohérent compte tenu du réle des récepteurs nucléaires
CAR et PXR dans la régulation des cytochromes P450 responsables de la métabolisation du
fipronil en fipronil sulfone (Konno et al., 2008). Cependant, quel que soit le génotype les
souris étaient majoritairement exposées au fipronil sulfone. En effet, le rapport fipronil
sulfone/fipronil moyen (+ ET) était respectivement de 1007 + 152; 619 + 367 et 789 + 303

pour les souris sauvages, CAR”" et PXR™".

c. Potentiel perturbateur thyroidien du fipronil
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Figure 49: Effet du fipronil sur I'évolution des concentrations plasmatiques et la clairance de la
3C¢-LT4 chez des souris sauvages, CAR”" et PXR”" ayant recu 3 mg/kg/j de fipronil par voie orale
pendant 14 jours.

L'évolution des concentrations plasmatiques moyennes (+ ET) en 'C¢-LT, ainsi que la clairance
apparente (+ SE, correspondant a lerreur faite sur lestimation de la clairance par le modele
pharmacocinétique) ont été déterminées a partir des concentrations plasmatiques en '*C¢-LT,
mesurées dans des échantillons de plasma collectés 0.25, 2, 4, 8, 12 et 24h aprés administration
d'un bolus ip de C¢-LT4 (10.2 pg/kg) a des souris sauvages, déficientes pour le récepteur nucléaire
CAR ou déficientes pour le récepteur nucléaire PXR traitées pendant 14 jours au solvant (vert, n =5
ou 10 souris/génotype/traitement) ou au fipronil (bleu, n = 5 ou 10 souris/génotype/traitement).

Les concentrations plasmatiques moyennes en *C4-LT, étaient plus élevées dans le
groupe solvant que dans le groupe traité au fipronil pour tous les temps de la cinétique
chez les souris sauvages mais pas chez les souris KO (figure 49). La clairance de la "*C¢-LT,
tendait a étre plus haute chez les souris sauvages traitées au fipronil que chez celles

traitées au solvant. On observait le méme effet chez les souris CAR”~ méme si la clairance

de la *C¢-LT, semblait plus faible constitutivement chez ces souris que chez les souris
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sauvages. La clairance de la 3C-LT, semblait similaire chez les souris PXR”" traitées au
solvant ou au fipronil. Aucun effet significatif du génotype ou du traitement n'a cependant

été mis en évidence.

d. Voies métaboliques hépatiques modulées par le fipronil

Etonnamment, il n'y a pas eu d'effet du traitement chez ces souris sauvages pour les
genes Cyp2b10 et Gsta2 (figure 50) contrairement a ce qui a été montré chez les souris
sauvages traitées a 5 mg/kg/j de fipronil dans l'expérimentation précédente. Il est de plus
a noter que, chez les souris traitées au solvant, 'absence de CAR entrainait une diminution
significative des ARNm des genes Cyp2b10 et Cyp3a11 et l'absence de PXR une diminution
significative des ARNm du géne Slco7a4, suggérant un effet de CAR ou de PXR sur
l'expression constitutive de ces genes. Une augmentation significative de l'expression des
genes Cyp3atl1, Ces2a, Abcc3 et Slcola4 a été observée lors du traitement des souris
sauvages au fipronil. Cet effet était absent chez les souris PXR”" pour tous les génes,
absent chez les souris CAR”" pour les génes Ces2a et Abcc3 et réduit chez les souris CAR”
pour les genes Cyp3at1 et Slcola4, suggérant une implication des récepteurs nucléaires
CAR et PXR dans les modulations du profil d'expression génique engendrées par un

traitement au fipronil.
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Figure 50: Effet du fipronil sur ['expression des génes Cyp2b10, Cyp3a11, Ces2a, Gsta2, Abcc3
et Slco1a4 chez des souris sauvages, CAR” et PXR” ayant recu 3 mg/kg/j de fipronil par voie
orale pendant 14 jours.

L'expression moyenne (+ ES) des ARNm de ces genes a été déterminée a partir des échantillons de
foie prélevés 24h aprés la derniere administration de solvant (vert, n = 5 souris/génotype) ou de
fipronil (bleu, n = 5 souris/génotype). Significativement différent du groupe solvant: a, p<0.05.
Significativement différent du groupe souris sauvages: b, p<0.05.

3. Conclusions

Les récepteurs nucléaires CAR et PXR semblaient étre impliqués dans la régulation
du métabolisme du fipronil via la modulation de lexpression des cytochromes P450
responsables de la métabolisation du fipronil en fipronil sulfone. De plus, les deux
récepteurs nucléaires, et plus particulierement PXR, semblaient étre impliqués dans la
modulation par le fipronil de lexpression d'enzymes hépatiques impliquées dans la

métabolisation et le transport des hormones thyroidiennes. Cependant, nous n'avons pas
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été en mesure de reproduire les effets du fipronil sur Cyp2b10 et Gsta2 qui étaient induits
chez les souris sauvages plus jeunes et traitées au fipronil a 5 mg/kg/j utilisées dans
l'expérimentation précédente. De plus, nous n'avons pas été en mesure de déterminer de
facon formelle l'implication des récepteurs nucléaires CAR et PXR dans l'augmentation de
la clairance de la "C¢-LT, observée lors d'un traitement au fipronil chez le rat. Nos
résultats montraient donc que la souris était moins sensible a la perturbation thyroidienne
engendrée par un traitement au fipronil que le rat. Nous avons alors choisi d'évaluer
limpact d'une dose plus importante de fipronil (10 mg/kg/j) chez des souris sauvages,
déficientes pour le récepteur CAR et déficientes pour le récepteur PXR agées de 9
semaines, un age identique a celui des souris traitées a 5 mg/kg/j utilisées dans

l'expérimentation précédente.
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E.Effet d'une forte dose de fipronil sur la régulation de 'expression
de génes hépatiques chez de jeunes souris sauvages, CAR” et
PXR”

1. Matériels et méthodes

Des souris males wild-type, déficientes pour le récepteur CAR ou déficientes pour le
récepteur PXR de neuf semaines ont été utilisées pour cette expérimentation (n = 16
souris/génotype). Les animaux ont été répartis en deux groupes (n = 8 souris de chaque
génotype/groupe) traités quotidiennement avec du solvant ou du fipronil (10 mg/kg/j) par
gavage oro-gastrique pendant 14 jours. Juste aprés la derniére administration de solvant
ou de fipronil, le sang total a été prélevé par ponction intracardiaque sous anesthésie a
lisoflurane et collecté dans des tubes héparinés afin de déterminer les concentrations
plasmatiques en T, totale et en T; totale. Les foies ont été collectés afin de déterminer

l'expression des ARNm hépatiques modulés par le fipronil.
2. Résultats

a. Effet du traitement et du génotype sur le poids des animaux et le poids

des foies

Le poids moyen (z ET) des souris CAR”" était significativement différent de celui des
souris PXR’" & la fin de lexpérimentation (26.1 + 1.3g, 26.4 + 2.2g et 24.7 + 1.8g
respectivement pour les souris sauvages, CAR’" et PXR”’", p<0.05) alors que les poids
moyens (+ ET) étaient similaires pour tous les génotypes au début de l'expérimentation
(25.7 + 1.2g, 26.3 + 2.1g et 25.0 + 2.0g respectivement pour les souris sauvages, CAR”" et
PXR”). Le traitement n'a pas eu d'effet sur le poids des animaux quel que soit le génotype.

Les poids moyens des foies (+ ET) exprimés en pourcentage du poids corporel
étaient respectivement de 4.8 + 0.3%, 4.8 + 0.4% et 5.1 + 0.3% pour les souris sauvages,
CAR’" et PXR'" traitées au solvant et respectivement de 4.8 + 0.6%, 4.9 + 0.4% et 4.7 +
0.6% pour les souris sauvages, CAR’" et PXR'" traitées au fipronil, indiquant que ni le

génotype, ni le traitement, ni leur interaction n'ont eu d'effet sur le poids des foies.

b. Potentiel perturbateur thyroidien du fipronil

Quel que soit le génotype, le traitement au fipronil n'a pas eu deffet sur les

concentrations plasmatiques en TT4 et en TT3 (p>0.05, figure 51).
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Figure 51: Concentrations plasmatiques moyennes (+ ET) en TT4 et en TT3 chez des souris
sauvages, CAR” ou PXR”" ayant recu 10 mg/kg/j de fipronil par voie orale pendant 14 jours.

Les concentrations plasmatiques en TT4 (A) et en TT3 (B) ont été mesurées dans des échantillons de
plasma collectés juste apres la derniére administration de solvant (vert, n = 8 souris/génotype pour
la TT4 et 3 souris/génotype pour la TT3) ou de fipronil (bleu, n = 8 souris/génotype pour la TT4 et 3
souris/génotype pour la TT3) chez des souris traitées pendant 14 jours.

c. Voies métaboliques hépatiques modulées par le fipronil

Chez les souris traitées au solvant, l'absence de CAR entrainait une diminution
significative des ARNm des genes Abcc3 et Slcota4 et labsence de PXR une diminution
significative des ARNm des génes Cyp2b10, Ces2a, Abcc3 et Slcola4, suggérant un effet de
CAR ou de PXR sur lexpression constitutive de ces genes (figure 52). Contrairement a
l'expérimentation précédente, une augmentation significative de l'expression de tous les
genes a été observée lors du traitement des souris sauvages au fipronil. Cet effet était
absent chez les souris PXR’™ pour les génes Cyp3al1, Ces2a, Abcc3 et Slcola4, absente
chez les souris CAR”" pour les génes Cyp2b10 et Gsta2, réduite chez les souris PXR”" pour
le géne Cyp2b10 et réduite chez les souris CAR’" pour les génes Cyp3all et Slcola4,
suggérant comme dans lexpérimentation précédente une implication des récepteurs
nucléaires CAR et PXR dans les modulations du profil d'expression génique engendrées par

un traitement au fipronil.

169



CHAPITRE 5: MECANISMES MOLECULAIRES DE LA PERTURBATION

8 - Cyp2b10 ab 2 - Gsta2

6 1

A |

Sauvages CAR-/- PXR-/- Sauvages CAR-/- PXR-/-
OSolvant @EFipronil

1.5 4

0.5 -

Expression des ARNm (UA)
N

Expression des ARNm (UA)
o —
-

_ . C _ .
2 5 yp3aii 2 2 Abcc3
=2 a =2 a
4 - I 1
E ab E ab b b
[ [
< 3 - <
g g 1- b
o o
c 24 c
Re b o
v 1%
g 14 &
= o
&S0 : . S : : .
Sauvages CAR-/- PXR-/- Sauvages CAR-/- PXR-/-

y a CesZa a 6 - Slco1a4
1 1
1.5 - b

0.5

Expression des ARNm (UA)
[ —_
Expression des ARNm (UA)
o [S] B
o
w
o
[=x

-

Sauvages CAR-/- PXR-/- Sauvages CAR-/- PXR-/-

Figure 52: Effet du fipronil sur ['expression des génes Cyp2b10, Cyp3a11, Ces2a, Gsta2, Abcc3
et Slco1a4 chez des souris sauvages, CAR” et PXR”" ayant recu 10 mg/kg/j de fipronil par voie
orale pendant 14 jours.

L'expression moyenne (+ ES) des ARNm de ces genes a été déterminée a partir des échantillons de
foie prélevés juste apres la derniére administration de solvant (vert, n = 8 souris/génotype) ou de
fipronil (bleu, n = 8 souris/génotype). Significativement différent du groupe solvant: a, p<0.05.
Significativement différent du groupe souris sauvages: b, p<0.05.

3. Conclusions

Comme dans l'expérimentation précédente, les récepteurs nucléaires CAR et PXR
semblaient étre impliqués dans la régulation du métabolisme du fipronil car ils modulaient
l'expression des cytochromes P450 responsables de la métabolisation du fipronil en fipronil
sulfone. De plus, les deux récepteurs nucléaires, et surtout PXR, étaient impliqués dans la
modulation par le fipronil de lexpression d'enzymes hépatiques impliquées dans la

métabolisation et le transport des hormones thyroidiennes. Enfin, contrairement a ce qui a
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été observé dans l'expérimentation précédente, tous les genes induits chez les souris
sauvages traitées avec 5 mg/kg/j de fipronil létaient aussi chez des souris sauvages
traitées avec 10 mg/kg/j de fipronil. Malgré ces modulations d'expression observées au
niveau des ARNm, nous n'avons pas observé d'impact significatif du fipronil, méme a forte
dose, sur les concentrations en hormones thyroidiennes circulantes chez la souris. La souris
était donc bien moins sensible a la perturbation thyroidienne engendrée par un traitement
au fipronil que le rat. Ceci ne nous a donc pas permis d'évaluer les conséquences en termes
de perturbation thyroidienne des modulations d'expression génique dépendantes de CAR et
de PXR.
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F.Discussion

Cette étude a démontré que, chez le rat, un traitement au fipronil conduisait a une
diminution des concentrations plasmatiques en T4 et a une augmentation de la TSH. Ceci
est cohérent avec les résultats précédemment obtenus par Leghait et al. (2009). En effet,
apres 14 jours de traitement, le fipronil induisait également une diminution des
concentrations en hormones thyroidiennes circulantes conjointement a une augmentation
de la TSH plasmatique. L'effet perturbateur thyroidien du fipronil était associé dans les
études précédentes a une augmentation de l'activité et/ou de l'expression des UGT1A et
des SULT conjuguant les phénols impliquées dans la métabolisation des hormones
thyroidiennes (Leghait et al., 2009; Roques et al., 2012). Une induction de l'expression des
Ugt1atl et des Sult1b1 a été retrouvée dans cette étude. Or, il a été montré qu'un
traitement de souris avec des agonistes de CAR comme le phénobarbital ou le TCPOBOP,
induisait également une diminution des hormones thyroidiennes via une augmentation de
leur glucuronoconjugaison et de leur sulfoconjugaison et a une augmentation des
concentrations en TSH (Qatanani et al., 2005). Le récepteur nucléaire CAR pourrait donc
jouer un role dans leffet perturbateur thyroidien engendré par un traitement au fipronil.
Un autre récepteur nucléaire xénosenseur, le récepteur PXR, pourrait également étre
impliqué. En effet, le fipronil est décrit comme un ligand du PXR humain in vitro (Lemaire
et al., 2006).

Cette hypothése d'une implication des récepteurs nucléaires CAR et PXR dans la
perturbation thyroidienne engendrée par un traitement au fipronil chez le rat semblait
cohérente avec nos résultats concernant l'étude du transcriptome hépatique de rats
exposés au fipronil. En effet, nous avons montré une induction des genes Cyp2b2 et Cyp3at
qui concordait avec celle décrite précédemment lors d'un traitement au fipronil chez le rat
(Roques et al., 2012) et avec les données obtenues sur hépatocytes humains (Das et al.,
2004) qui montraient que le fipronil induisait les Cyp2bé et Cyp3a4 humains, orthologues
des Cyp2b1/Cyp2b2 et Cyp3a1 de rat. Or, ces génes, impliqués dans la métabolisation du
fipronil en fipronil sulfone (Tang et al., 2004; Das et al.,2006), sont des cibles
prototypiques des récepteurs nucléaires CAR et PXR (Wei et al., 2002). De plus, nous avons
montré une induction de l'expression des ARNm des carboxylestérases Ces2 et Cesé. Or, le
PCN, ligand de PXR, le phénobarbital et le TCPOBOP sont décrits comme des inducteurs de
Cesé dans le foie (Xu et al., 2009).

Concernant les enzymes de phase IlI, hormis une induction des Ugt1al et des
Sult1b1 inductibles via l'activation de CAR ou de PXR (Vansell and Klaassen, 2002; Chen et
al., 2003; Maglich et al., 2004; Xie, 2008; Szabo et al., 2009), le fipronil induisait
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également l'expression du géne Gsta2 impliqué dans la métabolisation de la bilirubine
probablement via l'activation de PXR (Xie, 2008). Enfin, le traitement au fipronil entrainait
une surexpression des genes Abcc2, Abcc3, Abcg5, Abcg8, Slcolal et Slcola4. Les génes
Abcc2, Abcc3 et Slco1a4 codent pour les protéines MRP2, MRP3 et OATP1A4 chez le rat. Or,
ces transporteurs membranaires d'influx (OATP) ou defflux (MRP) sont connus pour
transporter les hormones thyroidiennes (Feldt-Rasmussen and Rasmussen, 2007; Lecureux
et al., 2009) et étre des cibles de CAR et de PXR (Staudinger et al., 2001; Szabo et al.,
2009). Les genes Slco1b3 et Slco1c1 codant chez le rat pour les protéines OATP1B2 et
OATP1C1 également impliquées dans le transport des hormones thyroidiennes (Feldt-
Rasmussen and Rasmussen, 2007; Visser et al., 2011) ont été induits par le fipronil mais
plus faiblement que les transporteurs cités plus haut (données non présentées). Enfin, il
est a noter que les genes Slc16a2 et Slc16a10 codant pour les protéines MCT8 et MCT10
transportant les hormones thyroidiennes (Feldt-Rasmussen and Rasmussen, 2007; Visser et
al., 2011) n'ont quant a eux pas été différentiellement exprimés entre les groupes solvant
et fipronil (données non présentées).

Compte tenu du role central du foie dans la métabolisation des hormones
thyroidiennes, il est vraisemblable que les modulations du profil d'expression génique
hépatique induites par le fipronil chez le rat soient a lorigine de leffet perturbateur
thyroidien du fipronil. L'ensemble de nos données indiquaient que les récepteurs CAR et
surtout PXR jouaient un role majeur dans linduction par le fipronil de lexpression
hépatique de génes impliqués dans le métabolisme et le transport des hormones
thyroidiennes. Les modulations transcriptionnelles hépatiques lors d'un traitement au
fipronil chez le rat ont été en majorité retrouvées chez la souris. Cependant, méme si la
dose administrée aux souris était plus haute que celle administrée aux rats (5 mg/kg/j ou
10 mg/kg/j vs. 3 mg/kg/j), certains genes étaient moins surexprimés chez la souris que
chez le rat suggérant une plus faible sensibilité des souris aux effets du fipronil sur le
transcriptome hépatique. Cest en particulier le cas pour les enzymes de phase Il
impliquées dans la conjugaison des hormones thyroidiennes et de leurs métabolites. On ne
peut exclure que les différences de sensibilité au fipronil entre les rats et les souris soient
dues a une différence de genre entre les rats et les souris utilisées dans nos études. En
effet, les études chez le rat étaient menées sur des femelles afin de rester dans les mémes
conditions que lors de nos précédentes études ayant montré un effet perturbateur
thyroidien du fipronil (Leghait et al., 2009; Roques et al., 2012). Les études sur les souris
étaient quant a elles menées sur des males afin de s'affranchir d'une source potentielle de
variabilité liée au cycle cestral, plus critique chez la souris sachant que pour la cinétique

de C¢-LT4 nous ne pouvions faire qu'un prélévement par souris. Or, des différences dans
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CHAPITRE 5: MECANISMES MOLECULAIRES DE LA PERTURBATION

l'expression de génes hépatiques en fonction du sexe ont déja été mises en évidence chez
'Homme et sur différents modéles animaux lors d'une induction de troubles hépatiques par
l'éthanol par exemple (Tadic et al., 2002).

