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Approches « omiques »

Lidée de base associée aux approches « omiques » consiste a appréhender la
complexité du vivant dans son ensemble, au moyen de méthodologies les
moins restrictives possibles sur le plan descriptif. Ces approches peuvent en
particulier étre utiles pour mettre en évidence et identifier de nouveaux
biomarqueurs (d’exposition, d’effet ou de susceptibilité), générer de nouvelles
connaissances sur le plan mécanistique (modes d’action), ou encore élaborer
de nouveaux outils de toxicologie prédictive pour aider a I'identification des
dangers. Caractérisées comme des techniques a haut débit permettant une
analyse simultanée d’'un grand nombre de variables, elles comprennent princi-
palement (figure 20.1) : la génomique (SNPs par exemple), la transcriptomi-
que (expression des génes et leur régulation), la protéomique (analyse des
protéines), la métabolomique (étude des métabolites produits). Ces approches
permettent d’obtenir de trés nombreuses informations sur la réponse cellulaire
et/ou tissulaire 2 une exposition in vitro ou in vivo.

Le développement des techniques 4 haut débit permettant ce type de profilage
ou de « prise d’empreinte », ainsi que l’existence de techniques statistiques
historiquement bien établies et maitrisées laissant supposer une relative faci-
lité de retraitement des données générées, font qu’aujourd’hui le nombre de
chercheurs engagés dans cette voie est trés important.

Si le passage de I'dre du tout génomique a '¢re de la protéomique a pris
quelques dizaines d’années, le passage de la protéomique a la métabolomique
n’a en effet pris que quelques années, puis 'apparition du concept de fluxomi-
que'® n’a ensuite pris que pratiquement quelques mois. Aujourd’hui, se déve-
loppe un concept de « Big Science », reposant sur la génération et I'analyse
d’un nombre de données jamais atteint auparavant, un des objectifs étant
d’exploiter simultanément les données issues de ces différentes approches,

16. La fluxomique est la mesure des vitesses réelles des réactions métaboliques dans le
systéme biologique intégre (flux intracellulaires, intratissulaires). Il n’existe pas de méthode
directe permettant de mesurer des flux dans une cellule ou un tissu intégre. L'approche indirecte
la plus pertinente est basée sur des stratégies de marquage isotopique (13C) couplées a
'analyse fine (mesure des « isotopoméres ») de l'incorporation isotopique dans les métabolites,
réalisée soit par spectrométrie de masse, soit par RMN. Elle aboutit a I'obtention de cartes de
flux qui représentent la distribution quantitative des flux (ici carbonés) dans le réseau métabo-
lique du systeme biologique étudié (http://metasys.insa-toulouse.fr/plateforme_metabolome/
accueil.html)
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comme autant d’angles de prise de vue complémentaires décrivant les sys-
temes biologiques étudiés. La difficulté réside néanmoins dans I'interprétation
de ces nombreuses données nécessitant de faire appel 2 des moyens bio-
informatiques puissants. La puissance de ces outils sur le plan descriptif
permet aujourd’hui une caractérisation des systémes biologiques a une échelle
et une profondeur jamais atteintes. Ces technologies se heurtent toutefois a
certaines limites sur le plan explicatif, la relation entre une signature molécu-
laire et la toxicité n’étant pas toujours évidente, de méme que la validité aussi
bien que l'interprétation biologique de biomarqueurs mis en évidence par ces
nouveaux outils.
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Figure 20.1 : Représentation schématique des trois grands niveaux de caracté-
risation des systemes biologiques

Transcriptomique et protéomique

Depuis 2-3 ans, des approches globales d’analyse transcriptomique ont été
réalisées a partir de différents organes (ovaires, testicules, utérus, glande
mammaire, placenta) suite a des expositions in utero chez les rongeurs ou de
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cultures cellulaires chez 'homme. Ces études, qui concernent le bisphénol A
(Moral et coll., 2008 ; Lawson et coll., 2011) et les phtalates (Yuan et coll.,
2010 ) mettent en évidence des modifications au niveau des grandes fonctions
cellulaires, telles que la différenciation, le cycle cellulaire, ou les processus de
biosyntheése des hormones stéroides. 1 est difficile de dire si ces modifications
sont des causes ou des conséquences des phénotypes observés et de faire des
relations directes entre exposition et ces altérations transcriptionnelles mesu-
rées souvent longtemps aprés I'exposition. Cependant, ces études sont des
points de départ pour définir de nouveaux biomarqueurs d’exposition et avoir
une vision globale de I'ensemble des mécanismes altérés au sein d’un tissu.

