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SOMMAIRE

Avec I’¢ére industrielle sont venus les polluants environnementaux. Ils sont de plus en plus pointés du
doigt pour une variété d’effets indésirables en particulier pour leur potentiel a affecter la santé
humaine. Les pesticides font partie de ces polluants et leurs usages ne font que croitre depuis une
vingtaine d’années. Ces produits qui servent & améliorer la production agricole en éliminant les pestes
qui ravagent les récoltes sont souvent peu étudiés a long terme avant d’étre homologués.

L’effet perturbateur au niveau cellulaire et les effets a long terme de ces pesticides sont peu connus.
Pour ce projet de maitrise, nous avons observé I’effet de deux pesticides, I’imidaclopride et I’acide 2-
methyl-4-chlorophenoxyacetic (MCPA), sur les voies de signalisation du récepteur a la dioxine (AhR)
et du récepteur aux androgenes (AR). L’imidaclopride est un insecticide de la famille des
néonicotinoides, une classe de plus en plus utilisée. Ce pesticide est surtout connu pour étre en lien
avec le déclin des colonies d’abeilles depuis une décennie. Le MCPA est un des herbicides les plus
utilisés au Québec, il est persistant et souvent retrouvé dans les eaux de la province.

Nous avons traité des cellules du cancer du sein et des cellules du cancer de la prostate avec ces
pesticides et nous avons vérifié si leur présence perturbait les deux voies de signalisation cellulaire a
I’étude.

Le récepteur AhR est un facteur de transcription activé par un ligand. Le TCDD, une dioxine, est le
meilleur ligand exogéne connu a ce jour de ce récepteur. Par contre, ses ligands naturels, des dérivés du
tryptophane ou des facteurs de virulence de bactéries, 1’activent de fagon beaucoup moins forte. Lors
de I’activation de la voie AhR, les génes CYPIAl et CYPIBI sont transcrits et codent pour des
enzymes du cytochrome P450 qui transforment les ligands en produits plus facilement éliminables.

Dans un contexte ou de 1’cestradiol (E2) est présent dans les cellules, il y a une interaction croisée entre



le récepteur a I’cestrogene (ER) et le récepteur AhR, qui fait en sorte que I’expression de CYPIA] est
réprimée. Cela se traduit en un ratio d’enzyme CYP1A1 a CYPI1BI1 différent qui pourrait augmenter la
possibilit¢ d’une accumulation de métabolites génotoxiques. En effet, CYP1BI1 hydroxyle le ligand
d’AhR mais aussi ’cestradiol en 4-hydroxycestradiol (4-OHE), dont I’accumulation peut amener des
mutations dans I’ADN alors que ’enzyme CYP1A1 I’hydroxyle en 2-hydroxycestradiol (2-OHE), qui
n’as aucun effet néfaste répertorié sur la cellule.

Dans les cellules du cancer du sein, le MCPA appliqué en champs induisait fortement 1’expression de
CYPI1BI comparable a I’échantillon traité au témoin positif (TCDD), alors que CYP1A41 ’était que tres
légeérement par rapport au témoin non-traité. Au niveau protéique, CYP1A1 n’était qu’exprimée dans le
témoin positif (TCDD) et ce, en quantité moindre lorsqu’il y avait présence d’cestradiol. CYP1BI1 était
fortement exprimée dans [’échantillon de TCDD, ce qui était attendu, mais aussi dans tous les
échantillons traités au MCPA de NuFarm. Ces effets ne sont pas notés avec l’ingrédient actif du
MCPA. La présence d’un ou plusieurs autres produits ajoutés dans le MCPA de la compagnie NuFarm
en combinaison avec I’ingrédient actif pourrait activer la voie de signalisation d’AhR et causer ce
débalancement dans 1’expression des génes CYP1A1 et CYPIBI. Nos résultats indiquent que plusieurs
concentrations de 1’ingrédient actif de I’imidaclopride ne perturbe pas les voies cellulaires d’AhR ni
AR, alors que, le MCPA perturbe ces deux voies cellulaires. Par contre, c’est seulement celui produit
par la compagnie NuFarm qui est utilisé en champs. Cette formulation appliquée en terrain agricole
inclut I’ingrédient actif ainsi que les antigels, les surfactants et les adjuvants qui permettent au produit
d’étre plus efficace. L’ingrédient actif du MCPA seul n’affectait pas les deux voies.