Cette moindre sensibilité de la souris a été notamment retrouvée en ce qui
concerne l'effet du fipronil sur la clairance de la T4 ou les concentrations circulantes en
hormones thyroidiennes. En effet, aucun effet perturbateur thyroidien n'a pu étre détecté
que ce soit chez les souris traitées a la méme dose de fipronil que les rats (3 mg/kg/j) ou a
une dose plus haute (10 mg/kg/j). Nous n‘avons donc pas été en mesure de déterminer si
les modulations du profil d'expression génique hépatique induites par les récepteurs
nucléaires lors d'un traitement au fipronil présentaient une signification fonctionnelle en
termes d'élimination des hormones thyroidiennes. Néanmoins, en mesurant l'expression des
genes les plus surexprimés par un traitement au fipronil chez des souris sauvages,
déficientes pour le récepteur CAR ou déficientes pour le récepteur PXR, nous avons pu
mettre en évidence que les récepteurs nucléaires CAR et PXR étaient impliqués dans la
régulation du métabolisme du fipronil et de la perturbation thyroidienne car ils régulaient
l'expression dARNm codant pour des enzymes responsables de la biotransformation du
fipronil ou du métabolisme et du transport des hormones thyroidiennes.

Enfin, ces résultats complétaient les données préexistantes concernant les
différences interspécifiques existant en termes de perturbation thyroidienne induite par un
traitement au fipronil. En effet, il a déja été montré que le mouton, espéce moins exposé
que le rat au fipronil sulfone, était moins sensible a la perturbation thyroidienne que ce
dernier (Leghait et al., 2009; Leghait et al., 2010). Il semble donc critique dans les
expérimentations futures de déterminer la pertinence des différents modeles animaux en
termes d'étude d'une perturbation thyroidienne résultant dune augmentation du
métabolisme hépatique des hormones thyroidiennes pour conclure sur un potentiel effet

perturbateur du fipronil chez '[Homme.
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Cette thése nous a permis de proposer un schéma physiopathologique de la

perturbation thyroidienne engendrée par un traitement au fipronil chez le rat (figure 53).
CYTOCHROMES P450
CYP2B1, CYP2B2, CYP3A1

FIPRONIL FIPRONIL SULFONE

ENZYMES DE PHASE Il
UGT1A1, SULT1B1, GSTa2

TRANSPORTEURS MEMBRANAIRES
OATP1A1, OATP1A4, OATP1BZ, OATP1C1
MRP2, MRP3

Augmentation de la clairance de la T,

Figure 53: Proposition d'un schéma physiopathologique de la perturbation thyroidienne
engendrée par un traitement au fipronil chez le rat.

Dans la premiére partie, nous avons montré que le fipronil et son principal
métabolite formé in vivo, le fipronil sulfone, étaient fortement et rapidement absorbés
par voie orale. De plus, la biotransformation par le foie du fipronil en fipronil sulfone
semblait étre la voie d'élimination majeure du fipronil. Nous avons ensuite montré dans la
deuxieme partie que quel que soit le parametre étudié, les effets d'un traitement au
fipronil sulfone étaient strictement identiques a ceux d'un traitement au fipronil. En effet,
les deux traitements augmentaient la clairance de la T, et celle de lantipyrine,
diminuaient les concentrations plasmatiques en T; et en T, et induisaient lactivité des
UGT, lexpression protéique des CYP3A et l'expression des ARNm des Ugt7at, des Sult1b1,
des Cyp2b2 et des Cyp3al. Un traitement au fipronil sulfone seul permettait donc de
reproduire les effets d'un traitement au fipronil sur la perturbation thyroidienne et
l'activation des CYP chez le rat. Le fipronil sulfone pourrait donc étre responsable de la
perturbation thyroidienne engendrée par un traitement au fipronil chez cette espece.

Plusieurs éléments limitaient la portée de nos expériences in vivo pour l'‘évaluation
des risques de perturbation thyroidienne pour 'Homme: 1) des différences interspécifiques
concernant le métabolisme hépatique des hormones thyroidiennes et/ou du fipronil (Emi
et al., 2007; Visser et al., 1998; Leghait et al., 2009; Leghait et al., 2010; chapitre 4), 2)

l'utilisation de doses conduisant a des concentrations plasmatiques tres largement
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supérieures a celles reportées chez des personnes exposées au fipronil, et 3) la difficulté a
discriminer les effets propres du fipronil de ceux de son métabolite. Afin de combler
certaines de ces lacunes, nous avons complété notre étude in vivo par une étude in vitro
dans la troisieme partie ayant pour but de comparer le métabolisme hépatique des
hormones thyroidiennes et du fipronil et d'établir une courbe dose (fipronil, fipronil
sulfone) - réponse (perturbation thyroidienne) chez plusieurs especes dont 'lHomme afin 1)
de caractériser sur le plan quantitatif le potentiel perturbateur thyroidien du fipronil et 2)
d'évaluer quelle espece animale entre le rat et le mouton était le meilleur modele
permettant d'étudier une perturbation thyroidienne chez I'Homme. Nous avons pu
reproduire in vitro dans nos modeles animaux les différences interspécifiques observées in
vivo en termes de biotransformation du fipronil en fipronil sulfone. Les données obtenues
sur hépatocytes humains tendaient a suggérer que cette biotransformation est plus faible
que chez le rat mais cela nécessite d'étre confirmé, de méme que la possibilité du fipronil
et/ou du fipronil sulfone a augmenter le catabolisme des hormones thyroidiennes in vitro.

Enfin, il nous paraissait nécessaire pour mieux caractériser les différences
interspécifiques en termes de perturbation thyroidienne engendrée par un traitement au
fipronil de mieux connaitre les mécanismes a l'origine de cette perturbation thyroidienne.
La derniére partie avait donc pour but d'appréhender les mécanismes moléculaires
impliqués dans la perturbation thyroidienne induite par un traitement au fipronil, et plus
particulierement d'évaluer limplication des récepteurs nucléaires CAR et PXR dans cette
perturbation thyroidienne chez le rongeur. Cette étude a montré que les deux récepteurs
nucléaires étaient impliqués dans la régulation du métabolisme hépatique du fipronil via
linduction de l'expression génique de CYP et dans la régulation de l'expression génique
d'enzymes de phase Il et de transporteurs membranaires jouant un role dans la
perturbation thyroidienne chez le rat.

Ce dernier chapitre a pour objectif de mettre en perspective ce travail de these en
proposant des pistes pour compléter notre étude et mieux évaluer a terme le potentiel

perturbateur thyroidien du fipronil chez 'Homme.

Comment avoir une vision plus large, plus exhaustive des mécanismes d'action

du fipronil sur le métabolisme hépatique des hormones thyroidiennes ?

L'étude des effets perturbateurs thyroidiens du fipronil chez le rat a montré que
laugmentation de la clairance de la T4 était associée a une augmentation de lactivité
et/ou de l'expression des ARNm des UGT et des SULT impliquées dans la conjugaison de la
T4. Chez la souris, ou l'augmentation de la clairance de T, est beaucoup plus modérée,
linduction des ARNm des UGT et des SULT était fortement réduite par rapport aux

observations faites chez le rat. A travers létablissement du profil métabolique des
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hormones thyroidiennes chez le rat, nous avons cherché a déterminer si d'autres voies
métaboliques pouvaient étre sollicitées lors d'un traitement au fipronil comme la voie de
désiodation par le dosage de la T4, la T3, la rT; et la T,. Cependant, nous n'avons pas été
en mesure de déterminer si la diminution des concentrations plasmatiques en T; et en T,
étaient dues a une diminution de la production de la T; et de la T, ou a une augmentation
de la conjugaison et donc de l'élimination de ces métabolites car:

- l'injection de T; lors de la cinétique de T4 ne permettait pas de déterminer si les
concentrations plasmatiques en T; mesurées provenaient de la T; exogene ou de la T;
potentiellement formée par désiodation de la Ty,

- la limite de quantification était trop haute pour la rT; (0.2 ng/mL) par rapport aux
concentrations physiologiques observées chez le rat (0.04 a 0.07 ng/mL, Lachowicz et al.,
2009) ce qui n'a pas permis de connaitre la capacité de désiodation de la T, en rT; et de la
rTs en Ty,

- l'absence de dosage des métabolites glucuronoconjugués et sulfoconjugués ne
permettait pas de déterminer la capacité d'élimination des hormones thyroidiennes et de
leurs métabolites par cette voie.

De plus, les concentrations plasmatiques en MIT et en DIT présentaient des
variations de concentrations plasmatiques au cours du temps difficilement interprétables.
Pour ce qui est des voies de désamination des hormones thyroidiennes, la limite de
quantification du Triac (5 ng/mL) était trop haute par rapport aux concentrations
physiologiques observées chez le rat (environ 0.3 ng/mL, Medina-Gomez et al., 2008) et
celle du Tetrac (25 ng/mL) n'a pas pu étre abaissée a cause du faible pourcentage
d'extraction de ce métabolite. Enfin, la sélectivité de la méthode entre les trois isomeres
de la T, (3,3-diiodothyronine, 3',5'-diiodothyronine et 3,5-diiodothyronine) n'a pas été
évaluée. Le dosage des métabolites des hormones thyroidiennes qui aurait pu nous
renseigner sur la contribution d'autres voies métaboliques que celles impliquées dans la
conjugaison et/ou la désiodation des hormones thyroidiennes n'était donc pas assez
performant pour nous permettre de conclure quand a l'implication de ces voies dans l'effet
perturbateur thyroidien du fipronil. Le dosage de ces métabolites avec une bonne
spécificité et une bonne sensibilité devra ainsi étre amélioré car c'est un élément clé de
compréhension de la perturbation thyroidienne induite par des toxiques hépatiques. A cela
pourra sajouter une quantification des conjugués des hormones thyroidiennes par
LC/MS/MS apres hydrolyse enzymatique ou par quantification directe si des standards sont
synthétisés au préalable in vitro (Hays and Hsu, 1987; Tong et al., 2007).

L'étude des mécanismes moléculaires impliqués dans la perturbation thyroidienne

engendrée par un traitement au fipronil a montré que l'expression des ARNm de certains
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transporteurs transmembranaires d'influx et d'efflux des hormones thyroidiennes était
augmentée lors d'un traitement au fipronil. Ce résultat permettait d'envisager 'hypothése
selon laquelle l'effet du fipronil sur la clairance de la T4 résulterait a la fois d'une
augmentation du transport cellulaire des hormones thyroidiennes et d'une induction de
leurs voies métaboliques au niveau hépatique.

Il est donc important de compléter nos études concernant les modulations du
métabolisme et du transport des hormones thyroidiennes par le fipronil, et notamment d'y
intégrer la notion de différences interspécifiques. Le modéle d'hépatocytes en culture
pourrait de ce point de vue se révéler étre un outil pertinent. En effet, c'est un modeéle qui
se préte bien aux manipulations pharmacologiques des transporteurs et des systemes
enzymatiques en général, et qui permettrait également d'accéder a du matériel humain
pour aborder des aspects de toxicologie comparative d'espece. Il serait par exemple
envisageable sur ce modele d'hépatocytes de comparer la clairance de la T4 avec ou sans

inhibiteurs des transporteurs des hormones thyroidiennes (tableau 20).

MRP2 Probenecid, Cyclosporine, PSC833, MK571
MRP3 Probenecid, Benzbromarone, MK571
OATP1A2 Dexaméthasone, Erythromycine, Vérapamil
OATP1B1 Acide glycyrrhizique, Cyclosporine A, FK-506
OATP1B3 Acide glycyrrhizique

Tableau 20: Exemples d'inhibiteurs des transporteurs transmembranaires des hormones
thyroidiennes chez I'Homme.
D'aprés Vahakangas and Myllynen, 2009.

Cependant, il est a noter que la difficulté de cette étude résiderait dans la
détermination d'inhibiteurs bloquant les mémes transporteurs chez les trois espéces. De
plus, certains de ces inhibiteurs sont également des inhibiteurs des cytochromes P450.
C'est le cas par exemple de l'érythromycine qui inhibe les CYP3A4 chez 'Homme (Zhou et
al., 2005). Une alternative a l'emploi d'inhibiteurs des transporteurs transmembranaires
serait alors lutilisation de siRNA (small interfering RNA) spécifiques d'un transporteur qui
transfectés dans les hépatocytes des différentes espéces auraient pour conséquence de
détruire spécifiquement les ARNm de ce transporteur et d'empécher la traduction de la
protéine codée par cet ARNm. Il existe par exemple dans le commerce des plasmides pour
la production de vecteurs lentiviraux, voire directement des particules lentivirales,
permettant la transfection de siRNA dirigés contre 'OATP1A2 ou le MRP2 chez 'Homme ou

la souris (Santa Cruz Biotechnology Inc, Heidelberg, Germany). L'absence d'expression de la
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protéine pourrait étre détectée par Western blot grace aux anticorps anti-OATP1A2 ou
anti-MRP2 du méme fournisseur.

Enfin, afin de mieux appréhender les différences interspécifiques en termes de
métabolisme des hormones thyroidiennes, ce qui est critique si l'on veut a terme évaluer la
pertinence de nos résultats in vivo par rapport a lHomme, il est nécessaire d'approfondir
notre connaissance des voies de métabolisation des hormones thyroidiennes. Une approche
novatrice devrait étre mise en ceuvre au laboratoire dans la ligne directe de ce travail de
these et réside dans le développement d'un outil performant permettant 'établissement de
profils métaboliques détaillés des hormones thyroidiennes in vivo. Brievement, l'objectif
de ce projet est d'établir un profil métabolique des hormones thyroidiennes aussi exhaustif
que possible par lidentification de toutes les molécules iodées circulantes. Pour ce faire, il
est prévu 1) d'établir un radiochromatogramme apreés administration in vivo de T, marquée
a "™ avec ou sans inducteur du métabolisme des hormones thyroidiennes, 2) d'isoler les
molécules iodées dans toutes les fractions ayant présenté un pic de radioactivité 3) de
procéder a une analyse structurale de ces molécules en utilisant la spectrométrie de masse

haute résolution.

e Comment mieux comprendre l'implication des récepteurs nucléaires dans la

modulation du métabolisme hépatique des hormones thyroidiennes ?

L'étude des mécanismes moléculaires impliqués dans la perturbation thyroidienne
engendrée par un traitement au fipronil nous a permis de suggérer un réole de CAR et
surtout de PXR dans cette perturbation. Cependant, les études sur les souris déficientes
pour le récepteur nucléaire CAR ou pour le récepteur nucléaire PXR n'ayant pas permis
d'établir un lien entre les modulations du profil d'expression génique hépatique induites via
les récepteurs nucléaires et une répercussion fonctionnelle en terme d'élimination des
hormones thyroidiennes, limplication des deux récepteurs nucléaires dans la perturbation
thyroidienne observée chez le rat lors d'un traitement au fipronil mériterait d'étre
confirmée. Pour cela, il serait envisageable d'étudier les modulations du profil d'expression
génique hépatique et la perturbation thyroidienne chez des rats sauvages, déficients pour
le récepteur nucléaire CAR ou déficients pour le récepteur nucléaire PXR. Les rats
déficients pour le récepteur PXR sont par ailleurs déja disponibles dans le commerce
(Sigma Advanced Genetic Engineering). Apres avoir déterminé quels sont les genes cibles
de CAR et de PXR qui pourraient étre impliqués dans la perturbation thyroidienne, il serait
intéressant d'identifier quels sont ceux qui sont impliqués dans linduction d'une
perturbation thyroidienne résultant d'une augmentation du métabolisme hépatique des
hormones thyroidiennes. L'utilisation in vivo de siRNA délivrés via des adénovirus a des rats

pourrait permettre d'inhiber certaines de ces voies métaboliques et de déterminer si on
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observe alors toujours une diminution des concentrations en hormones thyroidiennes

circulantes lors de 'administration d'un perturbateur thyroidien comme le fipronil.

e Comment identifier les sources de variabilité interspécifique afin d'évaluer la
pertinence de nos résultats par rapport a l'étude du potentiel perturbateur

thyroidien du fipronil chez 'Homme ?

Il est a noter que pour chaque étape du schéma physiopathologique des effets du
fipronil que nous avons proposé chez le rat - métabolisme du fipronil, implication des
récepteurs nucléaires CAR et PXR, transport et métabolisme des hormones thyroidiennes -
il existe des différences interspécifiques importantes.

En ce qui concerne le transport ou le métabolisme des hormones thyroidiennes, des
différences interspécifiques dans les isoformes impliquées dans l'élimination des hormones
thyroidiennes ont été décrites (Emi et al., 2007; Visser et al., 1998). Une caractérisation
des profils métaboliques des hormones thyroidiennes dans les trois especes in vitro
pourrait permettre de comparer les voies métaboliques des hormones thyroidiennes mises
en jeu lors dun traitement au fipronil chez le rat, le mouton et 'Homme. De plus,
'absence de TBG, protéine de liaison plasmatique des hormones thyroidiennes, chez le rat
le rendrait plus sensible a la perturbation thyroidienne que le mouton, la TBG étant
supposée jouer un role protecteur face au catabolisme des hormones thyroidiennes. Pour
s'affranchir de la différence interspécifique concernant la TBG, il pourrait étre intéressant
de comparer les effets du fipronil dans la méme espece avec des individus exprimant ou
n'exprimant pas la TBG. Il pourrait alors étre envisagé d'observer les effets perturbateurs
thyroidiens du fipronil chez le rat exprimant la TBG au cours de la période post-natale ou
au cours de la sénescence. On pourrait aussi comparer les effets du fipronil chez deux
especes n'exprimant pas la TBG et présentant une exposition différente au fipronil sulfone
comme le rat et le chat.

En ce qui concerne limplication des récepteurs nucléaires CAR et PXR, des
spécificités de ligand de ces récepteurs ont été décrites chez 'lHomme et la souris (cf.
introduction). De plus, la moindre sensibilité de la souris a la perturbation thyroidienne
engendrée par un traitement au fipronil (chapitre 5) étant associée a une induction moins
forte des cibles de CAR et de PXR que chez le rat, on peut penser que le fipronil pourrait
étre un ligand plus faible de ces récepteurs chez la souris que chez le rat. Pour mettre
cette hypothése a l'épreuve, il serait possible in vitro de déterminer si le fipronil est un
ligand de CAR et/ou de PXR chez plusieurs espéces, en utilisant le systeme de géne
rapporteur décrit par Lemaire et al. (2006). Ce systéme a déja par exemple permis de
déterminer que le fipronil est un ligand du PXR humain. Cependant, ce systéme ne tient

pas compte des coactivateurs et des corépresseurs associés aux récepteurs nucléaires ou
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des éléments de réponse des enzymes hépatiques qui peuvent étre propres a chaque
espece. Une autre alternative serait de déterminer l'effet perturbateur thyroidien du
fipronil sur des souris, ou préférentiellement sur des rats, "humanisés" c'est-a-dire invalidés
pour le géne CAR ou PXR murin auxquels ont aurait incorporé le gene CAR ou PXR humain.
Ces souris sont déja disponibles dans le commerce (Taconic Farms Inc.) et il existe méme
un modeéle de souris humanisées conjointement pour le récepteur CAR, le récepteur PXR et
le cytochrome 3A4/3A7.

¢ Quelle pourrait étre la conséquence sur d'autres tissus que le tissu hépatique

d'une augmentation du métabolisme des hormones thyroidiennes ?

