
Effets du mélange de 2 Polluants 
Organiques Persistants (dioxine/
pesticide) sur la régulation de 

l’expression des gènes dans la lignée 
cellulaire humaine HepaRG 



Les organismes vivants sont exposés à une grande variété de 
xénobiotiques (molécules souvent de faible poids moléculaire, 

étrangères à l’organisme, souvent hydrophobes), en général sous 
forme de mélanges complexes. 

Introduction: xénobiotiques 

Médicaments 
Aliments 
Polluants 
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Toxicité des mélanges de xénobiotiques 

Adaptation, stress, perturbations métaboliques, cancers, … 

PPAR AhR PXR - CAR 
   Récepteurs des xénobiotiques 

CYP1, …       CYP3,  CYP2, …       CYP4 

CYP : cytochrome P450  
(phase I du métabolisme 

des xénobiotiques) 
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Acides gras, 
médicaments Xénobiotiques 

ER 

estrogènes 

Facteurs 
transcriptionnels 
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Toxicité des mélanges de xénobiotiques ? 

Dioxine 
(TCDD) 

Adaptation, stress, perturbations métaboliques, cancers, … 

PPAR AhR PXR - CAR 
   Récepteurs des xénobiotiques 

CYP1, …       CYP3, CYP2, …       CYP4 

Alpha- 
endosulfan 
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Acides gras, 
médicaments 

ER 

estrogènes 



Dioxines 
TCDD :  2, 3, 7, 8 tétrachlorodibenzo-p-dioxine (dioxine de Seveso) 
 
 
 
Origine :  - incinérateurs 

   - sous-produit de la fabrication de pesticides, de pâte à papier 
   - feux de forêt, volcan, … 

 
Contamination : - ingestion (bioconcentration dans la chaîne trophique) 

                - inhalation 
                      - exposition cutanée 
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Pesticides organochlorés 

Alpha-endosulfan : insecticide organochloré lipophile 

    
 
 
Contamination :  - ingestion (aliments, eau de boisson) 

    - inhalation (pulvérisation de pesticides) 
    - contact cutané (manipulateurs de pesticides) 

 
 



Voie de signalisation du AhR: 
« Aryl hydrocarbon receptor » 
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AhR 
p23 

Hsp90 

XAP2 
ARNT 

ARNT 
CYP1A1,… 

XRE 

Co-activateurs 

AhR 

AhR 

Hsp90 

noyau cytoplasme 



PXR RXR 

CYP3A4, … 

PXRE 

PXR RXR 
Coactivateurs 

Voie de signalisation du PXR: 
« pregnane X receptor » 

noyau 
cytoplasme 



ER 

Serpine 9, … 

ERE 

Coactivateurs 

Voie de signalisation du ER: 
« estrogen receptor » 

noyau 
cytoplasme 

ER ER 



α-endosulfan TCDD 

PXR 
ER AhR 

Gènes cibles 
classiques 

Nouvelles 
Cibles ? 

 
Additivité, 
Synergisme, 

Antagonisme ? 

Gènes cibles 
classiques 

But de l’étude 
Contamination des organismes vivants par les polluants (hommes 

et animaux) en général sous forme de mélanges complexes. 
 

Peu d’études de mélanges de polluants utilisant des voies de 
signalisation différentes  
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Modèle: lignée humaine HepaRG 

+ DMSO 
1,5% 

15 jrs 

Cellules à confluence non 
différenciées 

(insuline+hydrocortisone) 

Cellules différenciées 

Cellules type « biliaire » Cellules type 
« hépatocytaire » 
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96 

10 38 
8 83 
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1 

TCDD + α-
endosulfan 
194 gènes 

TCDD 
129 gènes 

Facteur > 2 ou 
Facteur < 0.5      
P < 0.05 

* Cellules HepaRG différenciées traitées or non 30h par: 
DMSO 0.15% (contrôle) 
25nM TCDD 
10µM α-endosulfan 
25 nM TCDD+10µM α-endosulfan 
 
* Expression génique globale (ARNm)  
Puces à ADN pangénomiques 
Affymetrix 

Dessin expérimental et résultats 
transcriptomique 

α-endosulfan 
26 gènes 

Diagramme de Venn 



y = 1.8762 x 
R 2  = 0.9742 
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mRNA facteur de changement (puces à ADN) 

m
RN

A
 f

ac
te

ur
 d

e 
ch

an
ge

m
en

t 
(R

T-
qP

CR
) 

Traitement par TCDD 

Comparaison des niveaux d’expression en ARNm  
en transcriptomique et RT-QPCR 

Environ 30 gènes testés 



Ingenuity analysis 
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13/154 

22/372 

Activation 
FXR/RXR 

Biosynthèse 
Acides biliaires 

Métabolisme des 
Xénobiotiques by CYPs 

Glycolyse/ 
néoglucogenèse 

Métabolisme 
glycérolipidique 

Métabolisme 
pyrimidines 

Cycle cellulaire 
(protéines CHK) 

Contrôle Checkpoint 

Signalisation RAN 

Signalisation AhR 

Mécanismes moléculaires du 
cancer 

20    10       0 0    10       20 

% de gènes régulés dans la voie de signalisation 

Gènes sous-exprimés Gènes surexprimés 

Voies de signalisation régulées par la 
combinaison TCDD + α-endosulfan 



Analyse hiérarchique en cluster 

Gènes 
surexprimés 



Analyse hiérarchique en cluster 

Gènes 
sous-exprimés 

Gènes 
surexprimés 



Analyse hiérarchique en cluster 

Gènes 
sous-exprimés 

Gènes 
surexprimés 

glucose 

pyruvate  lactate 

GLYCOLYSE 

KREB
S 

cycle 

GLUT 2 

G6Pc 

PEP 

glycogène 

lipides 

glucose 

NEOGLUCOGENESE 
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Contrôle       TCDD+ 
               α-endo 

expression en ARNm et protéine: G6Pc (glucose 6 phosphatase) 

G6Pc 40KDa 

  Contrôle     TCDD+α-endo 

β-actin 46KDa 

RT-QPCR 

Western 
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Contrôle     TCDD     a-endo     TCDD+ 
             25 nM    10 µM     a-endo 

# p < 0.05 
## ** p < 0.0001 
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Contrôle     TCDD     a-endo     TCDD+ 
             25 nM    10 µM     a-endo 
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Contrôle     TCDD     α-endo     TCDD+ 
             25 nM    10 µM     α-endo 
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# p < 0.05 ## ** p < 0.0001 
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Contrôle       TCDD+ 
               α-endo 

Glut2 57KDa 

β-actin 46KDa 

  Contrôle     TCDD+α-endo 

Expression en ARNm et protéine: Glut2 (transporteur 2 du glucose) 

RT-QPCR 

Western 

Puces à ADN 
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Effet du mélange TCDD/α-endosulfan sur l’oxydation du glucose 
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glucose 

pyruvate  lactate 

GLYCOLYSE 

KREB
S 

cycle 

GLUT 2 

G6Pc 

PEP 

glycogène 

lipides 

glucose 

NEOGLUCOGENESE 

# p < 0.05 n=4 

# 

CO2 CO2 



Conclusion 

α-endosulfan TCDD 

PXR 
ER AhR 

Gènes cibles 
classiques 

Nouvelles Cibles 
 

Principalement 
additivité des effets 

 
Sous-expression de gènes 
appartenant à des voies 

métaboliques 
 

Gènes cibles 
classiques 
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Analyse hiérarchique en cluster 

Gènes 
sous-exprimés 

Gènes 
surexprimés 