Des approches protéomiques ont également été récemment exploitées afin de
caractériser une signature biologique caractéristique d’'une exposition au bis-
phénol A chez le rongeur soit au niveau de la glande mammaire (Betancourt et
coll., 2010), soit au niveau des organes impliqués dans I'immunité (Yang et
coll., 2008). Ces études ont ainsi mis en évidence et identifié plusieurs protéines
dont 'expression semble significativement affectée par le BPA, dont certaines
impliquées dans la signalisation cellulaire. Deux études protéomiques ont éga-
lement été conduites chez le poisson exposé a des contaminants perfluorés, au
PFOA (Wei et coll., 2008) ou au PFOS (Shi et coll., 2009). Ces études ont
montré I'existence d’'une vingtaine de protéines (au niveau hépatique chez le
vairon pour la premiére étude ou bien au niveau embryonnaire chez le zebrafish
pour la seconde) dont 'abondance est significativement affectée par ces compo-
sés, ces protéines étant impliquées dans les voies physiologiques variées
incluant le transport d’acides gras, le stress oxydatif, le maintien de ’homéosta-
sie, le cycle cellulaire, ou encore les fonctions mitochondriales. Kling et coll.
(2009) ont, quant a eux, réalisé une étude protéomique également chez le
poisson (zebrafish) mais a partir de cultures cellulaires hépatiques exposées a des
retardateurs de flamme polybromés (HBCD et/ou TBBPA), cette étude ayant la
encore montré |'existence d'un profil protéique caractéristique de cette exposi-
tion, avec une partie distincte et une partie commune entre les deux substances
testées. Cette étude a de plus souligné I'intérét de cette approche pour mettre
en évidence des effets de mélanges pas toujours prévisibles.

Métabolomique

Les approches de type métabolomique s'intéressent plus particulieérement aux
composés chimiques présents au sein des systémes biologiques étudiés, apres la
mise en jeu des phénomenes complexes de transcription et de traduction. Il
s'agit donc globalement de molécules de faible poids moléculaire, le plus
souvent inférieur 2 1 000 Da, qui peuvent correspondre a des substances
endogénes (métabolites primaires ou secondaires) ou exogeénes. De facon
conceptuelle (figure 20.2) et dans le domaine particulier de la toxicologie, le
type de signature biologique au niveau du métabolome peut donc étre consi-
dérée comme reflétant de fagcon concomitante une exposition chimique
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(mesure des substances chimiques parentes ou de leurs produits directs de
biotransformation/dégradation) et l'effet biologique induit par cette exposi-
tion (mesure de biomarqueurs indirects dont le niveau d’expression est sur- ou
sous-exprimé consécutivement 2 cette exposition). Un des principaux avan-
tages de ces approches est donc de caractériser de fagon assez globale et non
ciblée les perturbations biologiques liées & une exposition chimique donnée.
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Figure 20.2 : Concept d’empreinte métabolique comme lien entre perturba-
teurs endocriniens et perturbation endocrinienne

Sur le plan technique, ce type de profilage métabolique a été historiquement
proposé via la résonance magnétique nucléaire (RMN), notamment par
'équipe de Nicholson au Royaume-Uni (1999). Cette technologie est tou-
jours le support de nombreuses applications en métabolomique, y compris
dans le champ de la toxicologie et de la santé. La spectrométrie de masse
(MS) représente une seconde approche de choix dans ce domaine.

Au-dela de ce concept relativement simple d’empreintes ou profils métabo-
liques, ce domaine requiert de facon pratique la mise en ceuvre d'un cadre
méthodologique dépassant largement I'étape de génération de ces profils
proprement dite (Antignac et coll., 2011). Ainsi (figure 20.3), des procédures
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doivent étre développées et implémentées au niveau du traitement des échan-
tillons biologique avant analyse, du retraitement des données brutes générées,
de Panalyse statistique (notamment par des méthodes multivariées avancées),
de Pextraction de I'information utile contenue dans ces empreintes sur la base
d’un ensemble de criteres complémentaires, de 1’élucidation structurale des
composés chimiques pouvant répondre au qualificatif de candidat biomar-
queur, de la validation de ce caractere de biomarqueur, puis de 'interprétation
biologique des perturbations métaboliques ainsi caractérisées.