Les études menées au cours de cette these ont été ciblées sur les effets d'un
traitement au fipronil sur le métabolisme hépatique des hormones thyroidiennes. En effet,
le foie est un organe majeur a la fois dans la métabolisation du fipronil (Tang et al., 2004;
Das et al., 2006) et dans celle des hormones thyroidiennes (Klachko and Johnson, 1983;
Kelly, 2000). De plus, les récepteurs nucléaires CAR et PXR potentiellement impliqués dans
la médiation des effets perturbateurs thyroidiens du fipronil ont une distribution tissulaire
réduite principalement limitée au foie, a lintestin et au rein (Robert, 2010). Cependant,
'étude des effets d'une potentielle perturbation thyroidienne sur d'autres tissus que le foie
peut étre critique. En effet, un des dangers de la perturbation thyroidienne
potentiellement induite par un traitement au fipronil chez 'lHomme pourrait étre lié a
l'exposition des femmes enceintes a linsecticide, une perturbation thyroidienne du feetus
étant critique compte tenu du réle majeur des hormones thyroidiennes dans les processus
de croissance et de développement (Yen, 2001). Il pourrait alors étre intéressant pour
déterminer le potentiel effet perturbateur thyroidien du fipronil chez le foetus de
déterminer in vivo l'effet du fipronil sur les concentrations en hormones thyroidiennes
circulantes chez la mére mais également sur le transport et le métabolisme des hormones
thyroidiennes au niveau du placenta. Pour cela, une étude in vivo chez le rat, ou le
mouton plus proche de 'Homme en termes de physiologie de la gestation, suivi d'une étude
sur un modeéle ex vivo de perfusion de placenta humain pourrait étre envisagée. Ce type
d'approche est en cours de validation au sein du laboratoire pour l'étude des effets du BPA
au cours de la gestation. Brievement, la phase in vivo permettrait de déterminer si lors
d'une administration de fipronil a la mere, linsecticide traverse la barriere placentaire et
si on observe une modification des profils métaboliques des hormones thyroidiennes chez
la mére comme chez le foetus. L'étude ex vivo sur placenta humain perfusé pourrait
ensuite permettre de saffranchir des différences interspécifiques en termes de
métabolisme du fipronil et/ou de métabolisme et de transport au travers du placenta des

hormones thyroidiennes afin d'évaluer le risque du fipronil pour la santé humaine.
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In ratz, the widely wsed imsccticide fipromil increases the
clearance of thyroxine {T4). This effect is associated with a high
plasma concentration of fipronil sulfone, the fipronil main
metabolite in several specics including rats and humans. In
sheep, following fipronil treatment, fipronil sulfonc plasma
concentration and thyroid disruption are much lower than in
rats, We postulated that fipronil bistransformation inte fipronil
sulfone by hepatic cytochromes P450 (CYPF) could act as
a potential thyreid disruptor. The aim of this study was to
determine if fipronil sulfone treatment could repreduce the
fipronil treatment effects on Ty clearance and CYP induction in
rats. Fipronil and fipronil sulfone treatments (3.4 pmol/kg/day
per of, 14 days) increased total and free Ty clearances to the
same oxtent in THX + T,, euthyroid-ike rats. Both treatments
induced a 2.5-fold increase in Digelal and Swirlbl messenger
RMA (mRNA) exprossions and a twofold increase in UGT1A
activity suggesting that T, elimination was mediated, at least in
part, by hepatic uridine 5° -diphespho- glucuronosyltransferases
(UGT) andior sulfotransferases (SULT) induction. Both treat-
ments induced a 10-fold increase in Cypidal and Cyp bl mRMA
cxpressions concomitant with a threefold increase in CYP3A
immunoreactivity and a 1.7-fold increase in antipyrine clear-
ance, a biomarker of CYP3A activity. All these results showed
that fipronil sulfone treatment could reproduce the fipronil
treatment effects on T, clearance and hepatic enzyme induction
in rats. The potential of fipronil sulfone to act as a thyroid
disruptor is all the more critical because it persists much longer
in the organism than fpronil itself.

Key Words: fipronil; fipronil sulfone; thyroid disruption;
clearance; metabolism; rat.

Fipronil {5-aming- 1-(2,6-dichloro-<4-(riffluoromethy Dpheny -
4-((mMuommeathylBullinyll pyrazole-3-cathonitrile) s widely
used as a phytsanitary product and veterinary insecticide in
many countries. It was developed as a substitute for insecticides
that are comsidersd more toxic such as lindane and belongs o the

second generation of insecticides actmg on the v-aminobutyric
acid receptor chloride channels (Cole eral., 1993),

To date, mgulatory toxicological evaluations and experi-
mental mvestigations have shown that fipromil treatment can
act as a thyroid disroptor in rats (Agence Frangaise de Sécunité
Sanitaire des Aliments [AFSSA] 2005 Leghait er al., 2009).
However, these studies did not account for species-specific
fipromil hepatic metabolism or address the conribution of
fipronil metabolites formed o vive W the overall effect of
fipronil treatment on thymid Tunction. Fipronil is readily
metabolized into fpronil sulfone in seveml mammalian species
such as rats, humans, livestock species, and dogs (AFSSA,
2005; Mohamed er al, 2004), This main fiproml metabolic
pathway 15 mediated by hepatic cvtochmomes P50 (CYP)
emaymes, and, fipromil, a5 many other xenobiotics, can lead o
increased CYP expression and activity (Das er al, 2006;
Leghait ef al., 2009).

In rats, per as (po) treatment with fpronil is associated with
a high plasma concentration of fipronil sulfome concomitant
with 2 marked increase in the clearance of free and total
thyroxine (Ta) (Leghait ef al., 20090, This results, at least in
part, from an increase in the activity of one type of phase I1
hepatic emzyme potentially involved m Ty elimination, the
uniding 5 -diphospho (UDF-glucuranosy iransfemses (UGT).
The fact that thyroid dismption in the mt is associated with
high plasma fipmomil sulfone concentrations but with very low
plasma fipronil concentrations led us to postulate that the
metabolite  fipronil sulfone might be responsible for the
fipronil-induced thymid disrupticn rather than fpronil itself.
In agreement with this hypothesis, Gpromlandouced thyroid
disruption s much mome hmited in sheep, a species in which
fipromil treatment mesults moa moch lower plasma fproml
sulfome comcentration concomitant with a much higher plasima
comcentration of fpronil than in the rat (Leghait ef al., 2009,
2000 Thus, the biotransformation of fipronil into fpronil
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sulfone by hepatic CYP erevmes could be a determining factor
in fipronil-induced thyroid dismuption. Such a hypothesis is
supported by in vitro data on humn hepatocytes indicating that
fipronil sulfone is more cvtotoxic o hepatocytes and a greater
mducer of hepatic enzymes than fipronil wself (Das er al,
2006).

Data in mats and sheep suggest that fponil sulfone persists
much longer in the organism than fpronil isell. For example, in
rats, the terminal half-lives wem estimated to be 208 and 85 h
for Apronil sulfone and fiproml, respectively (Mohamed er al,
20043 In sheep, after fpronil weatment, the plasma Gpronil
sulfone concentration appeared to decrease more slowly than
plasma fiproml, so that it remaned detectable at high kvels long
after plasma fipronil became undetectable (Leghait er al, 20000
In hurnans, data obtamed from observations made on acuke seli-
poisoning indicate that fipronil is mnsformed  into fipronil
sulfone and dsappears mpidly from the blood over the first 15~
200 h after mgeston (Mohamed er al., 2004). Becaose thyroid
function is mainly involved in long-term developmental pro-
cesses, the consequences of m mterfarence with thymid function
on living orgmisms are mare likely o be deleterions if the
disruption is sustained for a kng period of time. From this
standpoint, if the potential of fiproml sulfone as a thyrod
disruptor was confirmed, becanse of its ability 1o persist much
longer in orgmisms, fipronil sulfone woukl be of much more
concern than fipranil itself.

The goal of this study was (o evaluate if treatment with fipronil
sulfone, which leads to similar fipronil sulfone imemal exposure
a5 with fipronil without a potential effect of the parent fipronil
before its biotransformation, has the sume effecs as fipronil
treatment on {1} Ty clearmoe and (2) CYP induction. In addition,
we sought to gain more insight on which metabolic pathwayvs of
thymid hormones might be triggered by fpronil andfor it
metaholite by delermining the metabolic profiles of thyroid
homnones and quantifving phase [ and phase 11 hepatic enzymes
messenger ENA (mRNA) expression and activity,

MATERIALS AND METHODS

Animal Housing, Surgery, Blood, and Tisue Samples
Antmal Housing

Experiments were performed om adult female Wistar mat (Wistar HedHan:
WIST Outhred, 225 g hody weight) puxchased Inon Herlan (Gama, France).
The rats were housed 31 twao ko four per cape 21 rom emperature (2190 = 19
with 2 eversal 12-h lightiderk cycle (lights off a1 900 2w ) They were
soclmmatoed for 2t leasd 2 weels behme surgery. The rats had Imee scces &
ool (2016 Teklul Ddet; Hashn) and tap waker and weme weighed wice
2 week. All aomal procechines were carmied o inaccordence with the acceqied
stanchrds of hwmane animal care wmder the agreemen nuomber 31242 for
anmmz] expermentzim from the French Minsry of Agnculiore.

Surgery
Catheters were surgically inseried inlo one femorzl vein under isoflurane
anesthesia (Allrmme, Baxter 5A, Maurepas, Framce, 2-25% isoflurane m Oy

for serial hlood samphing 21 leas 2 days before pharmmecok metic investigations.
For experimeniz 2 amd 3 (Fig 1), the swmok hed heen previously
thyrorleciomired (THX) 1 week helire the begmning of fipromil or ligmomnil
sullone iestment under Eollurane smesthesis, They were meated with daly
miindothyromine (T ) s mjections 21 2 dose (10 wek piday ) cakoulated w restomn
Ty plsma cmoeniratioms 2 seady @a%e clos o the phyadalogical mes
(leghadl e al, Z009) thus msuring the maimenance of 2 eutymid-like
hysiakgical st This meelel had previcusly been developed and validsted
m o bhoratory for pharmocek metic investigatioms om thyroid hommomes i rat
(Leghater al, 20090 Briefly, endogenous Ty production was suppessed in o
melel by surgical ahlation of the thyraid gland o allow for amrol of the e
af Ty entrance min the orgmism. I & noewarhy thal m contras fo
o lsheled thyroxme-hased metods (Saldin & al, 3000), our model is the
emly phyaalogically relevant cme alkvwing the toial Ty clearance and the bee Ty
clearance 10 be evaluaed o1 the same time in vive This & mopomam 2 our
previns stdies have shown that the clearance of the free T might be an earlier
and mwme semsilive hiomarker for mettholsmedriven thyroid disrupion in
diferent species (Leghan of al, 2009, 2101 Followmg thymadeciomy, mis
were ireaied with Ty, the himctive hrm of thymoikl hommones, & emmure
2 euthyrad-like sz compatthle with the maintemence of normel hepatic
ey me activites dependent upon the supply af thyrokl hommone 1o te iver
Lacdkdle e af, 1998 Masmwndi of al., 1997

Blood and Tixwe Sampling

Adter each hlood smple (150-200 W), 2 volome aof physalogical saline
exuivalent i the callkcted hlood volime was admimstered, falkvwed by 150 wl
af heparimzed wlme (Heparme choay, 50 Ulml, Sanofi-Avemis, FPramce).
Blood snples were cenrifuged 21 Q000 % g for 15 min 21 + 70 and the
mlasma sloned ot —20°0 mil sxay. For experiments 2 and 3, affer the lsit
hlood sample, ras were deeply anesihetioed with safllurane, and tolal hlood
was collected fom the catheter m hegmrinioed tubes for T, figrom], and figmonil
sullone asays. The hvers were infused viz the catheter ar hmagh the postenor
vena cava with derile sotimic NaCl (B Braun Medical, Baulogne, Fonce;
15 mlfmm, 3} ml per bver), rapidly frozen m hepid nimogen, and soned 2t
=B untl the prepuration of hepatic microsomal and cytosalic fractioms.

Test Maleriak andd Chemicak

Fipronl (kt B20050318, punty estimated hy the supplier: 95.6%) was
prurchased fmm 38 Medical Sysems Inc. {Libertyville, IL L Pipros] sulkme ke
experiment 1 (lm 429358, purity estimated by the supplier: 99.3%) was
purchased bom Orescent Chemical (Ilandiz, NY) Fiproml sulbkme ke
experiments 2 and 3 was ohiined by chemical synthesis fremn figmonil. Briedly,
Schbmperhenaaic ackd (2024 g 117 mmal, Sigre-Akcch, Sami-Quentin
Fallavier, France) was added w0 fipromil (1684 g, 386 mmol) in dichloro
methane (4 mll The whike sspemsion obtoned was stmed 21 roam
empersture for 3 days The orpmic phase was woshed successively with
(L2M sodiom hydroxade (30 ml, twice), water (20 ml), and sodion chloade
mturated aqueons salution (A ml) ARer drying with mognesiom sul fate, the
solvent was evapomated, and dichlonommethene was added o the cnde product.
Fipremil sulfeme precipitated s 2 white solid (1245 g, 7T1% viekl). The melng
pomi of the powder olamed was 21502199, corresponding to the known
liproad ] sulfome mehimg pomt (219-221 5°C, Bumtin e ol 1988), whereas the
liproad ] meltng poant is 195 5-205°C (Connelly, 20013 The panity of ligmoml
sulfone was evalusted by moss specinometry (MS) The analyss nevealed the
pezent m [MAH] ™ 2l miz = 451 wath it typacal isoloqme shundance a1 [M-H +
2] and [M-H + 4] lmked 1o the two chlorides. No peak 21 the miz tramsition
al 435 could be observed e specira condinming thel no readoz] figmomnil
memaimed in the prejmration.

For iv adbminsiratons (experiment 1), te lipomil and fiprmil sulfone
solutioms wene abtuned by dilution of ligroml or figrom] slfone moan ethanalf
mragen-lee water solutkm (vol'vol) toprodece o fined cmcentation af 2 mgiml
Feer il amal figmemil sulleme. For ackrdns tations po (e permments 1, 2, and 35,
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Kinglic inveshgations

G L

Experimenta] designs of experiments 2 feffect of lipumil and fipremial salfone an Ty clearance) and 3 jeflect af lipronil and fipromil sullone an CYP

induction ). Thymoklecomined s eceived duily mjections af T, Groughom he experiments. Fram days O 1o 13, they were treaed per o6 with wehicle, figromil
(34 pmelfkgiday ), or fiprom] slkme (3.4 pmolfpgiday L AL day 14, the b meceived an i bolos of Ty (10 ppkg, experment 2) or antigyrme (30 mgfp,
experiment 3) Towl blood and livers wene colleced after enthanesic o detenmine Ty blood amcemmtioms and liver esryme activity and mENA expesgon.

comceninied solutons of fiprmil and figrom] sulfme were fiss prepared in
ethamal (.14 mgful) The salmiomn for sadmmistrstion were obtumed by
dilution of the comcemraed soltims m oo odl o produce final concemrations
af L5} and 155 mgfml ke lipremil axd ligrom] sulbone, sespectively,
enswing thet fipremil amd dipremil sulfone solotons hed the same molar
concentatiom (3.4 pmalfmll The vehicle in expermmenis 2 and 3 comised of
2 com ailethanol mix. The figroni] and figroni] sulfime solitioms were sioned
protecied fremm light.

Fir experiment 2, concentated solutioms (1 mefml) of Ty and T,
(irtieclathy emime md Lhyranme; Sigma-Aldnich) were abtuined by dimalving
Ty er Ty in 0AM NaQH in &% ethanol. The final Ty saluion (10 wegin ) used
for = mpcioms was obioned by 2 100-fald dilieon of the concentrated
salmion i mline comainimg 494 mgfml of sodion hicarhomte. The T,
salution uad ke the kmetic experimen {10 wg'ml) was prepased by 2 10-fald
dilution of the cmeenirated salution m 10mM PES pH 74 contdming 0.1%
(wival) hovine serum altmmin B EAL For experiment 3, antigyrme (5igma
Aldrich) was dissolved i erile water 21 2 fima] cemcentratiom of 30 mgfml. The
aclmamistered volwmes were always adjusted o the mest recently recomded hady

weight.

Experimental Schedules

Experiment | Determination of the Raves of Absorpion of Fiprond and
Fipraond Suffone and of Fiprond Blotrangbrmation into Fiproail Sulfne

Tor estzhlish the fiprom] and fipremil sulfone dising egimen negquiral o
reach mmilar ligrom] sullone phsme cmcenatims in experiments 2 and 3
after fipmomil o fipromal sulkme restment po, we detenmmed e figrom] solfone
shearption rae and the rate af fipromil horeslomation ing fiprom] salfme.

This experiment was carried ool cn 16 adull female rats (mean hody weights +
A0 = 218 & 23 g). The animals were allocated o ligrosd]l- or lipremil sol fome
eated gmams (n = 8 each). Thee s of each groups received an iv holus of
ligramd] $.9 pmolg) or figrom] sullose (6.6 pmalfkg), and live s of each
proup received 2 po bolus of figron] (34 pmolig o figrond] sulione
(3.4 pmalig ) through feed g needles. Five mis coukl not be wed untl the end
al the experiment due o 2 b of the catheter function. To moniler the tme
core af fipmmil and figrom] slfone pleme comcentrations, hlaad {150 ul)
was collected in heparmioed (whes e duy hefore and 005, (L5, 2,4, &, 24, 94,
amd 144 h after ligromdl (n = 2) o lipremil sullone (n = 2) v admmisrations
amd the day hefore and 1, 2, 6, 10, 24, 34, 48, 130, 163, and 216 h alter ligmonil
(= 3} ar liprown] sulfme (o= 4) po abminisdraboms.

Experiment 2: Effect of Fipronil and Fiprond Sulfane on Ty Clearance

This experimen! was camied oul on 39 Tyreated thynokdectomized
(THX + Ty) adull female rats The mmak were allcated fo vehicle,
ligromil-, or fiprond ] salfone-reated groups @ = 15 each) and seceived o daily
o dese of veluele, figrom] (3.4 pmaolkgfday), or figrond salfone (3.4 pmo kg
oy ) through gavage tobes ke 14 days. This dese of fipremil was wathin the
range of doses that have heem shown o be associzted o 2 tyroxd dismopton in
rak in previcus stodies (AFSSA, 2005 Leghadt of al , 2009). Nine ratx could
ol he used in the stody because of aomplcation durmg the surgical procedure
e ks of the catheter lnctiom. Twenty -bour hours affer the lad sclmmistration,
all of the s eoeived an p halus of Tl weBeg. o =9 0= 1 ad a =11
fer the wehicle comral, fipremil-, and ligrom]  salfone-frested  groups,
respectively) lkeading o physiokgically relevam maximal Ty plasma cmoen
tratins sk {Leghail er al, 20090

Blaod (200wl was collecied in heparmizel wbes the doy beloe and 025,
1,2 4 8,12, and 24 h aller Ty ackmimsration o maomior the e comse ol
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plema T, cmeeniratoms. Livers were collecied 48 b afer the laa wehicle,
liprond], er lipremil sullme adminsration todetermine the effectof fipromil and
liprom] sulfone an LEST1A and phenal SULT activities and on Dgifal and
Sublbd mENA expressions. Plasnas figrond] and ligronil sulfone comcenirgions
weme determined 225 + 09 h after the b=t fipron] or fiprow] salfone
addmmistation. Towl plema T, concentradion: were defermined 21 euthanass,
236 % 035 h afer the kst Ty sc injectiom and 257 # (L] h afler the Ty ip
addmmistration. The T tel dlesigm of exy 2izshown an Figure 1.