Le récepteur aux androgenes (AR) est aussi un facteur de transcription qui se lie a ’ADN afin de
réguler I’expression des génes et il est particuliérement important pour le développement et le maintien
du phénotype masculin. Depuis une vingtaine d’années, des problémes de baisse de libido et de fertilité

s’accentuent dans notre société et semblent étre reliés a la baisse de testostérone des hommes (Travison



et al. 2007). Cette molécule est d’ailleurs un des deux ligands du récepteur AR, le deuxiéme étant la 5-
dihydrotestostérone (DHT). Le facteur environnemental plutét que le mode de vie semble étre un
facteur déterminant dans I’étude qui portait sur ce déclin. Les pesticides ont déja été¢ soupgonnés pour
avoir un potentiel anti-androgénique, mais aucune étude ne fait un lien de causalité direct. Dans le
projet de maitrise présenté dans ce document, I’expression des genes marqueurs PSA (antigéne
spécifique de la prostate) et PCA3 (antigéne du cancer de la prostate) a été quantifiée pour savoir si les
pesticides ont un effet perturbateur sur la voie du récepteur AR.

Dans les cellules du cancer de la prostate, ’expression de PS4 et PCA3 était semblable au non-traité
dans I’échantillon trait¢ au MCPA (NuFarm), et ce, méme apres 1’ajout de DHT, qui active
I’expression de ces deux geénes. Cette fois-ci, 1’ingrédient actif seul faisait en sorte que les deux génes
marqueurs étaient moins exprimés lors de ’ajout de la DHT, par rapport au témoin. Il semblerait que
I’ingrédient actif est a la base de ce changement d’expression de nos génes marqueurs. Donc, le MCPA
pourrait avoir un effet anti-androgénique dans les cellules du cancer de la prostate. Donc, le MCPA est
un pesticide qui affecte les voies de signalisation cellulaires AhR et AR. Il est particulier de noter que
le pesticide appliqué en champ perturbe nettement plus les voies cellulaires. Il sera important de
continuer a étudier les effets des pesticides sur I’homme au niveau cellulaire et de comprendre

comment ils pourraient contribuer au développement du cancer.

Mots clés : pesticides, cancer, MCPA, imidaclopride, récepteur AhR, récepteur AR.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION GENERALE

1.1 Les pesticides

Un pesticide est défini comme « un produit congu pour détruire des organismes considérés
indésirables ou nuisibles » (MDDELCC, 2014). Au niveau fédéral au Canada, ils sont plutot
nommeés des produits antiparasitaires et définis comme « produit, substance ou organisme —
notamment ceux résultant de la biotechnologie — constitué d’un principe actif ainsi que des
produits de formulation et de contaminants et fabriqué, présenté, distribué ou utilis¢é comme
moyen de lutte direct ou indirect contre les parasites par destruction, attraction ou répulsion,
ou encore par atténuation ou prévention de leurs effets nuisibles, nocifs ou génants »
(Gouvernement du Canada, 2002). Les pesticides en général contiennent un ou plusieurs
ingrédients actifs, c’est-a-dire un agent chimique a la propriété antiparasitaire, ainsi que des
produits de formulation comme des solvants, des antigels et des surfactants qui améliorent
Iefficacité du pesticide. Cette gamme de produits est utilisée partout dans le monde afin
d’augmenter la productivité agricole. Il y a une hausse par rapport de leur utilisation depuis les
années 80, et ce de fagcon mondiale comme montré en figure 1 (Grullon et Stokstad, 2013). Au
Québec, I’'usage est majoritairement agricole (70%), mais il demeure que 20% est pour usage
domestique pour I’entretien des pelouses et I’extermination d’insectes par exemple. Les 10%
restants couvrent les huiles essentielles repoussant les parasites et insectes entre autres

(MDDELCC, 2012).

1.1.1. Les catégories et les classes chimiques des pesticides

Plusieurs catégories de pesticides sont homologuées au Canada et utilisées réguliérement. On

peut les séparer en plusieurs catégories selon leurs usages : herbicides contre les mauvaises



herbes, insecticides contre les insectes ravageurs et fongicides contre les champignons

nuisibles.