Si ce schéma général (figure 20.3) représente une base globalement commune
a 'ensemble des études métabolomiques, celles-ci peuvent avoir des finalités
et par conséquent des spécificités dans leur mise en ceuvre. Une premicre
finalité de ces études peut étre en effet la caractérisation exhaustive de
I’'ensemble des « métabolites » détectés (métabolomique systématique). Tou-
tefois, ce travail se heurte généralement 2 la difficulté d’identification structu-
rale non ambigué des substances chimiques. Une seconde finalité plus cou-
ramment visée consiste 2 mettre en évidence parmi les descripteurs générés,
un certain nombre d’entre eux dont le niveau d’expression est significati-
vement différent (sur- ou sous-exprimé) entre deux ou plus sous-groupes
d’échantillons donnés (métabolomique différentielle).
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Figure 20.3 : Différentes étapes d’une approche métabolomique sur le plan
expérimental
Exemple d’un support analytique de type spectrométrie de masse

Le concept de métabolomique trouve depuis quelques années un écho par-
ticulier dans le domaine de la toxicologie (Lindon et coll., 2005). Une
premiére perspective est en effet la mise en évidence globale, bien au-dela du
faible nombre de « end-points » usuellement étudiés, de I'impact de certaines
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substances sur des systémes biologiques donnés (Robertson et coll., 2000 ;
Shockcor et coll., 2002 ; Griffin et coll., 2004 ; Ebbels et coll., 2007). Une
seconde perspective est Iidentification de biomarqueurs d’exposition et/ou
d’effet permettant la génération de nouvelles connaissances s’agissant de leurs
modes d’actions (Clarke et coll., 2008 ; Coen et coll., 2008 ; Coen, 2010 ;
Beger et coll., 2010). Dans ce domaine, il est toutefois souvent difficile de
distinguer les modifications métaboliques résultant d’une adaptation physio-
logique de celles signant une toxicité effective. Par ailleurs, la question de la
représentativité de 'empreinte métabolomique générée (dépendante des dif-
férents niveaux de variabilité biologique et analytique) ou encore de son
exhaustivité (dépendante de la technique de mesure), se pose clairement dans
le cadre de ces approches et limite parfois la significativité des résultats
obtenus et leur interprétation.

S’agissant des phtalates, une étude métabolomique conduite chez le rat Wistar
(van Ravenzwaay et coll., 2009) s’est ainsi attachée a caractériser la signature
plasmatique consécutive a une exposition aux phtalates (DEHP et/ou DBP).
Cette étude a montré en particulier 'existence d’un niveau de concentration
sans effet global au niveau du métabolome (150 mg/kg), et pour de plus fortes
concentrations (1 000 a 3 000 mg/kg) une signature consécutive a une expo-
sition en mélange significativement distincte de celle observée pour les deux
composés testés considérés séparément. L'étude d’Eveillard et coll. (2009),
également dédiée a I'étude de 'impact du DEHP au niveau hépatique chez la
souris, a quant 2 elle illustré I'intégration possible de données transcriptomi-
ques et métabolomiques issues d'un méme systeme étudié. S’agissant des
substances perfluorées (PFC) une étude métabolomique a été conduite chez le
rat Sprague-Dawley pour caractériser la signature plasmatique d’une exposi-
tion au N-ethyl perfluorooctanesulfonamidoethanol (N-EtFOSE) (Xie et
coll., 2009), révélant des marqueurs impliqués dans la prolifération de peroxy-
somes.

Deux autres études, non plus de type métabolomique au sens strict (c’est-a-
dire global et non ciblé) mais de profilage métabolique, limitées & un ensem-
ble de métabolites du méme type détectés de facon ciblée, ont également été
conduites pour étudier I'impact d’une exposition au bisphénol A sur les
nucléosides urinaires chez le rat (Cho et coll.,, 2009) ou I'impact d’une
exposition au DEHP sur les principaux lipides dans le tissus cérébral
d’embryons de rat (Xu et coll., 2007).

Au-deld de ces premieres études, la métabolomique reste aujourd’hui un
domaine en développement, sur le plan des concepts comme sur le plan des
outils et procédures, et ne permet pas encore d’appréhender la complexité de
la relation entre exposition chimique (dans les conditions réelle de basses
concentrations et de multi-exposition) et troubles de la reproduction (2
’échelle individuelle ou épidémiologique) telle que décrite a la figure 20.2.
Des travaux sont toutefois en cours dans ce sens (Antignac et coll., commu-
nication personnelle), s’attachant a établir chez 'Homme un lien (au mieux
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de corrélation) entre d’une part un profil d’imprégnation chimique le plus
large possible (mesure quantitative et ciblée d’'un grand nombre de substances
incluant différentes classes de contaminants chimiques), d’autre part une
empreinte métabolomique globale (par exemple dans le plasma ou sérum), et
enfin des parametres cliniques indicateurs de fonctions de la reproduction ou
du développement (par exemple de la qualité spermatique chez ’lhomme).
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