Experiment 32 Bffect of Fprandl and Fiprond Sulfone an CYP Induction

This experiment was camied om on 21 THX + T, adull Emade s The
anmmzls were allocated o vwehicle comiral, ligroml, or lipoal salione—freatal
groups (n =7 each ) and (nested 25 described m experiment 2 Six rat could not
he wied for the sudy hecause of complication durmg the surgcal procedure or
lims af the catheter fimetiom. Twenty-four hours after the bt achmimisration, 211
of the rats received anip bols of antipyrme (30 mgfke, n =5 for velick, n =
4 for fipromilreded, and o = & hre fipomil sulfone-teated groaps), an
aeknowlkdged sumogie to lesl the axklative capacity af the liver in whvo
(Tauka o al, 1985) and meme specilically e sctivity of CYTP enzymes
(Matthew and Hoaston, 19905

Bload (2000 was callected mn hepurinmzed fobes the day hedore and 0.5, 1,
2,3, 5,7, and 9 h after antipyrme acdmimsiration 1o maomior the Gme couse af
phema antipyrine concentrations. Livers were collected 38 h after the lst
vehick, lipramil, or lipromil sulfome admmstaton (o soudy e effect af figrom]
and fipremil sulfome on CYP3A proein expression and on Cyplal, Cyplal,
Cyp2b2, Cypdal, and Cyplal mBEN A expresion. Plamma fiponid and figrom]
sullime concentrations were determmined 334 & 20 h afer the b=t ligron] or
liprom] sulfme admimsiatm. The experimenia] deagn of eqperiment 3 15
shown in Figare 1

Amays
Fgrond and Fiproadl Salfone Assay

Fer the v adminidration m experiment 1 and te po sdmmstations m
expenments 2 and 3, phsma figronidl and figrom] sulfime concentrations were
determaned by hogh-performance haquid chromatography (HPLO) coupled with
an ulmavioked (LW UME detection method a2 previously described (Lacroix
el al., 20010 For the po admmisraixm m expermment 1, the exacion methad
wax the same 3z that shove ot fiprom] and dipremil solfime plasma
conceniniinys were amsayed by beual chromstography (LOWMS with an
Acguity ultra perhormance hquid dromatograghy (UPLC) coapled 10 2 Xeva
tripke quadrupole mas specrometer (Waters, Milkrd, MAL The mean willin
and hetween duy preciziom was below 1205 for bath figron] (theee different
Cruahity Control [(] poals) 2nd fiproml sulfone (live different QO poals) for
hoth methads, The limit of quantificgion (LOC) was 25 ng'ml ke bath ligrom]
and liprowm] sulfme. The hetweenamethod varizhilily, estmeed toough the
determination of the mean hetween-method preciion of the sme QO poals
asmyed with both methods, was 1605

Subcellubar Frocionation and Prodein Assays

The prepuratim of hepatic micrsomal fractims was caried ool as
previcmsly descabal (Falko o al, 206 Sopematent abtuned afer
cenirifugatiom of the 59 Iractions wene kepl ax cylosalic fractioms. The profein
comiend of the mirosomal and the cyosole motms was detenmined m
experiment 2 and 3 hy the method of Bradford (1976) with BSA ax 2 stendard

Experiment 2: gffect of fiprond and fipronil sulfone on T, cleamace.
Thyroid Hommome Assys.  Teoial and free pilamna Ty (TTs and FTa) and total
phsma T, (TT, ) concenration: wene de usimg radion y kils
from Skemens (Col-acoum kils, Siemens Healhcare Dhagmosics, Los
Angeles, CAL All assays were performed scomdmg %o the mamlactures’s
imtructms. The mean inirz-amay coeflicent of vanion for three QO poals
was B.1 and 116% ke TT, and FIG, respectively, and the mean imler-asiy

coeflicient of vaniztion for these three DO pook was 94 and 11.7% for TT2nd
Fla, respectively. All the Ty samples were quantilied m the sume ran and the
mean mirz-assy coellicent of vamaton for three Q0 poals was 1S5 The
limits af quamification for the toal T, and sowl T ssays wene validsed a1
5 aned (L1 mgfml, respectively. The limit of deectionof the free T assy was @
a1 the lowest valoe of the stnderd cve, 12, 1 peiml

Thyroil Hommeme Metwholic Profiles.  Inan afemnpt o determine if methobic
methways ober ten cmjugton might have been dmvalved in the incneased Ty
clearance, we chandlenzed e profile of thyroid hormeme metshalies m plasmm
durmg the T kel expenimenl The remaming plasme sanplks from
expeniment 2 were pookd by reatmen o abtuin two diffessnt poak for each
time pamt. Ta, Ts, Ta (clikcloby emine), and 1Ty (mvese iodothyronne ) wes
smayed by LOMS with an Acquity UPLC coupled 1o 2 Nevo triple quadrupake
et spectomeler (Waless L Thyrokd hoarmones samples spiked wath T, -y 25 2n
miermal stndsx]l were pamilied by sobidphee edndion wit Swata X0
casirilges (Phemomenex, Lelecq, France ). The exiracied sunples were sepuraied
em an Acquity BEH RPCIE calumn (2.1 0 100 mmam, 17 s Waters) with an
aciclified ((LOS% fommic acid) HOMACN grudient elution. Sanples were iomied
m pemilive elecimapray onpatem mede (ESTT ) and detedted with fhe fallowmg
maltiple ractim memionng transtoe @ T miz 778 < 605 Ty and 1Ty mfz 652
< 66 T, miz 526 < ), and Tedy miz 783 < 3. The calibratiom curves
ramged from 5 s W0 mgfmd for Ty, from 02 o 100 ng'mil for 3° 5T and Ty amed
T 1w 100 ngfml ke 0Ty The skativity af the method for the T, foomens
33 diiodoathyronme and 3 5" -diodobynomine was nol evaluged.

Detemmmatiom of Ul al and Suldf b mBNA Bxpression by RTgPCR. Inihe
liver of female rs, UDPglocunmosy hrosfersse 1A (UGT1AT) and
sullorandersse 161 (SULT1B1) are key isoensymes for the conpugion af
Ty (Kester af af | 2005, Wa e al, 20055 We, thus, focmed the mvestigation of
mRNA expression primasily on thess two ewymes. Totl hepatic RN As wese
exiracied with TREml resgent (Invimogen, Cergy -Pmioise, France) acoomding
o the manulaciwer’s poiocol, s 2 e were reverse anscrhed wmg
SuperSoript I revese mamsriplae (Invitogen) RTPCR was pedormed
wing the SYBR Omen Taghlan Umiversal PCR Masier Mix (Applied
Bisystems, Cownshoeul, Prance). Flucrescence was memilomed aned analyzed
em 2 T3 Real- Time PCR detection system instrumend (Applied Baosystems).

RET-qPCR dat were mommahized by TATA bos-hindmg prowin (Thp) mENA
L

levels. Results are expresaed 2 ﬁrm,—rf'— where O comespoads 1o
e el g

the nuprher of cycles needed 1o generate o fluorescent signal shove o predefined
threshald. All e primers wsel (Tablke 1) weme validsted for RT-gPCR
efficiency.

UGTL A Activity Towand dNitraphenol  To verily that the morease in [
mRNA expesgm ommelaied with m moresse m UGT encymes activity, we
determmined UGT LA activity foward dairophenal. This emcrymme activity can be
cmakleral a5 2 relevant mdex for the capmenty of the bver fo glcunmaocom ugte
thyraid hommemes. Incdeed, UGT isokomms mvalved in Ty gheammdatem ane the
mlrahin and phemol UGT1A (Viser o al, 19953), which calaboe e
amugmtm af simplk plenak ke darophenal (Peters o al, 205 UGT
activily fowand dntrophenal was asayed by an opimmzaton of te method af
Burcha] and Weatherill {19581 ) on muicromnmal fractions a5 previously described
(Leghai e af, 2009) with 2 subsimte (d-nirophenal) concemration of dmbd.

Phemal SULT Activity Toward 2-Maphthal.  To venily whether the meresse in
Sult mENA expresim comdaied with an morese in the sctivity of SULT
eneymes, we deermimed pheno] SULT activity towas] 2-aphihal. This eseyme
activity can he comsdered 3 2 nelevant index for the capacity of the liver i
sullcomjugge thyrod homones 25 bath e sulocmjugaton of $omoxd
hormones and 2-maphthal ane carried o by phenol sullotramedersees (Chomoge
el al, 20060 SULT activily towasl 2-mphthol was asayed by opimisng the
methad of Sekurs of al (195]1) ax modified by Sheng ef al (2001). Briedly, the
Zenaphiho] sbstaie ((L25mb) and the 3" -phophoadenoane 5 phoesphosulfze
cafactor (1L2mM) were movhaed 21 37°C with 220 pp of cytesalie paoeing m
& sochum acetsie buffer (05M, pH 551 The reactiom was skpped afer 10 mm
with sulbrk acid cmmmg metiyvkne blue (il comenraton m e mix of
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TABLE 1
Oligonucleotide Sequences for RTqPCR

Clene NUBI RefSeq Faorward pamesr (5'-3') Bevers primer (3°-3)

Thp MM _O0 10031958 CUACADCAGOC TUTGAGAGE AGOCAAGATTCACGOTGEAT

Updlal WK1 2653 CTTCAGA AA AA ADDCCTATOOCA OCAAAGAGA AAACCADGATGE

Sultl b MM 022513 OAACAAAATOTTOCTON “AMG TOATGOAGTTTTUTTUAADAGTTUAA
Cyplal WK1 2540 CAGTOCTTOCTCACAGOC A AA AGGCTOOOAATOCATACACAGA
Cyplal MM 0112541 TOAGOACTCAGTOUTTODUTTA GOACAACTTOTAAGGATCAGETOTCT
Cyp2b2 XM_O0 062335 CTODGUTATGOTT IO TGROT AGGOGATGODGOOCTGTOA

Cyplal MK 131405 TTOTGCAAAACTTUTOCTTOCAG CTTTAGAATAATGOGOTTT TG TG TG
Cypdal MM 153312 TTCTOCTTOCAGOUTTOEA CAATAAAATIOCTIOAGOGAA AGTUAG

(. 1o M ] (.15, respectivel y). Methylene blue o pired dome with the 2
naphty kulfate frmed by e sulfocmpgation reaction. The resultng sulfure
i ester w exiraced with chloraform and wes quamtifiedl by sadmg the
sheorhance 21651 nm. The SULT activity was cakuluied 25 the nameomoles af 2
nagthty kulfate fommed per Gme ami and malligreon of hepatic cytosolic protedns.

Experiment 3: Effect of fipmnid and fipronil sulfone on CYF
inducion.  Antipyrme Assmy. Plaone antipyrme comeniatioons were de
termined by HPLC coupled with 2 UV detection method as peviously
described (Leghan e al, 20090 The mesn within<day precigom for three QO
poals was 4539, and the mean hetween-day precision b these three O poals
was 5.4 The LOQ) was validsted 21 03 pginl

Deemmination of Cyplal, Cyplal, Cyplbl, Cyplal, and Cyplal mRENA
Espresiion by RTgPCR. Humen CYPLAL CYPLAZ, CYP2ES, and CYTP3AS
are respossibile for figroni] metabobism (Das eral, 2006 Tmg ef al., 2009 andf
ar mvalved in antpyrine metholizm (Engel of al, 19960 Thos, we determmned
the mRNA expression aof the comesponding = orhologs Cyplal, Cypla?,
Cyplbd, Cyplal, and Cypfal by RT-qPCR in velocle, ligmmil-, and ligmoml
sulfrme-treated groims. RTqPCR wee pefommed on thee mENA a2 described
zhove. All the primess wed (Tehle 1) wes valdated ke RT-gPCR efficiency.

CYPEA Protem Expression by Western Bt Az CYP3A4 i the prechminant
isoform respemahle e the Soxilaton of figrom] in homess (Tag e al
20045, we determmed if the morease m mBENA expesgdon s 2 result aof ligroml
andfor figmom] salfone reaiment was associzled with increased  profein
expesaon of the equivaknt mibolgs m k. Wesemn bl analyses weme
done with 10 g of heat-denatumted micrsoamal prowin. The ekcimphoress
wis rum em precas gels (80V, 30 mam; 150V, 90 man), and the protems wene
tramsfermed o polyvinylidene flucride memiranes (120, 60 min). Afer
hhckmg for nompecitic bmding (120 mm ), the membranes wes moubaied for
Al min with 2 mewse memockmed ant homen CYP3A pimary amibody (Sant
Croz Bistecimalogy Ine, Heidelberg, Gemmany | Aler washing, the memiranes
wete menhated for 40 min with 2 goad anti-mose secondary antibody coupled
1o 2n mirazed focrophos (goat anti-mowe 770 CW 15, Biotum, Interchim,
Montlugim, France ). Afer washng, the stimng was quantified wath an nfraned
imaging system (Odyssey mirmd imagng sysem, Lior Biscences, Les
Ullis, France).

A mokcnler weight marker and three reference poals loaded 21 2, &, ar
12 pg of profeins were mepeated on 2ll the gek. Bach gel incloded 10 we of
micrsane] ok fon two differest ammalk of each Festment group.
A calibmtion crve of the stiming menly venms quentity af profem was
obimed trough quastification of the eference poal agmal ad wed 1o
caleulate the theometical sigmal for 1) we of protin. This valoe wes then naed 1o
nomml e the signel intemsily hetween membomes. The elative mienaty of the
sigmal for esch sample was delined 2 the ratio of te obaerved amal miemiy
1o the calculated 10 we theometial signal and wes expressed per gram af fresh
e,

The specilicity of the primary anfibady directed o homan CYP3A for ma
CYP3A was checked by premeubations of the antihody man with rat CYP3A]
amd ral CYPIAZ Supersommes 21 different concemrations (2-80 wg; BD
Bisciences, Le Pant-De{lax, Frame). Premcalation with either super
somes for 5 h oesulled m o2 morked supersome amcenratiomedependent
decrease ol immunoreaciivity in microsomal fractions thas atestng (hat the
sigmal obtined m owr micmsmnal pool was specific o the 1 CYPSA
family. The specilicity af the secondary antibody was checked by anitting the
primary anfibody and verif ving that no ggmal shove the beck ground conld be
deecied.

Mhanmmacokinelic Analyss

The phermacobinets salyes ke csperment | wese pechmmed by
mokmnperinenial anabysis. AUCS (Areas ander the plasme comcentation Gme
crves ) bor fipremil and figroml sulfome after figrom] or figron] sullime v or po
ubnimisratioms were deermined usmg the loglner mapesoib] rok. The
fraction £, al ligroml fet was ol tnnsdommed by fingoe methobian oo

Ale™ A et
AT e A o
whes ALC: fer fipremil and fipremol sulleme were defermimed abier fiprem] v ar
o admimistratioms (Weis, 1965) (1 —_$,;| characterized the degree of firspas
fermatiom of the metwhalie 2 the bver is fe mam argan myvalved in fipzamal
elimimatiom (AFS5A, 2005), asuming that -fF' = Fy (fraction of fipromil that
escapes 2 mngle prsape Srouagh the lver) and ':]_fPﬂ;' = [y (hepatic exracton
ratin). fo, i a2 good estimator aof figromn] himondommation: mio lipremil solfone.

figremil sulbme was calcnhied scconding o f,, =

The factioms of fliprmil o fiproml sulfome abiorbed, S 2 G g wene
AL

delinal s fop, = —!gl"— K m—:ﬂ where AU for fipromil sullone wene
s-E—— =

detemmined alier lipremil av a7 o abrmidnion W oedimde Lo, and dher
ligmemil sulfime v or po admimsrations b estmoe e e (Wedss, 199000

The pharmecokmetic analyees for expeniment 2 and 3 were performed by
leastaquanes regresgom analyds wmyg Wirtanlin softwane sz previously
deseribed (Leghail efal., 20091 The tme cowse of plasma antpy rne and ot
amd free T, concemrgions were fifted mwmg 3 hiexpomemizl equation
comespond mg o 2 ine-conmparinent model with 2 fing-onder ahsomion phase.
The datx were weighted by the mverse of the lited vahies for bee T, but no
weighting was applied o the tolal T; andantipyrine date, The termmal half-life
(f a ), e time (T 0 a1 the mosdmel aomcentmation (O, and the appazent
clearance were determined.

Slatistical Analysi
The effect of the meatmenis on the mean plasma Ty comoentratioms, TT,, FTy
and amtipyrme PE perameters, UGT and SULT sctivibes, CYP3A profein
expression, Dd, Sul, and Cyp mBNA expresaims, and snimal and biver
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Fle 2 Time course of mean (50 plasma fipronil (8) md fiproad] solfone {C) comcenmatioms after an iv (A) or 2 po (B) holus of fiprondl Gop graphs) or
liprom ] sul feme (hattom graphs). Fiprom] and fipromil salkme plsma concentratims were messuned m hlooad samples collected the day helore and 005, 025, L5,
2,4, % 24, 9%, and 144 h sfter liprondl or fipremdl sulfone v adminisrations and the doy bedore and 1, 2, 6, 10, 24, 34, 45, 120, 168, and 216 h after figronil or

liprom] sulbme po admimsArations.

welghts was amalyeed wang 2 onewsy ANOVA wilh meaiment (veluck
conmal, fiproml, fiprom] sulfme) a5 fieed effect foir, Rlkwed by
2 Bomfermmi pest hoe comparison. Thess analyses were computed u<ng B
saftware (R 262, R Development Core Teasn, Vienne, Ausiria).

RESULTS

Experiment 1: Determination of Rates of Fipronil and
Fipronil Sulfone Absorption and of Fipronil
Biotransformation into Fipronil Sulfone

Figure 2 shows the time course of the mean (£5 1) lipronil and
fipromil sulfone plasma concentrations after Gpronil or fproml
sulfome iv administration (Fig. 2A) and fipronil or fipronil
sulfone po admmstmation (Fig. 281, The fraction of fpronil that
escapes o liver fimt-pass effea f,, was (.25 and the hepatic
extraction mtio Fy was estimaed at 0,75 indicating that 755 of
fipronil was biotmnsformed into fiproni sulfone. The absorption
coefficients were similar for fiproni and fipronil sulfone (f,, =
098 md 0.9 for fipronil md fipronil sulfone, respectively),
and both molecules were well absorbed after a po administration.
From those results, it was clear that fipromil was highly converted
into fipronil sulfone after a fiproni po administration and that the
absompticn mate after the po ronte wis similar for both molecules.
These mesults cleady indicate that equimolar treatments with
gither fipranil or fipronil sulfone are likely o lead to similar
fipromil sulfome concentrations at steady stake,

Experiments 2 and 3: Plasma Fipronil and Fipronil Sulfone
Concentrations at the Time of the Ty or Antipyrine Kinetic
Investigations

The plasma fipronil and fpronil sulfone concentrations
observed at the end of the two experiments are histed m Table
2. The fipromil levels were below the LOC) of the assay in the
fipromil-treated  groups. The ratio of fipronil sulfone o
fipromil plasma concentrations could be roughly estimated
by the ratio of fipronil sulfone plasma concentration 1o the
fipromil LOWC) of the assay indicating that it was ot least 400
for experiments 2 and 3. As expected from the results of
experiment [, plasma fipronil sulfone concentrations were
similar in the fipronil- and in the fipronil sulfone—trested
groups for both experiments.