. PLUS DE DEMANDE, PLUS D’UTILITES
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Figure 1: Les ventes de pesticides sont a la hausse a 1'échelle mondiale.
(Modifiée de Grullon et Stoukstad, 2013)

Il est intéressant de noter que les répulsifs d’animaux, les algicides et les produits nettoyants et
antimicrobiens sont aussi considérés comme des pesticides (Gouvernement du Canada, 2000).

Ces pesticides peuvent étre systémiques, ¢’est-a-dire qu’ils sont absorbés par 1’organisme ciblé
et vont se retrouver présents partout. La majorité des produits de lutte antiparasitaire sont non
systémiques. Ces derniers sont plutot des produits de contacts qui agissent lors de 1’interaction
directe avec un parasite. Nous pouvons classer les pesticides selon leur groupe chimique. Les
organochlorés ont été un des premiers groupes a étre utilisés comme pesticides. Ces composés
organiques possédent au moins un atome de chlore comme le célebre
dichlorodipényltrichloroéthane (DDT). Surtout utilisés comme insecticides et acaricides, leur
usage s’est vu fortement restreint & cause de leur persistance, leur bioaccumulation, mais
surtout a cause des effets secondaires reliés au systéme de reproduction ainsi qu’au systéme
nerveux, endocrinien et immunitaire chez ’homme. Les organophosphorés sont un autre

groupe chimique qui est encore utilis€. Ces composés organiques contenant au moins un



atome de phosphore ont des usages similaires aux organochlorés étant aussi des insecticides et
des acaricides. Bien qu’ils soient non persistants, leur manque de sélectivité ainsi que leur
toxicité €élevée pour ’homme font que ces pesticides sont dangereux. Malheureusement, ils
sont toujours légaux au Canada, mais leur utilisation est a la baisse (Parlement du Canada,
2000). Depuis quelques années, des pesticides plus sélectifs ont pris les devants, comme les
herbicides phénoxy et les néonicotinoides. Les herbicides phénoxy, comme le 2,4-D, sont trés
efficaces et ¢éliminent seulement les mauvaises herbes dicotylédones, tel le trefle, dans les
paturages et les champs de céréales (Syme et Wansbrough 1998) Cette sorte de pesticide
ressemble a un facteur de croissance, 1’acide indolacétique (AIA), chez ces plantes et force
une pousse incontrdlable qui mene a leur mort. Grace a cette spécificité, ils sont connus pour
leur efficacité et ils sont utilisés souvent en combinaison avec d’autres herbicides du méme
type (Santé Canada, 2010). Ce sont des acides appliqués généralement en forme d’esters ou de
sels, sauf I’acide 2,4,5-trichlorophenoxyacétique (2,4,5-T) qui est un constituant de I’Agent
Orange. Celui-ci qui a été banni dans la majorité des pays due a une contamination au 2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-para-dioxin (TCDD), une dioxine extrémement toxique, les pesticides de
cette famille chimiques sont peu connus comme €tant nocifs pour la sant¢ humaine (Ritter et

al. 2013).

Une autre catégorie de pesticides nommés les néonicotinoides, dérivés de la nicotine, a
commence, depuis 1994, a prendre les devants comme insecticides efficaces et spécifiques.
Cette gamme de produit affecte le systéme nerveux central des insectes suceurs, plus
spécifiquement les récepteurs nicotiniques de 1’acétylcholine. Les insectes, une fois exposés
au produit, sont hyper-stimulés et meurent. Leur utilisation depuis leur découverte est en
constante augmentation grace a leur efficacité et spécificité contre les insectes, leur non-
nocivit¢é aux humains, ainsi qu’a leur potentiel systémique (Santé Canada, 2014).
Malheureusement, les néonicotinoides sont célebres, car ils sont pointés du doigt pour le
récent syndrome d’effondrement des colonies d’abeilles. Quelques papiers montrent que ces
pesticides pourraient €tre la cause de la désorientation des abeilles qui mene au déclin de leurs
colonies, et ce, méme au Québec (Boily ef al. 2013). Cela est d’ailleurs la cause du moratoire

pour leur utilisation dans certains pays européens, dont la France, 1’Allemagne et I’Italie
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(Watts 2011). Cinq pesticides de cette catégorie sont utilisés au Canada, et leur application est
variée, comme en enrobage de semences par exemple. Ces pesticides sont détectés dans 1’eau
des rivieres partout au Québec (Giroux 2015). Comme les récepteurs nerveux touchés chez les
insectes aquatiques sont les mémes que ceux des insectes ciblés (Alexander et al. 2007), les
néonicotinoides peuvent aussi avoir un effet néfaste sur eux. Selon I’article de Van der Sluijs
et ses collegues, les invertébrés aquatiques seraient les plus perturbés par ces pesticides et
plusieurs chercheurs ont démontré ces effets sur les macroinvertébrés benthiques (Van der

Sluijs et al. 2014).