Experimens 2: Effect of Fiproni and Fipronil Sulfone on T,

Clearance

Characterizaiion of the enthyroid-like state. The mean
=500 wial plasma Ty concentmtions were (051 = 016, 030 £
007, and 030 = 0L13 ngiml for the vehicle, fipronil-, and
fipromil sulfone—treated groups, respectively, 23.6 = 0.5 h after
the last Tz s¢ injection and 257 = 0.1 h after the Ta ip
administration,  All these concentrations were within  the
physiological range of toal Ty concentrations in mts (Dihler
et al., 1979), However, a significant treatment effect (p < 0.05)
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TABLE 2
Mean (+513) Plasma Fipronil and Fipronil Sulfone Concentrations in Fipronil-Treated (3.4 pmolkg/day per a5 for | 4 days) or Fipronil
Sulfone-Treated (34 pmol/kg'day per o5 for 14 days) THX + T;, Euthyreid-Like Rats

Eaperimen 2, 2.5 + (L9 h alfler the
Tast fipremil or fipremil sullone adminisration, o = 21

Expermient 3,334+ 02 h
after the le= figrozd] or figron] sulfme admmismatim, 1 = 10

Fipremil groag, a = 10

Sullome graup, n =11

Figranil goap, n =4 Sulkme graup, n = 6

Plasna fiprom] (ngfml)
Plazgma fipromd] sul feme (g fnl )

= LOG
1502 & 394

= 10Q
1630 & 557

= 100
1214 + 547

<= L0
1265 + 244

Nade LOC) (25 ngjmil Tor fiprom D)

was observed. Fipronil and fipronil sulfone tratments pro-
duced a significant 1.7-fold decrease in total plasma Ty
concentmtions {p < 0.05), and ther was no significant
difference in todal plasma Ty concentrations between the two
treated groups {p = (L05).

Effect of treatmenis on body and liver weights,  The mean
body weights (£5D) wene similar o the begiming (236 £ 13,
2372 11, and 240 £ 12 g) and at the end 239 £ 20, 240 £ 9,
and 246 £ 10 g)of the expenment for the vehicle, fipronil-, and
fipronil sulfone—treated groups, respectivel v, The mean (2500
liver weights expressed as a percentage of body weight
were 318 = 00209, 4,18 = 0.54%, and 383 £ 0.55% al the
end of the experiment for the vehicle, fpronil-, and fipronil
sulfonereated goups, mspectively, mdicating a significant
31.5% and 204% increase in liver weight in the fipronil- and
fipromil sulfone—treated groups (p < 001

wWehicie
& Fipranil
ulfane

Phasma Tetal T, (ng'mL}
-
=3

)
1} "
[ 4 10 14 n 25
= 0
]
z
]
§
% 1
8
g
B o
o 5 0 15 il &5
Time {h)

Effect of freatments on foial and free Ty pharmacokinelic
parameters. Ty was indetectable in blood samples collected
hefore Ty sdmmistration, confimning the Te-free status of the
THX + Ty mts, Figure 3 shows the time course of the mean
(=500 total (Fig. 34, left) and free (Fig. 3B, left) plasma T,
concentrations and the resulting apparent clearances for tolal
{Fig. 3A, right) and free (Fig. 3B, right) Ty. The mean total and
free plasma Ta concentrations were higher in the wvehicle
contral group than in the treated groups at all time points, The
magimurn total Ty concentration for the control group was
within the phvsiological range for rats (Topo e al., 20007, The
apparent clearances of total and free Ta were about 2.5- and
2B-fold lgher mn the two wreated groups than m the vehicle
grmoup. The other total and free Ty phammacokinetic pammeters
are presented m Table 5 There was no significant difference in
TT, and FT, phamnacokmetic parmeters between the fipronil-
and fipromil sulfone—treated groups (p > 00.05). For todal Ty, the

Total T,

(mLimin/hg)

N EEE

Free Ty clearance

BVehicle 8 Fipronil OFipronil sulfons

Flz, 3. Time couns of mean (+50) s sotel T, (A, i) and Iree T, (B, leb) amcemrations following anip T, bohs (10 pae) o vehicke (n =9, iy,
fipremilmeated (34 pmalkgiday per o for 14 days, 0 = 10, 8, sl lipromil sulfrme-treated (34 pmolgtay per ox for 14 days, 0 = 101, ) THX + T,
euthymid-like rat Towl and free T, concentmations were measured in blood samples colleced hefore and 21 0025, 1,2, 4,8, 12, ancd 24 h alter the T bolus. The har
graphs represend mean (#5000 toial T, (A, ngin) and free T, (B, right) clearances m vehick comtral {gray bers), ligrom ] Mresked (black bors ), and lipronil sollone
treated] (while bars) groups. Sigrolicanly differes broon comtral: *p < (LOS, **p < 000
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TABLE 3
Mean {#503) Total and Free Ty Pharmacokinetic Parameters in
Yehicle Control (r = %), Fipronil-Treated (34 pmol’kgiday per
ox for 14 days, n = 1), or Fipronil Sulfone—Treatod (34 pmold
kefday per o for 14 days, n = 11) THX + T,
Euthyroid-Like Rats

Vehick, Frpremil, Fipraal sulflime,
n="% in =10 in=11})
Tenzl Ty
G () 495 +41 A +54 AH+dS
Tonae () 1% %05 l& =04 2. 1.0
e (zfmaly 55+ 1268 321+ 138* 313+ 134%
Free T,
iz {hy 1435 A7+ 20* A5+ 149 %
-y ] 20 =05 15«04 20=09
Conee (prgfmly 155+ 53 TAEIFH ET+54*

HNates, Twemy-fowr howrs after the kst velicle, figrondl, or figroni] sulfone
aclmamistration, fokl and Iree Ty were assayed in blood samples collecied hefore
and 210025, 1, 2, 4 & 12, and 24 hafter 2 Ty ipadminisration (10 wpfg). Toal
and fmew T, parameters wes caloulated wmng 2 ame-comparinent madel ko
e ravascn lar ackmin Aratiom with linscrder shesomion and elmminstion phases
Signilicamly different from cmiml *p < 005

Cae was significantly lower in the fipronil- and  fipronil
sulfome—meated groups than in the vehicle group, while the
half-life and T were umaffected by the treatment. For free T,
the Oy and Ty hall-life wers significantly lower in fipronil-
and fipronil sulfeme—treated groups than in the vehicle contral
group, while the Ty, was unaffected by the treatment.

Effect of treatments on T, metabolic profiles.  Figure 4
shows the time course of the mean (£5D) Ty (A), Ty (B), and
Tz (C) plasma concentrations in plasma pooled by treatment
(two  different pools for each time point) following T,
administration. T5 plasma concentrations were below the
LOGQ  of the assay. Owerall, those results on wotal Ty
concentmtions wene consistent with results obtained by
assaving Ty in individual rats by mdioimmunoassay, Ty plasma
concentrutions for the vehicle pool were higher than for
fipronil- and fipronil sulfome—treated pools at all time points. T
plasma concentrations rose well above the physiological range
just after the Ts sc injection but decreased mpidly (o
physiological levels for all pools. However, plasma Ty
concentmtions appeared o be higher for the vehicle poal for
each time point. The plasma concentrations of T, did not
appear to vary over time even after the Ty or Ty administration,
Interestingly, plasma Tz concentrations were higher for the
vehicle pool than for the fipronil- and fipronil sulfone—reated
ones al all time points.

Effect of treatments on Ugtlal and Saitdbl mRNA
expressions and on UGTIA and phenol SULT activities.  The
bar gmphs on the left of Figure 5 represent the mRNA
expressions for Ugtlal (Fig. 5A, left) and Suit! bl (Fig 5B,

Tyip injection

o 120 7 lastT;scinjection
=
% 100
iz
£ &
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Plasma concentrations
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SE
E
]
o i
] . v - v - ]
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Fla 4 Time couse of mesn @500 plaans Ti (A, Ty (B, and T2 &)
cmeentratioms following an ip Ty holus (10 ugfke) o vehicle comral (25,
figrom Mreated (3.4 pmaolkgiay peros ke 14 days, ®), and fiprom)] sulfme
weated (3.4 wmal kghlay perox for 14 days, ) THX + Ty, euthyroid -like rats.
Bl samples collected ke T, kmetic investigatioms were pooksd by eatment
o ohixin two pook for each treatment (o = 4 to & animads by pool)and tme
vt (hefore and 210025, 1, 2,4, B 12 and 24 hoaler the T, bolus) Valies s
mezan (#50) of plasre concenrations of the two pook for esch pont

left). Significant 3.0- and 4-fold increases wene recorded in
Ugtlal mENA expression in the fipronil- and fipromil sul fone—
reated gmoups, respectively (p o< 0010 Similarly, Suir! 5]
mBEMNA  expression showed  significant 25- and 2 9-fold
mereases in the Gpronil- and fipronil sulfone—treated groups,
mespectively (p < 001).

The bar graphs on the right of Figure 5 show the mean
=50 UGT1A activity toward d-nitrophenol (Fig. 54, right)
and the mean (£5D) phenol SULT activity wward 2-naphthol
(Fig. 5B, righty, UGT 1A activity was significantly higher in the
fipromil- and fipronil sulfone—reated groups (p < 001) with
a 1.9- and 2.0-fold increases as compared with the vehicle
group. Surprisingly, none of the treatments had an effect on
SULT activity toward Z-naphthol (p = 0.05).
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FlG. 5. Mean (#50) mBNA expression (lell) of Dyl al (A) and Sufe/ bt
(B) and hepatic actvites {right) of micresemmel UOT1IA (A) md oytesalic
phemal SULT (B) m vehicle (n = 9, gray hars), ligrom Mreated (3.4 gl
day per o for 14 days, m = 10, hlack bars), or fiprond] solfone-reated (3.4
el giday per ax for 14 days, o = 11, whte bees) THX + T, euthyroid-hke
rats Sigrificantly differem froem contral: 2% < 001

Experiment 3: Effect of Fipronil and Fiprond Sulfons on CYP

Induction

Effect of treatmenis on body and liver weights,.  The mean
body weights (£50) of the mts were similar ot the beginning
(237 26,241 2 12, and 243 = 17 g) and at the end (243 £ 9,
244 = 9 and 244 £ 18 g) of the experiment for the vehicle,
fipronil-, and Apronil sulfome—treated groups, respectively. The
mean (£500 liver weights exprssed as a percentage of body
weight wene 3,412 035%, 3,892 040%, and 367 £0.22% a
the end of the expenment for the vehicle, fipronil-, and fipronil
sulfome-meated  proups, mspectively, and did not differ
significantly between groups (p = 0,11

Effect of treatments on antipyrine pharmacokinetfic param-
efers.  Figure 6 (left) shows the time course of the mean (=50)
plasma amipyrine  concentrations - vehicle, fipronil-, and
fipronil sulfone—reated groups after antipyrine ip adminisim-
tion. The mean plasma antipyrine concentrations in the vehicle
group were higher than i the tresed gmups at all time points,
The tresment significantly  affected  apparent  antipyrine
clearance (Fig. 6, right), which was 1.7-fold higher in the
two  trested groups (p o< (LO0). The other antipyrine
phammacokinetic pammeters are given in Table 4. A significant
[7-old decrease in mtipyring hall-life was observed in the
fipronil- amd  fipronil  sulfone4reated  groups (p < 001
Whatever the parameter, there was no difference between the
two treated groups (p = 005

Plagms antipyrine
p'mlp
2B ¥ 8 B3

4 & B o
Tirne K] B'shick ®Figeonil OFpronl sulfone

FHa 6 Time coure of mean (50 plaans aatpyrne (el amoenratioms
falkywing an ip antipyrine balus (30 mpdkg o vehick (0 = 5, 3, fipromil
wreated (3.4 wmalkgiday per ov ke 14 days, 1 = 4, ), and ligrom] sol fkme
meated (34 pmol kgfdey per ox for 14 days, n =6, [ THY + T, emhyroid
hike rats. Antipyrme wis measued in blood samples collected 21 015, 1, 2,3, 5,
7, and Yh alter the amtipyrine bolus. The ber graghs represent mean (+50)
aripyrine charnnce (right) m veluck comral {gray bams), liproni-trested (hlack
hars ), and lipomil salkbme-trested (white bars) proups. Significandy diferent
fremm comtral: *%p < Q0L

Effect of treatments on Cyplal, Cypla2, Cyp2h2, Cypial,
and Cyplal mRNA expressions and on CYP3A profein
expression.  Cyplal (A), Cypla? (BY, Cyp2b2 (Ch, Cyplal
(D, and Cypfa? (EymBNA expressions are shown m Figure 7.
The fipronil and fipronil sulfone treatments indoced a sigmifi-
cant merease m CypFad and Cyp2h2 mRNA expression (p <
01} as compared with the vehicle group. Cypdal mRNA
expression was 22.0- and [R7-fold higher and Cyb252 mRNA
expression wis 101+ and 7 0-fold higher in the fipronil- and
fipromil sulfeme—treated proups, respectively. The treatments
hud no significant effect on the expression of Cyplal, Cyplal,
and Cypla? mRNA (p = 051

Figure A shows a representative example of a Western bl
with labeling of CYP3A immunoreactivity for one represen-
tative mt of each gmup fFom experiment 3. One immunore-
active band was identified at abow 52 kDa as a CYP3A
immunoneactive band. The bar graphs of the Figure BB show
the mean (+£50) relative intersity of the CYP immunoreactive

TABLE 4
Mean (=503 Antipyrine Pharmacokinetic Parameters in Vehick
Control {n = 5), Fipronil-Treated (3.4 pmolkg/day per os for
14 days, n = 4), or Fipronil Sulfone-Treated (3.4 pmol/kgfday
peras for 14 days, n = 6) THX + T,, Euthyroid-Like Rats

Vehicle, Fipremil, Fipremil sulfone,

(n=15) {n=4) n=6&
fim (B 28404 L7 4 (04 ** 16+ (12 **
Torue h) 03 +01 035 #0l 0 &2
Crer (18'ml) nY+10 314427 ) I T

Noses. Twenty-four hows aller e kst vehicle, lipmomil, or fiprol salfone
achmimstratiom, antipynne was asyed in hlood soeples collected 2105, 1, 2,
3 5,7, and 9 h afler an antipyrine ip abminisratom (30 mefie). Amipydine
Erimetens wete estmnled wmg 2 one-compatment maodel b extravasonls
ahmimsirton with listorder atsapion wd elmmmetion pheses. S1gnificanily
chiHezem Iremn comtral: **%p < 0401,
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band in the three groups. A significant effect of teatment (p <
0,05) was ohserved, resulting in a significant 4.2- and 4.5-fold
increase in CYP3A expression in the fipronil- and fipronil
sul fome—meated proups, espectively (p < 0.05)

DISCUSSION

In agmeement with our previous results (Leghnit er al., 2009),
the current study demanstrates that fpronil treatment leads o
an merease i free and il Ty clearances in THX 4+ T,
euthymid-like mis, In Leghait®s (2009) experiment, the thymid
dismuption in fipronil-reated s could have resulted from
gither o direct action of fipronil before s hepatic  bio-
transformation into fipronil sulfone or ffom an action of
fipronil sulfone, which persists much longer in the organism
than fipronil iself. To determine if fpronil sulfone could be
responsible for thymwid disruption, we chose i the curment
study o compare the thyroid-disrupting effects of fipronil and
fipronil sulfone trestments that gave similar plasma fipronil
sulfone concentrations, I order 1o establish the dosing
regimen, we [ist arried oot phamacokinetic investigations

Experiment 3 E]
VEH FIP  SULF
50
Z 150
=
= 100 =
i‘ 75>
E 50 =» —— Y P3A
°
2 1>
B

"...
(1]

1

Relative lntanniry of the

CYP3A immunoreactive

band ! g of fresh tissue
i

ﬂ o
BVehicle

FHa & “Westem bl (A) with lahelmg for the quamification of CYT3A
rofEin expresion e cme represenitive THX + T, evthyraid-like a1 ol
vehicle (VEH ), lipremil-drested (FIF), or lipromil sulfone-tested S 1ULF) groups
Iremn experiment 3. brmunoresctivity was quantilied with an mined mmagmg
system. The bar graphs represent mean 500 CYTP3A mumunonzctvity (B)in
the vehicle control (gray hars, = 5), lipromreated (hlack bass, n= 4), ancd
figmomil sulfime-treated (white bars, n = &) groups. CYPRA immamoresctivity
was nomalied womdmg o o2 theometical svalee for 2 mefeence pool
Sigmificamly differem fromm comral: *p < 005,

®Fipronil OFipronil sulfone

of hoth molecules given by the iv and po rontes, For the first
time, a precse determimation of the rate of fipronil bio-
trims formation nto fipronil sulfone and of the absorption of
fipromil and fipronil sulfone wene established. From our results,
it was clear that (1) hepatic imt-pass metabolism of fpronil 1=
very important after the po roate and (2) fipronil is largely
trmns formed into fpronil sulfone for both routes of adminis-
rmion. This indicated thm equimolar fipmonil and  fpronil
sulfome dosing regimen should result in similar fipmonil sulfone
concentrations, which led us o we this eguimolar dosing
TEZIMEn i Gur main experiments.

As results from our luboratory and from non-peer—reviewed
toxicological evaluations (AFSSA, 2005; Leghait ef al,, 2009)
sugpgested that conjugation mechanisms associated with biliary
clearance were primuarily involved in fipronil-mduced thyroid
disruption in rats, we first studied Ty conjugation pathways, We
demonstrated that the mRNA  expression of Ugrlal was
increased by both fpronil and Gpronil sulfone (reatments
sugpesting that UGTIAT might be imvolved in increasing Ty
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elimination. This hypothesis was sirengthened by the fact that
baoth treatments increased not only Ugilal gene expression bat
also UGTTA activity.

Sultlbl mRNA expression was increased by fipronil and
fipronil sulfone treatments but none of the two reatments had
a significant effect on phenol SULT activity toward 2-naphthol.
This apparem discrepancy could be explained by the fact tha
measurement of phenal SULT activity might result from the
activity of severul ather SULT isofomms, Indeed, SULTIATL
SULTIAZ and SULTIC2 that anre less potent in mediating Ty
sulfoconjugation in the liver of female mts than SULTIBI
(Eester er al., 2003) also sulfoconjugate 2-naphthol (Falany
ef al., 2005). Thos, if only SULTITBI activity was upregulated
by fipronil andfor fipronil sulfome treatments as suggested by
increased mEMNA Sultlbl expression, this effect might have
been diluted by the activities of the other SULT isoforms
measured by the assay.

Cur results on Ugrlal and Swltl 5 mENA expressions and
on UGTIA activity suggest that fipronil and fipronil sulfome
treatments similarly increase Ty comjugation pathways. How-
ever, the involvement of other Ty metabolic pathways,
including deiodination cannot be excluded. In an atternpt to
gain more insights on deiodination pathways  potentially
involved inmediating fpronil- andjor fpronil sulfone—induced
thyrowd disruption, we focused on the effects of the treatments
on plasma Ty and T concentmtions in owr THX 4 Ts,
euthymid-like mts. In the sample collected approximately 24 h
after Ty and 22 h after Ty administrations, Ty concentrations
wene significantly lower in treated animals in experiment 2,
The Tz source in this sample could not be purely exogenous as
Ty could result from the detodination of Ty admini stered for the
kinetic mvestigation. However, at the time at which Ty was
measured, almost no Ty remained i the blood, suggesting that
the Ty assaved was most likely from exogenows origin, Thus, it
can be measomably assumed that the difference i plasma Tz
concentrtions observed at this tme reflected an increase n
exogenous Ty elimination rather than a decreased production
rate through T, deiodination. Accordingly, plasma Ty and T,
concentmtions in pooled samples wene always lower in the
treated  groups than in the vehicle comml group. This
strengthens the hypothesis that Ty and T, clearances might
have also been increased by fipronil and Apromil sulfone
trestments. Alternatively, it cannot be excluded that those
treatments might have been associsted to a decrease in T, andy
or Ty production mte. Such an inhibition of the thyroid-
regulating deindinases has been deseribed after treatment of
humnan liver with halogenated phenolic contaminams, which, as
fipronil, disrupt circulating levels of thymid hormones (Butt
eral., 200 1), Finally, it is clear that even though an induction of
deiodinution pathways might have occurred, it was not high
enough o balance a potential increase in Tp; andfor Ty
elimination rates. In conclusion, we were not able to provide
evidence from this study that metabolic pathways other than
conjugation might also be involved in fipronil- or fipronil

sulfome—induced thyroid disruption in rats. However, for all the
parameters that we evaluated (metabolic profiles, eneyme
activity, mENA or protein expression), exclusive fipronil
sulfome tremment led 1o the same effects as fipronil trestment.

Both fipronil and fipronil solfone treatments  increased
antipyrine clearance, which is considersd as a relevant bio-
marker for CY P activity in vive in different species (Chan and
Yeung, 2006; 5t Peter er al., 1991). In agreement with data on
antipyrine  hepatic metabolism (Engel e al., 1996), this
increase in CYP activity was associated with increased mt
Cypial and Cyp2b2 mRNA expressions. This was consistent
with data obtained on human hepatocytes (Das er al., 2006) in
which fipromil induced the human onthologs Cyplad and
Cyp2b6. The increased Cyplal mRNA expression in rsponss
to fipronil and fipronil sulfone treatments was associated with
an increased protein expression of CYP3A, Thus, it is very
likely that fipronil sulfone induces its own formation and that
during a fipromil treatrment, a dmamatic increase i fpronil
hictransfommation into fipronil sulfone might increase the risk
of fipmonil sulfone exposure. Moreover, although Cyplal
mBMNA  expression was increased by fipronil treatment in
human hepatocytes (Das ef al., 2006), our experiment did not
reveal an effect of Apronil mdfor Apronil sulfone on the mt
Cyplal otholog. It is noteworthy, however, that induction of
Cyplal m horman hepatocvtes occurred ot fiproml comeen-
traticns in the culture mediom mostly much higher than the
plasma fipronil or fipronil sulfone concentrations present in our
study i vive, Overall, our msults clearly showed that fipromil
sulfome i a CYP inducer ot least as efficient as fpronil itsell
and can target the same isoenzymes,

An merease in liver weight was observed with fipronil and
fipromil sulfone treatments in expenment 2. The hepatomegaly
15 consistent with rsults of regulatory toxicological evalustions
that showed an increase i mt hiver weight after a fproml
treatrment (AFS5 A, 2005). It is notewarthy that both hepato-
megaly and increased activity of hepatic enevmes have been
shown to result from the activation of different types of
wenosensor nuclear recepors, For example, the activation of
the constitutive andrstane receptor (CAR) and the pregnane X
meceptor (PXR) have been shown to be associsted with
hepatomegaly (Hung er al., 2005: Ross er af, 20100 and 1o
megulate hepatic phase 1 emeymes, especially CYP2B and
CYP3A, and phase II eneyvmes involved in hepatic xenohiotic
and thyroid hormone  metabolism  (Konno e al, 2008).
Iterestingly, fipranil has been shown o be a ligand of the
human PXR in virro (Lemaire er al,, 2006). It can thus be
postulated thwt PXR andfor CAR can mediste fipronil- or
fipronil sulfone—induced thyroid dismption.

In conclusion, fipronil sulfone  treatment in rats can
mproduce the effect of fipronil tremtment on hepatic T,
catabolism and on all CYP and comjugation enzyme expres-
sioms and activities, suggesting that the metnbolite is at least as
efficient as the parent molecule. B is noteworthy that, in the
current experiment, rts were treated with relatively high doses
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of fipronil or fipronil sulfone. Owr conclusions might thus be
limited to the maxirmal effect of fpronil and fiproml sulfome.
A full dose-response experiment would be  requird o
determine the relative potencies (concentration leading o half
the maximal effect) of the two molecules and definitely
comclude on their respective potentials as thymid disruptors,
Furthermore, the dose-response experiment would also be
required (o determine the full mnge of fponil or fpronil
sul fone concentrations that can induce an increased elimination
of thyraid hormones, This could determine if the thymid
dismipting potential of fipronil or Apronil sulfone should be
expressed at lower plasma concemtrations, ie., in the ng'ml
range, such as those likely to occur in humans from the
acknowledged  domestic or  professional uses of  fpronil
[AFSS A, 2005, Herin ef al, 201 1) andfor accidental intoxication
(Mohamed e o, 2004). Funher evaluatioms of the role of
fipromil metaholism as a deermining factor for the potential of
fipromil as a thyroid dismpor appears to be a critical issue
Indeed, in mgulatory toximlogical evaluations, the potential
confribution of fipronil sulfone to fpronik-induced  thyroid
disruption has not been addressed despite the fact that fpronil
sulfome i the main metabolite formed i vive in humans and cim
persist much longer in the organism than fipronil iself
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CYP450-Dependent Biotransformation of the Insecticide Fipronil into Fipronil Sulfone Can Mediate Fipronil-Induced
Thyroid Disruption in Rats

Béatrice B, Roques, Marlene Z. Lacroix, Sylvie Puel, Véronique Gayrard, Nicole Picard-Hagen, Isabelle Jouanin, Elisabeth Perdu,
Pascal G. Martin, and Catherine Viguié
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Toxicological Sciences 127(1), 2041 {2012)

A posterior! careful examination of the dataset used for the initial publication of our results regarding pharmacokinetic inves-
tigation on fipronil and its main metabolite, fipronil salfone, in rat showed fipronil and fipronil sulfone concentrations in blood
following iv administration that were not consistent with concentrations observed following oral administration. Accordingly,
the measured concentrations in the iv solutions appeared to be much lower than the expectaed nominal concentrations, suggesting
a problem with the stability andfor the solubility of the molecules in the vehicle used for iv administration (ethancl/water, v/v),
while the po doses appeared to be about 955 accurate. In addition, we initially performed the PKE analysis on the base of estimated
AUC at infinity (AUC, ). Because of the extremely low elimination rate of fipronil sulfons, this might not be an adequate way
to analyze our data on fipronil sulfone pharmacokinetic. Indeed, an accurate estimation of AUC, | for a molecule with a very low
elimination rate, i.2.. an estimation for which no more than 20%% of the predicted AUC, | is accountad for by extrapolation, would
require monitoring blood concentrations for a very long period of time, which is not possible in rats. As a consequence, the estima-
tion of AUC,  with cur set of data is very likely to be inaccurate.

The phammacokinetic investigation of fipronil and its main metabolite was thus performed again (experiment 1). Modifications
of the experimental procedure and data analysis aiming at avoiding the pitfalls of the first experimentation have been performed
as described below. The whole iv kinetic experiment was re-performed with a new vehicle solution (DMSO/ethanol/pyrogen-
free water solution, vol/vol/vol) and the same dose than the one used for po administration (3.4 pmolkg BW) to allow a direct
estimation of bioavailability without comection for the dose. The stability of the solutions was checked by measuring fipronil and
fipronil sulfone concentrations prior to administration. The accuracy of the doses appeared to be around 80%. The experiment
was performed on 3 adult female rats for each molecale with fipronil sulfone obtained by chemical synthesis from fipronil. To
monitor the time course of fipronil and fipronil sulfone plasma concentrations, blocd (150 ply was collected in heparinized tbes
the day before and 0.25, 0.5, 2, 6, 10, 24, 48 and 120h after administrations. Fipronil and fipronil sulfone were assaved with the
same method as for po administration.

As previously, PE analysis was performed using noncompartmental analvsis. However, the estimated AUC over 120 h follow-
ing administration (AUC, ) was usad instead of estimated AUC_ to calculate the oral bioavailabilities (F) according to equation
1, and the biotransformation rate of fipronil into fipronil sulfone following iv administration (T) according to equation 2:

molaculed UC,

Foi () e 00 g i)
moleculed U,y
_— fipronil sulfone Dase, ; Sipronil sulfoneAUC, 13 e eemitin w 100 (2)
Y fipronil Slfone AUC) it aper frresiinifoneis Jiprond Dose ]

As shown in the new version of fig. 2, equimolar po administrations of fipronil and fipronil sulfone led to similar fipronil sulfone
plasma concentrations time courses. In addition, fipronil sulfone appearsd to be very slowly eliminated whatever the administra-
tion route, AUC, | were 3030 and 5662 ng/mlh for Aipronil and Apronil sulfone after fipronil administration iv, respectively; 3283
and 14,612 ngf/ml'h for fipronil and fipronil sulfone after fipronil administration po, respectively; and 7720 and 10.264ng/ml'h for
fipronil sulfone after fipronil sulfone iv and po administrations, respectively. Fipronil and fipronil sulfone oral bioavailabilities were
very high (estimated values at 34 and 132%, for fipronil and Apronil sulfone, respectively ). After iv administration of fipronil, the
rate of biotransformation of Apronil inte Apronil sulfone was estimated at 75%. In the first set of data. the AUC, . following iv
administration of a dose of 3me'ky were 4858 and 421 Tng/mlh for Apronil and fApronil sulfone, respectively. Thus, thoss AUCs,

1 The Author 2012, Puhblished by Oxford University Presa oo behalf of the Saciety of Tozicalogy. All rights ressrved.
Far permissians, please =mail: journals.parmissions @oup.com
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FI:. 2. Time course of mean (= 509 plasma fipronil (0 and Gprond sulfene (O concentra bons after an o (A) o a po (B) bolus of fiproml (top graphs) or
fipronil sulfone (bottom graphs). Fiponil and fipronil aulfone plasma concentrations were messumed in blood samples collectsd the day before and 025 0.5, 2,
6, 10,24, 4% and 120k after Apronil of Gprood] sulfone iv sdministration and the day before and 1, 2, 6, 10, 24,34, 48, 120, 162 and 216 h afer fipronil or fipronil
aulfene po sdministemtons. For po administration. data were tnncated e the first 1200 becanse only the 0-120h data were used for analysis

when comrected by the doses, appeared to be respectively 1.6-
and 3.6-fold lower than the one obtained in the second set of
experiment, confirming that our doses were nol accurate,

Our data clearly showed that both fipronil and fpronil sul-
fone are very efficiently absorbed po and that fipronil s highly

comveried into fipronil sulfone. Thus, our new results are in
agreement with our former conclusion that an equimolar fipronil
and fipronil sulfone dosing regimens, such as the ones used in
the main experiment on fipronil-induced thyroid disruption,
should result in similar fipronil sulfone plasma concentrations,

199



200



REFERENCES

REFERENCES

Aajoud, A., Raveton, M, Aouadi, H., Tissut, M., and Ravanel, P. (2006). Uptake and xylem
transport of fipronil in sunflower. J Agric Food Chem 54, 5055-60.

Abel, E. D., Ahima, R. S., Boers, M. E., Elmquist, J. K., and Wondisford, F. E. (2001).
Critical role for thyroid hormone receptor B2 in the regulation of paraventricular
Thyrotropin-releasing hormone neurons. J Clin Invest 107, 1017-23.

AFSSA (2005). Evaluation des risques pour la santé humaine liés a une exposition au
fipronil, pp. 173.

Audebert, M., Riu, A., Jacques, C., Hillenweck, A., Jamin, E. J., Zalko, D., Cravedi, J. P.
(2010). Use of the yH2AX assay for assessing the genotoxicity of polycyclic aromatic
hydrocarbons in human cell lines. Toxicol Lett 199, 182-92.

Baltaci, A. K., Mogulkoc, R., Kul, A., Bediz, C. S., Ugur, A. (2004). Opposite effects of zinc
and melatonin on thyroid hormones in rats. Toxicology 195, 69-75.

Beckett, G. J., and Arthur, J. R. (2005). Selenium and endocrine systems. J Endocrinol
184, 455-65.

Bégué, J. M., Guguen-Guillouzo, C., Pasdeloup, N., and Guillouzo, A. (1984). Prolonged
maintenance of active cytochrome P450 in adult rat hepatocytes co-cultured with
another liver cell type. Hepatology 4, 839-42.

Bernal, J. (2007). Thyroid hormone receptors in brain development and function. Nat Clin
Pract Endocrinol Metab 3, 249-59.

Berry, M. N., and Friend, D. S. (1969). High-yield preparation of isolated rat liver
parenchymal cells: a biochemical and fine structural study. J Cell Biol 43, 506-20.

Berry, M. J., Grieco, D., Taylor, B. A., Maia, A. L., Kieffer, J. D., Beamer, W., Glover, E.,
Poland, A., and Larsen, P. R. (1993). Physiological and genetic analyses of inbred
mouse strains with a type | iodothyronine 5" deiodinase deficiency. J Clin Invest 92,
1517-28.

Bertilsson, G., Heidrich, J., Svensson, K., Asman, M., Jendeberg, L., Sydow-Backman, M.,
Ohlsson, R., Postlind, H., Blomquist, P., and Berkenstam, A. (1998). Identification
of a human nuclear receptor defines a new signaling pathway for CYP3A induction.
Proc Natl Acad Sci USA 95, 12208-13.

Bhatkar, S. V., Rajan, M. G. R., Velumani, A., and Samuel, A. M. (2004). Thyroid hormone
binding protein abnormalities in patients referred for thyroid disorders. Indian J
Med Res 120, 160-65.

Bianco, A. C., and Kim, B. W. (2006). Deiodinases: implications of the local control of
thyroid hormone action. J Clin Invest 116, 2571-79.

201



REFERENCES

Blumberg, B., Sabbagh, W., Jr., Juguilon, H., Bolado, J., Jr., van Meter, C. M., Ong, E. S.,
and Evans, R. M. (1998). SXR, a novel steroid and xenobiotic-sensing nuclear
receptor. Genes Dev 12, 3195-3205.

Bousquet-Mélou, A., Laffont, C. M., Laroute, V., and Toutain P. L. (2002). Modelling the
loss of metabolic capacities of cultured hepatocytes: application to measurement of
Michaelis-Menten kinetic parameters in in vitro systems. Xenobiotica 32, 895-906.

Borst, P., Evers, R., Kool, M., and Wijnholds, J. (2000). A family of drug transporters: the
multidrug resistance-associated proteins. J Natl Cancer Inst 92, 1295-302.

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem
72, 248-54.

Breous, E., Wenzel, A., and Loos, U. (2005). The promoter of the human sodium/iodide
symporter responds to certain phthalate plasticisers. Mol Cell Endocrinol 244, 75-
78.

Buntain, I. G., Hatton, L. R., Hawkins, D. W., Pearson, C. J., and Roberts, D. A. (1988).
Derivatives of N-phenylpyrazoles. European patent: EP 0295117.

Burchell, B., and Weatherill, P. (1981). 4-nitrophenol UDPglucuronyltransferase (rat liver).
Methods Enzymol 77, 169-77.

Burger, A. G., Engler, D., Buergi, U., Weissel, M., Steiger, G., Ingbar, S. H., Rosin, R. E.,
and Babior, B. M. (1983). Ether link cleavage is the major pathway of iodothyronine
metabolism in the phagocytosing human leukocyte and also occurs in vivo in the
rat. J Clin Invest 71, 935-49.

Butler, W. H., Gabriel, K. L., Preiss, F. J., and Osimitz, T. G. (1996). Lack of genotoxicity
of piperonyl butoxide. Mut Res 371, 249-58.

Butt, C. M., Wang, D. and Stapleton, H. M. (2011). Halogenated phenolic contaminants
inhibit the in vitro activity of the thyroid-regulating deiodinases in human liver.
Toxicol Sci 124, 339-47.

Byard, J., and Needham, D. (2006). Metabolism and excretion of piperonyl butoxide in the
rat. Xenobiotica 36, 1259-72.

Carlson, R. (1962). Silent spring. The New Yorker magazine, June 16, 23 and 30.

Caroldi, S. (1992). Piperonyl butoxide. J Med Plant Res, 317-24.

Chan, S. L., and Yeung, J. H. (2006). Modulation of antipyrine clearance by polysaccharide
peptide (PSP) isolated from Coriolus versicolor in the rat. Food Chem Toxicol 44,
1607-12.

Cheek, A. O., Kow, K., Chen J., and McLachlan, J. A. (1999). Potential mechanisms of

thyroid disruption in humans: interaction of organochlorine compounds with thyroid

202



REFERENCES

receptor, transthyrethin, and thyroid-binding globulin. Environ Health Perspect
107, 273-78.

Chen, C., Staudinger, J. L., and Klaassen, C. D. (2003). Nuclear receptor, Pregnane X
Receptor, is required for induction of UDP-glucuronosyltransferases in mouse liver
by pregnenolone-16a-carbonitrile. Drug Metab Dispos 31, 908-15.

Choi, C. H. (2005). ABC transporters as multidrug resistance mechanisms and the
development of chemosensitizers for their reversal. Cancer Cell Int, 5-30.

Choksi, N. Y., Jahnke, G. D., St Hilaire, C., and Shelby, M. (2003). Role of thyroid
hormones in human and laboratory animal reproductive health. Birth Defects Res B
Dev Reprod Toxicol 68, 479-91.

Chrencik, J. E., Orans, J., Moore, L. B., Xue, Y., Peng, L., Collins, J. L., Wisely, G. B.,
Lambert, M. H., Kliewer, S. A., and Redinbo, M. R. (2005). Structural disorder in the
complex of human pregnane X receptor and the macrolide antibiotic rifampicin. Mol
Endocrinol 19, 1125-34.

Claikens, V., Pirson, P., and Schneider, Y. J. (1987). Procédé de culture des hepatocytes et
co-cultures d'hépatocytes et de cellules épithéliales de foie traitées. Patent
EP0218448 A1 & Patent EP021488B1.

Comité de la prévention et de la précaution, Ministere de l'écologie et du développement
durable (2003). Les perturbateurs endocriniens: quels risques ?, pp.16.

Connelly, P. (2001). Environmental fate of fipronil.

Cravedi, J. P., Delous, G., Zalko, D., Viguié, C., and Debrauwer, L. (Under Review).
Disposition of fipronil in rats. Chemosphere.

Curran, P. G., and DeGroot, L. J. (1991). The effect of hepatic enzyme-inducing drugs on
thyroid hormones and the thyroid gland. Endocr Rev 12, 135-50.

Das, P. C., Cao, Y., Cherrington, N., Hodgson, E., and Rose, R. L. (2006). Fipronil induces
CYP isoforms and cytotoxicity in human hepatocytes. Chem Biol Interact 164, 200-
14.

Divi, R. L. and Doerge, D. R. (1996). Inhibition of thyroid peroxidase by dietary flavonoids.
Chem Res Toxicol 9, 16-23.

Dohan, O., De la Vieja, A., Paroder, V., Riedel, C., Artani, M., Reed, M., Ginter, C. S., and
Carrasco, N. (2003). The sodium/iodide symporter (NIS): characterization,
regulation, and medical significance. Endocr Rev 24, 48-77.

Dohler, K. D., Wong, C. C., and von zur Muhlen, A. (1979). The rat as model for the study
of drug effects on thyroid function: consideration of methodological problems.
Pharmacol Ther B 5, 305-18.

203



REFERENCES

EFSA (2006). Conclusion regarding the peer review of the pesticide risk assessment of the
active substance fipronil, pp. 110.

Emi, Y., lIkushiro, S-I, and Kato, Y. (2007). Thyroxine-metabolizing rat uridine Diphosphate-
glucuronosyltransferase 1A7 is regulated by thyroid hormone receptor.
Endocrinology 148, 6124-33.

Engel, G., Hofmann, U., Heidemann, H., Cosme, J., and Eichelbaum, M. (1996). Antipyrine
as a probe for human oxidative drug metabolism: identification of the cytochrome
P450 enzymes catalyzing 4-hydroxyantipyrine, 3-hydroxymethylantipyrine, and
norantipyrine formation. Clin Pharmacol Ther 59, 613-23.

European Workshop on the impact of endocrine disruptors on human health and wildlife
(1996).

Falany, C. N., Strom, P., and Swedmark, S. (2005). Sulphation of o-desmethylnaproxen and
related compounds by human cytosolic sulfotransferases. Br J Clin Pharmacol 60,
632-40.

Feldt-Rasmussen, U., and Rasmussen, A. (2007). Thyroid hormone transport and actions.
Pediatr Adolesc Med Basel 11, 80-103.

Fini, J. B., Le Mevel, S., Turque, N., Palmier, K., Zalko, D., Cravedi, J. P., and Demeneix,
B. (2007). An in vivo multiwell-based fluorescent screen for monitoring vertebrate
thyroid hormone disruption. Environ Sci Technol 41, 5908-14.

Flink, I. L., Bailey, T. J., Gustafson, T. A., Markham, B. E., and Morkin, E. (1986).
Complete amino acid sequence of human thyroxine-binding globulin deduced from
cloned DNA: close homology to the serine antiproteases. Proc. Natl. Acad. Sci. 83,
7708-12.

Food and Drug Administration (2001). Guidance for industry: Bioanalytical method
validation. http://www.labcompliance.com/info/links/methods/guidelines.aspx.

Forrest, D., Hanebuth, E., Smeyne, R. J., Everds, N., Steward, C. L., Wehner, J. M., and

Curran, T. (1996). Recessive resistance to thyroid hormone in mice lacking thyroid

hormone receptor B: evidence for tissue-specific modulation of receptor function.
EMBO J 15, 3006-15.

Fraichard, A., Chassande, O., Plateroti, M., Roux, J. P., Trouillas, J., Dehay, C., Legrand,
C., Gauthier, K., Kedinger, M., Malaval, L., Rousset, B., and Samarut, J. (1997).
The TRa gene encoding a thyroid hormone receptor is essential for post-natal
development and thyroid hormone production. EMBO J 16, 4412-20.

Gamage, N., Barnett, A., Hempel, N., Duggleby, R. G., Windmill, K. F., Martin, J. L., and
McManus, M. E. (2006). Human sulfotransferases and their role in chemical

metabolism. Toxicol Sci 90, 5-22.

204



REFERENCES

Gauthier, K., Chassande, O., Plateroti, M., Roux, J. P., Legrand, C., Pain, B., Rousset, B.,
Weiss, R., Trouillas, J., and Samarut, J. (1999). Different functions for the thyroid
hormone receptors TRa and TRB in the control of thyroid hormone production and
post-natal development. EMBO J 18, 623-31.

Glastein, M. M., Garcia-Bournissen, F., Giglio, N., Finkelstein, Y., and Koren, G. (2009).
Pharmacologic treatment of hyperthyroidism during lactation. Can Fam Physician
55, 797-98.

Goldstein, J. A., Hickman, P., and Kimbrough, R. D. (1973). Effect of purified and
technical piperonyl butoxide on drug-metabolizing enzymes and ultrastructure of
rat liver. Toxicol Appl Pharm 26, 444-58.

Goodwin, B., Hodgson, E., and Liddle, C. (1999). The orphan human pregnane X receptor
mediates the transcriptional activation of CYP3A4 by rifampicin through a distal
enhancer module. Mol Pharmacol 56, 1329-39.

Guo, G. L., Choudhuri, S., and Klaassen, C. D. (2002). Induction profile of rat organic anion
transporting polypeptide 2 (oatp2) by prototypical drug-metabolizing enzyme
inducers that activate gene expression through ligand-activated transcription factor
pathways. J Pharmacol Exp Ther 300, 206-12.

Hainzl, D., and Casida, J.E. (1996). Fipronil insecticide: novel photochemical
desulfinylation with retention of neurotoxicity. Proc Natl Acad Sci USA, 93, 12764-
12767.

Hainzl, D., Cole, L. M., and Casida, J. E. (1998). Mechanisms for selective toxicity of
fipronil insecticide and its sulfone metabolite and desulfinyl photoproduct. Chem
Res Toxicol 11, 1529-35.

Halestrap, A. P., and Meredith, D. (2004). The SLC16 gene family - from monocarboxylate
transporters (MCTs) to aromatic amino acid transporters and beyond. Eur J Physiol
447, 619-28.

Halestrap, A. P. (2012). The monocarboxylate transporter family - Structure and functional
characterization. IUBMB Life, 64, 1-9.

Handschin, C., and Meyer, U. A. (2003). Induction of drug metabolism: the role of nuclear
receptors. Pharmacol Rev 55, 649-73.

Hays, M. T., and Hsu, L. (1987). Preparation and separation of the glucuronide and sulfate
conjugates of thyroxine and triiodothyronine. Endocr Res 13, 215-28.

Heimeier, R. A., Das, B., Buchholz, D. R., and Shi, Y. B. (2009). The xenoestrogen
bisphenol A inhibits postembryonic vertebrate development by antagonizing gene

regulation by thyroid hormone. Endocrinology 150, 2964-73.

205



REFERENCES

Heimeier, R. A., and Shi, Y. B. (2010). Amphibian metamorphosis as a model for studying
endocrine disruption on vertebrate development: Effect of bisphenol A on thyroid
hormone action. Gen Comp Endocrinol 168, 181-89.

Herin, F., Boutet-Robinet, E., Levant, A., Dulaurent, S., Manika, M., Galatry-Bouju, F.,
Caron, P., Soulat, J.M. (2011). Thyroid function tests in persons with occupational
exposure to fipronil. Thyroid 21, 701-6.

Heuer, H., and Visser, T. J. (2009). Minireview: pathophysiological importance of thyroid
hormone transporters. Endocrinology 150, 1078-38.

Hoefig, C. S., Renko, K., Piehl, S., Scanlan, T. S., Bertoldi, M., Opladen, T., Hoffmann, G.
F., Klein, J., Blankenstein, O., Schweizer, U., Kohrle, J. (2012). Does the aromatic
L-amino acid decarboxylase contribute to thyronamine biosynthesis ? Moll Cell
Endocrinol 349, 195-201.

Huang, W., Zhang, J., Washington, M., Liu, J., Parant, J. M., Lozano, G., and Moore, D. D.
(2005). Xenobiotic stress induces hepatomegaly and liver tumors via the nuclear
receptor constitutive androstane receptor. Mol Endocrinol 19, 1646-53.

Hurley, P. M. (1998). Mode of carcinogenic action of pesticides inducing thyroid follicular
cell tumors in rodents. Environ Health Perspect 106, 437-45.

Ikeda, T., Zhao, X., Nagata, K., Kono, Y., Shono, T., Yeh, J. Z., and Narahashi, T. (2001).
Fipronil modulation of y-aminobutyric acid, receptors in rat dorsal root ganglion
neurons. J Pharmacol Exp Ther 296, 914-21.

Institut National de Santé Publique du Québec (2002). Evaluation des risques toxicologiques
associés a lutilisation d'adulticides dans le cadre dun programme de lutte
vectorielle contre la transmission du virus de Nil occidental; 17-20.

InVS (2011). Evolution de lincidence du cancer de la thyroide en France métropolitaine -
Bilan sur 25 ans, pp. 58.

Ito, M. , and Roeder, R. G. (2001). The TRAP/SMCC/Mediator complex and thyroid hormone
receptor function. Trends Endocrinol Metab 12, 127-34.

Jahnke, G. D., Choksi, N. Y., Moore, J. A., and Shelby, M. D. (2004). Thyroid toxicants:
assessing reproductive health effects. Environ Health Perspect 112, 363-68.
Jancova, P., Anzenbacher, P., and Anzenbacherova, E. (2010). Phase Il drug metabolizing

enzymes. Biomed Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub 154, 103-16.

Jannini, E. A., Ulisse, S., and d'Armiento, M. (1995). Thyroid hormone and male gonadal
function. Endocr Rev 16, 443-59.

Jigorel, E., Le Ve, M., Boursier-Neyret, C., Parmentier, Y., and Fardel, O. (2006).

Differential regulation of sinusoidal and canalicular hepatic drug transporter

206



REFERENCES

expression by xenobiotics activating drug-sensing receptors in primary human
hepatocytes. Drug Metab Dispos 34, 1756-63.

Jiménez, J. J., Bernal, J. L., del Nozal, M. J., Martin, M. T., and Mayo, R. (2008). Sample
preparation methods to analyze fipronil in honey by gas chromatography with
electron-capture and mass spectrometric detection. J Chromatogr A 1187, 40-45.

Jones, S. A., Moore, L. B., Shenk, J. L., Wisely, G. B., Hamilton, G. A., McKee, D. D.,
Tomkinson, N. C., LeCluyse, E. L., Lambert, M. H., Willson, T. M., et al. (2000).
The pregnane X receptor: a promiscuous xenobiotic receptor that has diverged
during evolution. Mol Endocrinol 14, 27-39.

Kalliokoski, A., and Niemi, M. (2009). Impact of OATP transporters on pharmacokinetics. Br
J Pharmacol 158, 693-705.

Kaneko, J. J. (2008). Thyroid function. In Clinical Biochemistry of Domestic Animals, p
623-34.

Kashiwagi, K., Furuno, N., Kitamura, S., Ohta, S., Sugihara, K., Utsumi, K., Hanada, H.,
Taniguchi, K., Suzuki, K. I., Kashiwagi, A. (2009). Disruption of thyroid hormone
function by environmental pollutants. J Health Sci 55, 147-60.

Kelly, G. (2000). Peripheral metabolism of thyroid hormones: a review. Altern Med Rev 5,
306-33.

Kester, M. H., Kaptein, E., Roest, T. J., van Dijk, C. H., Tibboel, D., Meinl, W., Glatt, H.,
Coughtrie, M. W., and Visser, T. J. (2003). Characterization of rat iodothyronine
sulfotransferases. Am J Physiol Endocrinol Metab 285, E592-98.

Kinne, A., Schiilein, R., and Krause, G. (2011). Primary and secondary thyroid hormone
transporters. Thyroid Res 4, Suppl 1:57.

Kiyosawa, N., Kwekel, J. C., Burgoon, L. D., Dere, E., Williams, K. J., Tashiro, C., Chittim,
B., and Zacharewski, T. R. (2008). Species-specific regulation of PXR/CAR/ER-
target genes in the mouse and rat liver elicited by o,p’-DDT. BMC Genomics 9: 487,
pp.13.

Klachko, D. M., and Johnson, E. R. (1983). The liver and circulating thyroid hormones. J
Clin Gastroenterol 5, 465-71.

Kliewer, S. A., Moore, J. T., Wade, L., Staudinger, J. L., Watson, M. A., Jones, S. A,
McKee, D. D., Oliver, B. B., Willson, T. M., Zetterstrom, R. H., et al. (1998). An
orphan nuclear receptor activated by pregnanes defines a novel steroid signaling
pathway. Cell 92, 73-82.

Konno, Y., Negishi, M., and Kodama, S. (2008). The roles of nuclear receptors CAR and PXR

in hepatic energy metabolism. Drug Metab Pharmacokinet 23, 8-13.

207



REFERENCES

Korhonen, L. E., Turpeinen, M., Rahnasto, M., Wittekindt, C., Poso, A., Pelkonen, O.,
Raunio, H., and Juvonen, R. O. (2007). New potent and selective cytochrome P450
2B6 (CYP2B6) inhibitors based on three-dimensional quantitative structure-activity
relationship (3D-QSAR) analysis. Br J Pharmacol 150, 932-42.

Krassas, G. E. (2000). Thyroid disease and female reproduction. Fertil Steril 74, 1063-70.

Kretschmer, X. C., and Baldwin, W. S. (2005). CAR and PXR: xenosensors of endocrine
disrupters ? Chem Biol Interact 155, 111-28.

Kubota, K., Uchimura, H., Mitsuhashi, T., Chiu, S. C., Kuzuya, N., Ito, K., and Nagataki, S.
(1985). Peroxidatic degradation and ether link cleavage of thyroxine in a
particulate fraction of human thyroid. Life Sci 36, 1033-39.

Lachowicz, K., Koszela-Piotrowska, I., Rosolowska-Huszcz, D. (2009). Dietary fat type and
level affect thyroid hormone plasma concentrations in rats. J Anim Feed Sci 18,
541-50.

Lacroix, M. Z., Puel, S., Toutain, P. L., and Viguié, C. (2010). Quantification of fipronil and
its metabolite fipronil sulfone in rat plasma over a wide range of concentrations by
LC/UV/MS. J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci 878, 1934-38.

Landers, K. A., McKinnon, B. D., Huika, L., Subramaniam, V. N., Mortimer, R. H., and
Richard, K. (1952). Carrier-mediated thyroid hormone transport into placenta by
placental thransthyretin. J Clin Endocrinol Metab 94, 2610-6.

Lans, M. C., Spiertz, C., Brouwer, A., and Koeman, J. H. (1994). Different competition of
thyroxine binding to transthyrethin and thyroxine-binding globulin by hydroxy(PCBs,
PCDDs and PCDFs. Eur J Pharmacol 270, 139-136.

Larsen, P. R., Davies, T. F., Schlumberger, M. J., and Hay, I|. D. (2002). Thyroid Physiology
and Diagnostic Evaluation of Patients with Thyroid Disorders. In Williams Textbook
of Endocrinology, pp. 331-53.

Lazar, M. A. (2003). Thyroid hormone action: a binding contract. J Clin Invest 112, 497-99.

Lecureux, L., Dieter, M. Z., Nelson, D. M., Watson, L., Wong, H., Gemzik, B., Klaassen, C.
D., and Lehman-McKeeman, L. D. (2009). Hepatobiliary disposition of thyroid
hormone in mrp2-deficient TR™ rats: reduced biliary excretion of thyroxine
glucuronide does not prevent xenobiotic-induced hypothyroidism. Toxicol Sci 108,
482-91.

Le Faouder, J., Bichon, E., Brunschwig, P., Landelle, R., Andre, F., and Le Bizec, B.
(2007). Transfer assessment of fipronil residues from feed to cow milk. Talanta 73,
710-17.

Leghait, J., Gayrard, V., Picard-Hagen, N., Camp, M., Perdu, E., Toutain, P. L., and

Viguié, C. (2009). Fipronil-induced disruption of thyroid function in rats is mediated

208



REFERENCES

by increased total and free thyroxine clearances concomitantly to increased activity
of hepatic enzymes. Toxicology 255, 38-44.

Leghait, J., Gayrard, V., Toutain, P. L., Picard-Hagen, N., and Viguié, C. (2010). Is the
mechanisms of fipronil-induced thyroid disruption specific of the rat: Re-evaluation
of fipronil thyroid toxicity in sheep? Toxicol Lett 194, 51-57.

Lehmann, J. M., McKee, D. D., Watson, M. A., Willson, T. M., Moore, J. T., and Kliewer, S.
A. (1998). The human orphan nuclear receptor PXR is activated by compounds that
regulate CYP3A4 gene expression and cause drug interactions. J Clin Invest 102,
1016-23.

Lemaire, G., Mnif, W., Pascussi, J. M., Pillon, A., Rabenoelina, F., Fenet, H., Gomez, E.,
Casellas, C., Nicolas, J. C., Cavailles, V., Duchesne, M. J., and Balaguer, P. (2006).
Identification of new human pregnane X receptor ligands among pesticides using a
stable reporter cell system. Toxicol Sci 91, 501-9.

Li, P., and Akk, G. (2008). The insecticide fipronil and its metabolite fipronil sulphone
inhibit the rat a1B82y2L GABA, receptor. Br J Pharmacol 155, 783-94.

Liddle, C., Goodwin, B. J., George, J., Tapner, M., and Farrell, G. C. (1998). Separate and
interactive regulation of cytochrome P450 3A4 by triiodothyronine, dexamethasone,
and growth hormone in cultured hepatocytes. J Clin Endocrinol Metab 83, 2411-16.

Maglich, J. M., Parks, D. J., Moore, L. B., Collins, J. L., Goodwin, B., Billin, A. N., Stoltz,
C. A., Kliewer, S. A., Lambert, M. H., Willson, T. M., and Moore, J. T. (2003).
Identification of a novel human constitutive androstane receptor (CAR) agonist and
its use in the identification of CAR target genes. J Biol Chem 278, 17277-83.

Maglich, J. M., Watson, J., McMillen, P. J., Goodwin, B., Willson, T. M., and Moore, J. T.
(2004). The nuclear receptor CAR is a regulator of thyroid hormone metabolism
during caloric restriction. J Biol Chem 279, 19832-38.

Mangelsdorf, D. J., Thummel, C., Beato, M., Herrlich, P., Schiitz, G., Umesono, K.,
Blumberg, B., Kastner, P., Mark, M., Chambon, P., and Evans, R. M. (1995). The
nuclear receptor superfamily: the second decade. Cell 83, 835-39.

Masmoudi, T., Hihi, A. K., Vazquez, M., Artur, Y., Desvergne, B., Wahli, W., and
Goudonnet, H. (1997). Transcriptional regulation by triiodothyronine of the UDP-
glucuronosyltransferase family 1 gene complex in rat liver. Comparison with
induction by 3-methylcholanthrene. J Biol Chem 272, 17171-75.

Mason, G. A., Garbutt, J. C., and Prange, A. J. (1995). Thyrotropin-Releasing Hormone -
Focus on basic neurobiology. In Psychopharmacology: the fourth generation of

progress (Raven Press Inc.), pp. 493-503.

209



REFERENCES

Matthew, D. E., and Houston, J. B. (1990). Drug metabolizing capacity in vitro and in vivo--
II. Correlations between hepatic microsomal monooxygenase markers in
phenobarbital-induced rats. Biochem Pharmacol 40, 751-58.

Medina-Gomez, G., Calvo, R. M., and Obregon, M. J. (2008). Thermogenic effect of
triiodothyroacetic acid at low doses in rat adipose tissue without adverse side
effects in the thyroid axis. Am J Physiology 294, E688-97.

Meerts, I. A. T. M., van Zanden, J. J., Luijks, E. A. C., van Leeuwen-Bol, I., Marsh, G.,
Jakobsson, E., Bergman, A., and Brouwer, A. (2000). Potent competitive
interactions of some brominated flame retardants and related compounds with
human transthyrethin in vitro. Toxicol Sci 56, 95-104.

Mohamed, F., Senarathna, L., Percy, A., Abeyewardene, M., Eaglesham, G., Cheng, R.,
Azher, S., Hittarage, A., Dissanayake, W., Sheriff, M. H., Davies, W., Buckley, N.
A., and Eddleston, M. (2004). Acute human self-poisoning with the N-
phenylpyrazole insecticide fipronil--a GABAA-gated chloride channel blocker. J
Toxicol Clin Toxicol 42, 955-63.

Moore, L. B., Goodwin, B., Jones, S. A., Wisely, G. B., Serabjit-Singh, C. J., Willson, T. M.,
Collins, J. L., and Kliewer, S. A. (2000a). St. John's wort induces hepatic drug
metabolism through activation of the pregnane X receptor. Proc Natl Acad Sci USA
97, 7500-02.

Moore, L. B., Parks, D. J., Jones, S. A., Bledsoe, R. K., Consler, T. G., Stimmel, J. B.,
Goodwin, B., Liddle, C., Blanchard, S. G., Willson, T. M., et al. (2000b). Orphan
nuclear receptors constitutive androstane receptor and pregnane X receptor share
xenobiotic and steroid ligands. J Biol Chem 275, 15122-27.

Mossmann, T. (1983). Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application
to proliferation and cytotoxicity assays. J Immunol Methods 65, 55-63.

Narahashi, T., Zhao, X., lkeda, T., Salgado, V. L., and Yeh, J. Z. (2010). Glutamate-
activated chloride channels: unique fipronil targets present in insects but not in
mammals. Pest Biochem Physiol 97, 149-52.

Nicoloff, J. T., Lox, J. C., Dussault, J. H., and Fisher, D. A. (1972). Simultaneous
measurement of thyroxine and triiodothyronine peripheral turnover kinetics in man.
J Clin Invest 51, 473-83.

Niknahad, H., and O'Brien, P. J. (2004). Involvement of cytochrome P-450 in n-butyl
nitrite-induced hepatocyte cytotoxicity. Iran J Pharm Sci 1, 11-19.

Oh, J. D., Butcher, L. L., and Woolf, N. J. (1991). Thyroid hormone modulates the
development of cholinergic terminal fields in the rat forebrain: relation to nerve

growth factor receptor. Brain Res Dev Brain Res 59, 133-42.

210



REFERENCES

Olefsky, J. M. (2001). Nuclear receptor Minireview series. J Biol Chem 276, 36863-64.

Oziol, L., Faure, P., Vergely, C., Rochette, L., Artur, Y., and Chomard, P. (2001). In vitro
free radical scavenging capacity of thyroid hormones and structural analogues. J
Endocrinol 170, 197-206.

Patrick, L. (2009). Thyroid disruption: mechanisms and clinical implications in human
health. Altern Med Rev 14, 326-46.

Peters, W. H., te Morsche, R. H., and Roelofs, H. M. (2003). Combined polymorphisms in
UDP-glucuronosyltransferases 1A1 and 1A6: implications for patients with Gilbert's
syndrome. J Hepatol 38, 3-8.

Plateroti, M., Gauthier, K., Chassande, O., Flamant, F., and Samarut, J. (2002). Dissection
génétique de la fonction des récepteurs nucléaires des hormones thyroidiennes.
Médecine Thérapeutique Endocrinologie et Reproduction 4, 20-26.

Porterfield, S. P., and Hendry, L. B. (1998). Impact of PCBs on thyroid hormone directed
brain development. Toxicol Ind Health 14, 103-20.

Power, D. M., Elias, N. P., Richardson, S. J., Mendes, J., Soares, C. M., and Santos, C. R.
A. (2000). Evolution of the thyroid hormone-binding protein, transthyrethin. Gen
Comp Endocrinol 119, 241-55.

Psarra, A. M. G., and Sekeris, C. E. (2008). Steroid and thyroid hormone receptors in
mitochondria. IUBMB Life 60, 210-23.

Puymirat, J., Barret, A., Picart, R., Vigny, A., Loudes, C., Faivre-Bauman, A., and Tixier-
Vidal, A. (1983). Triiodothyronine enhances the morphological maturation of
dopaminergic neurons from fetal mouse hypothalamus cultured in serum-free
medium. Neuroscience 10, 801-10.

Qatanani, M., Zhang, J., and Moore, D. D. (2005). Role of the constitutive androstane
receptor in xenobiotic-induced thyroid hormone metabolism. Endocrinology 146,
995-1002.

Ren, H., Vallanat, B., Nelson, D. M., Yeung, L. W., Guruge, K. S., Lam, P. K., Lehman-
McKeeman, L. D., Corton, J. C. (2009). Evidence for the involvement of xenobiotic-
responsive nuclear receptors in transcriptional effects upon perfluoroalkyl acid
exposure in diverse species. Reprod Toxicol 27, 266-77.

Robert, J. (2010). Signalisation cellulaire et cancer, pp. 335.

Roques, B. B., Lacroix, M. Z., Puel, S., Gayrard, V., Picard-Hagen, N., Jouanin, I., Perdu,
E., Martin, P. G., and Viguié, C. (2012). CYP450-dependent biotransformation of
the insecticide fipronil into fipronil sulfone can mediate fipronil-induced thyroid

disruption in rats. Toxicol Sci 127, 29-41.

211



REFERENCES

Rouaze-Romet, M., Savu, L., Vranckx, R., Bleiberg-Daniel, F., Le Moullac, B., Gouache, P.,
and Nunez, E. A. (1992). Re-expression of thyroxine-binding globulin in post-
weaning rats during protein or energy malnutrition. Acta Endocrinol (Copenh) 127,
441-48.

Ross, J., Plummer, S. M., Rode, A., Scheer, N., Bower, C. C., Vogel, O., Henderson, C. J.,
Wolf, C. R., and Elcombe, C. R. (2010). Human constitutive androstane receptor
(CAR) and pregnane X receptor (PXR) support the hypertrophic but not the
hyperplastic response to the murine nongenotoxic hepatocarcinogens phenobarbital
and chlordane in vivo. Toxicol Sci 116, 452-66.

Santini, F., Vitti, P., Ceccarini, G., Mammoli, C., Rosellini, V., Pelosini, C., Marsili, A.,
Tonacchera, M., Agretti, P, Santoni, T., Chivato, L., and Pinchera, A. (2003). In
vitro assay of thyroid disruptors affecting TSH-stimulated adenylate cyclase
activity. J Endocrinol Invest 26, 950-55.

Savu, L., Vranckx, R., Maya, M., and Nunez, E. A. (1987). A thyroxine binding globulin
(TBG)-like protein in the sera of developing and adult rats. Biochem Biophys Res
Commun 148, 1165-73.

Savu, L., Vranckx, R., Rouaze-Romet, M., Maya, M., Nunez, E. A., Tréton, J., and Flink, I.
L. (1991). A senescence up-regulated protein: the rat thyroxine-binding globulin
(TBG). Biochim Biophys Acta, 1097, 19-22.

Schoenmakers, C. H. H. (1994). Enzymatic deiodination of thyroid hormones. Doctoral
Thesis, pp. 118.

Schussler, G. C. (2000). The thyroxine-binding proteins. Thyroid 10, 141-49.

Sekura, R. D., Duffel, M. W., and Jakoby, W. B. (1981). Aryl sulfotransferases. Methods
Enzymol 77, 197-206.

Sheng, J. J., Sharma, V., and Duffel, M. W. (2001). Measurement of aryl and alcohol
sulfotransferase activity. Curr Protoc Toxicol Chapter 4, Unit4 5.

Shimada, N., and Yamauchi, K. (2004). Characteristics of 3,5,3'-triiodothyronine (T3)-
uptake system of tadpole red blood cells: effect of endocrine-disrupting chemicals
on cellular T; response.

Soldin, O. P., Soldin, S. J., Vinks, A. A., Younis, I., and Landy, H. J. (2010). Longitudinal
comparison of thyroxine pharmacokinetics between pregnant and nonpregnant
women: a stable isotope study. Ther Drug Monit 32, 767-73.

Staudinger, J.L., Goodwin, B., Jones, S. A., Hawkins-Brown, D., Mackenzie, K. I., LaTour,
A., Liu, Y., Klaassen, C. D., Brown, K. K., Reinhard, J., Willson, T. M., Koller, B. H.,
and Kliewer, S. A. (2001). The nuclear receptor PXR is a lithocholic acid sensor that

protects against liver toxicity. Proc Natl Acad Sci 98, 3369-74.

212



REFERENCES

Stavrovskaya, A. A., and Stromskaya, T. P. (2008). Transport proteins of the ABC family
and multidrug resistance of tumor cells. Biochemistry (Mosc) 73, 592-604.

St Peter, J. V., Abul-Hajj, Y., and Awni, W. M. (1991). The pharmacokinetics of antipyrine
and three of its metabolites in the rabbit: intravenous administration of pure
metabolites. Pharm Res 8, 1470-76.

Szabo, D. T., Richardson, V. M., Ross, D. G., Diliberto, J. J., Kodavanti, P. R. S., and
Birnbaum, L. S. (2009). Effects of perinatal PBDE exposure on hepatic phase |,
phase II, phase Ill, and deiodinase 1 gene expression involved in thyroid hormone
metabolism in male rat pups. Toxicol Sci 107, 27-39.

Tadic, S. D., Elm, M. S., Li, H. S., van Londen, G. J., Subbotin, V. M., Whitcomb, D. C.,
and Eagon, P. K. (2002). Sex differences in hepatic gene expression in a rat model
of ethanol-induced liver injury. J Appl Physiol 93, 1057-68.

Tan, S. A., Lewis, J. E., Berk, L. S., and Wilcox, R. B. (1990). Extrathyroidal physiology of
monoiodotyrosine in humans. Clin Physiol Biochem 8, 109-15.

Tanaka, E., Kobayashi, S., Aramphongphan, A., Kurata, N., Oguchi, K., Kuroiwa, Y., and
Yasuhara, H. (1985). The effect of indomethacin on hepatic drug-oxidizing capacity
in the rat: trimethadione and antipyrine metabolism as an indicator. J
Pharmacobiodyn 8, 773-79.

Tang, J., Amin Usmani, K., Hodgson, E., and Rose, R. L. (2004). In vitro metabolism of
fipronil by human and rat cytochrome P450 and its interactions with testosterone
and diazepam. Chem Biol Interact 147, 319-29.

Tonacchera, M; Pinchera, A., Dimida, A., Ferrarini, E., Agretti, P., Vitti, P., Santini, F.,
Crump, K., and Gibbs, J. (2004). Relative potencies and additivity of perchlorate,
thiocyanate, nitrate, and iodide on the inhibition of radioactive iodide uptake by
the human sodium iodide symporter. Thyroid 14, 1012-19.

Tong, Z., Li, H., Goljer, ., McConnell, O., Chandrasekaran, A. (2007). In vitro
glucuronidation of thyroxine and triiodothyronine by liver microsomes and
recombinant human UDP-glucuronosyltransferases. Drug Metab Dispos 35, 2203-10.

Topo, E., Fisher, G., Sorricelli, A., Errico, F., Usiello, A., and D'Aniello, A. (2010). Thyroid
hormones and D-aspartic acid, D-aspartate oxidase, D-aspartate racemase, H202,
and ROS in rats and mice. Chem Biodivers 7, 1467-78.

Trumpolt, C. W., Crain, M., Cullison, G. D., Flanagan, S. J. P., Siegel, L., and Lathrop, S.
(2005). Remediation Journal 16, 65-89.

Tzameli, I., Pissios, P., Schuetz, E. G., and Moore, D. D. (2000). The xenobiotic compound
1,4-bis[2-(3,5- dichloropyridyloxy)]benzene is an agonist ligand for the nuclear
receptor CAR. Mol Cell Biol 20, 2951-58.

213



REFERENCES

Vahakangas, K., and Myllynen, P. (2009). Drug transporters in the human blood-placental
barrier. Br J Pharmacol 158, 665-78.

van der Deure, W. M., Peeters, R. P., and Visser, T. J. (2010). Molecular aspects of thyroid
hormone transporters, including MCT8, MCT10, and OATPs, and the effect of
genetic variation in these transporters. J Mol Endocrinol 44, 1-11.

van der Heide, S. M., Joosten, B. J. L. J., Dragt, B. S., Everts, M. E., Klaren, P. H. M.
(2006). A physiological role for glucuronidated thyroid hormones: preferential
uptake by H9c2(2-1) myotubes. Mol Cell Endocrinol 264, 109-17.

Varro, P., Gyori, J., and Vilagi, I. (2009). In vitro effects of fipronil on neuronal
excitability in mammalian and molluscan nervous systems. An Agric Environ Med
16, 71-77.

Vansell, N. R., and Klaassen, C. D. (2002). Increase in rat liver UDP-glucuronosyltransferase
mMRNA by microsomal enzyme inducers that enhance thyroid hormone
glucuronidation. Drug Metab Dispos 30, 240-46.

Vierling, E. (2008). Aliments et boissons: filieres et produits, pp. 281.

Visser, T. J., Kaptein, E., van Raaij, J. A. G. M., Joe, C. T. T., Ebner, T., and Burchell, B.
(1993a). Multiple UDP-glucuronyltransferases for the glucuronidation of thyroid
hormone with preference for 3,3',5-triiodothyronine (reverse Ts). FEBS Lett 315,
65-68.

Visser, T. J., Kaptein, E., van Toor, H., van Raaij, J. A., van den Berg, K. J., Joe, C. T. T.,
van Engelen, J. G., and Brouwer, A. (1993b). Glucuronidation of thyroid hormone in
rat liver: effects of in vivo treatment with microsomal enzyme inducers and in vitro
assay conditions. Endocrinology 133, 2177-86.

Visser, T. J., Kaptein, E., Glatt, H., Bartsch, I., Hagen, M, and Coughtrie, M. W. H. (1998).
Characterization of thyroid hormone sulfotransferases. Chem Biol Interact 109,
179-91.

Visser, W. E., Friesema, E. C. H., Jansen, J., and Visser, T. J. (2007). Thyroid hormone
transport in and out of cells. Trends Endocrinol Metab 19, 50-56.

Visser, W. E., Friesema, E. C. H., and Visser, T. J. (2011). Minireview: thyroid hormone
transporters: the knows and the unknowns. Mol Endocrinol 25, 1-14.

Vranckx, R., Savu, L., Maya, M., and Nunez, E. A. (1990). Characterization of a major
development-regulated serum thyroxine-binding globulin in the euthyroid mouse.
Biochem J 271, 373-79.

Wagner, C. A., Lang, F., and Bruer, S. (2001). Function and structure of heterodimeric
amino acid transporters. Am J Physiol Cell Physiol 281, C1077-93.

214



REFERENCES

Watkins, J. B., and Klaassen, C. D. (1983). Chemically-induced alteration of UDP-
glucuronic acid concentration in rat liver. Drug Metab Dispos 11, 37-40.

Watkins, R. E., Maglich, J. M., Moore, L. B., Wisely, G. B., Noble, S. M., Davis-Searles, P.
R., Lambert, M. H., Kliewer, S. A., and Redinbo, M. R. (2003b). 2.1 A crystal
structure of human PXR in complex with the St. John's wort compound hyperforin.
Biochemistry 42, 1430-1438.

Wei, P., Zhang, J., Dowhan, D. H., Han, Y., and Moore, D. D. (2002). Specific and
overlapping functions of the nuclear hormone receptors CAR and PXR in xenobiotic
response. Pharmacogenomics J 2, 117-26.

Weiss, M. (1988). A general model of metabolite kinetics following intravenous and oral
administration of the parent drug. Biopharm Drug Dispos 9, 159-76.

Weiss, M. (1990). Use of metabolite AUC data in bioavailability studies to discriminate
between absorption and first-pass extraction. Clin Pharmacokinet 18, 419-22.

Weiss, R. E., Murata, Y., Cua, K., Hayashi, Y., Seo, H., and Refetoff, S. (1998). Thyroid
hormone action on liver, heart and energy expenditure in thyroid hormone receptor
B deficient mice. Endocrinology 139, 4945-52.

Wolff, J. (1998). Perchlorate and the thyroid gland. Pharmacol Rev 50, 89-106.

Wrutniak-Cabello, C., Casas, F., and Cabello, G. (2001). Thyroid hormone action in
mitochondria. J Mol Endocrinol 26, 67-77.

Wu, S. Y., Green, W. L., Huang, W. S., Hays, M. T., and Chopra, I. J. (2005). Alternate
pathways of thyroid hormone metabolism. Thyroid 15, 943-58.

Xie, W. (2008). Nuclear receptors in drug metabolism, pp. 330.

Xu, C., Wang, X., and Staudinger, J. L. (2009). Regulation of tissue-specific
carboxylestérase expression by pregnane x receptor and constitutive androstane
receptor. Drug Metab Dispos 37, 1539-47.

Yamaoka, K., Nakagawa, T., and Uno, T. (1978). Application of Akaike's information
criterion (AIC) in the evaluation of linear pharmacokinetic equations. J
Pharmacokinet Biopharm 6, 165-75.

Yen, P. M. (2001). Physiological and molecular basis of thyroid hormone action. Physiol Rev
81, 1097-1142.

Zalko, D., Prouillac, C., Riu, A., Perdu, E., Dolo, L., Jouanin, I., Canlet, C., Debrauwer, L.,
and Cravedi, J. P. (2006). Biotransformation of the flame retardant tetrabromo-
bisphenol A by human and rat sub-cellular liver fractions. Chemosphere 64, 318-27.

Zhao, X., Yeh, J. Z., Salgado, V. L., and Narahashi, T. (2005). Sulfone metabolite of
fipronil blocks y-aminobutyric acid- and glutamate-activated chloride channels in

mammalian and insect neurons. J Pharmacol Exp Ther 314, 363-73.

215



REFERENCES

Zhou, S., Yung Chan, S., Cher Goh, B., Chan, E., Duan, W., Huang, M., and McLeod, H. L.
(2005). Mechanism-based inhibition of cytochrome P450 3A4 by therapeutic drugs.
Clin Pharmacokinet 44, 279-304.

Zhu, Z., Kim, S., Chen, T., Lin, J. H., Bell, A., Bryson, J., Dubaquie, Y., Yan, N.,
Yanchunas, J., Xie, D., et al. (2004). Correlation of high-throughput pregnane X
receptor (PXR) transactivation and binding assays. J Biomol Screen 9, 533-540.

Zoeller, R. T. (2005). Environmental chemicals as thyroid hormone analogues: new studies
indicate that thyroid hormone receptors are targets of industrial chemicals ? Mol
Cell Endocrinol 242, 10-15.

Zoeller, T. R. (2010). Environmental chemicals targeting thyroid. Hormones 9, 28-40.

216



TITLE AND SUMMARY

TITLE: Mechanistic basis of the effects of an agroveterinary insecticide, the fipronil,

and/or its metabolites on the thyroid function in rat

SUMMARY: The widely used insecticide fipronil is a thyroid disruptor in rat acting on
thyroid hormone hepatic metabolism. In sheep, a more relevant species for the human
thyroid regulation, fipronil-induced thyroid-disruption is much more limited. The goal of
this thesis was to characterize the mode of action of fipronil on thyroid function at the
hepatic level focusing on 1) the potential role of fipronil sulfone, the main fipronil
metabolite formed in vivo, and on 2) interspecific differences in terms of fipronil
metabolism and/or sensitivity to thyroid disruption that can prejudge of the relevance of
the different animal models for the risk assessment of fipronil for human health. Fipronil
sulfone was as efficient as fipronil to induce the expression and/or activity of enzymes
involved in thyroid hormone or fipronil hepatic metabolism both in vivo in rat and in vitro
on hepatocytes. The use of knock-out mice for xenosensors nuclear receptors strongly
suggested an implication of the nuclear receptor Constitutive Androstane Receptor and/or

Pregnane X Receptor on fipronil-induced thyroid disruption.

KEYWORDS: endocrine disruptor, fipronil, fipronil sulfone, thyroid function, hepatic
metabolism, rat, transgenic mice, hepatocytes, Constitutive Androstane Receptor,

Pregnane X Receptor
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RESUME: Le fipronil, insecticide largement utilisé, est un perturbateur thyroidien chez le
rat modulant le catabolisme hépatique des hormones thyroidiennes. Ses effets chez le
mouton, considéré comme un modéle plus pertinent que le rat pour étudier une régulation
de la fonction thyroidienne chez 'Homme, sont plus limités. Le but de cette these était de
caractériser au niveau hépatique le mode d'action du fipronil sur la fonction thyroidienne
en s'intéressant 1) au réle potentiel du principal métabolite du fipronil formé in vivo, le
fipronil sulfone, et 2) aux différences interspécifiques de métabolisme du fipronil et/ou de
sensibilité a la perturbation thyroidienne qui peuvent préjuger de la pertinence des
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du métabolisme hépatique des hormones thyroidiennes ou du fipronil était la méme que
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fortement une implication des récepteurs nucléaires Constitutive Androstane Receptor

et/ou Pregnane X Receptor dans la perturbation thyroidienne induite par le fipronil.
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