1.1.2. Le MCPA

L’acide (4-chloro-2-méthylphénoxy)acétique (MCPA) est un herbicide a base d’acide
phénoxyacétique (Fig. 2a). Au Canada, il est utilisé sur les terres agricoles, les pelouses, ainsi
qu’en foresterie et sur les sites industriels. Il figure parmi les 10 pesticides les plus vendus au
Canada et il est utilisé dans tout le pays, surtout dans les provinces des Prairies. Le MCPA
existe en plusieurs formes, soit en acide libre, en sels et en esters. Toutes ces formes liberent
I’acide qui est la matiére active de 1’herbicide. Selon I’Agence de Réglementation de la Lutte
Antiparasitaire (ARLA), une concentration maximale acceptable de 0,1 mg/L (100 pg/L) est
¢établie pour le MCPA dans I’eau potable selon les effets de ce composé sur la santé. Santé
Canada a déterminé que le MCPA ne peut encore €tre classé pour sa cancérogénicité chez les
humains, car peu d’études concluantes ont été effectuées sur les humains ou sur les animaux.
Par ailleurs, peu de données existent par rapport a I’exposition des humains a ce pesticide.
D’apres ces données, on ne s’attend pas a ce que 1’eau potable constitue une voie d’exposition
importante. De faibles concentrations de MCPA ont ét¢ mesurées dans des sources d’eau
potable dans de nombreuses provinces canadiennes, incluant au Québec (Giroux 2015). II peut
arriver en effet que le MCPA se retrouve dans I’eau a la suite du déversement de résidus de
réservoirs ou par suite du lavage de pieces d’équipement. Le MCPA n’est pas persistant dans
I’eau ou dans le sol en raison de la biodégradation en conditions aérobiques. Cependant, dans

les milieux pauvres en oxygene, comme les eaux souterraines, ou pendant les périodes de froid



et de faible luminosité, la dégradation du MCPA par biodégradation ou photodécomposition

est plutot limitée (Santé Canada, 2010)
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Figure 2: Les structures chimiques de MCPA (a) et de l'imidaclopride (b).
(Images du site Sigma-Aldrich).

1.1.3. L’imidaclopride

Parmi la famille des néonicotinoides, on peut retrouver l'imidaclopride (Fig. 2b) qui est le
premier a avoir été homologué. Ce produit est absorbé par les plantes et transféré de fagon
systémique a l'intérieur de celles-ci, de cette fagon lorsque I’insecte y touche ou I’ingere, ils y
sont exposés. Diverses préparations commerciales contenant de 1'imidaclopride sont
actuellement homologuées au Canada pour supprimer les insectes nuisibles sur le gazon, sur
diverses cultures et méme sur des animaux de compagnie. Ce pesticide est appliqué de
plusieurs fagons : pulvérisations foliaires, traitements de semences et applications au sol de
produit. Selon le rapport de Giroux et ses collegues, I’enrobage de semences, qui est un
traitement systémique, fait en sorte que 1’imidaclopride est détecté dans plusieurs rivieres au
Québec (Giroux, 2015). De plus, leur utilisation année apres année ainsi que leur longue demi-
vie dans le sol fait en sorte qu’il y a une accumulation dans le sol (Goulson, 2013), qui
favorise leur transport vers les eaux de surface et I’eau souterraine (Giroux et Sarrasin, 2011).

Cet ingrédient actif est toxique par voie orale chez les rats, mais aucune étude ne montre qu’il
peut causer le cancer ou modifier le matériel génétique chez les animaux. Comme les autres
membres de la famille des néonicotinoides, 1’imidaclopride est soupgonné comme étant la
cause du syndrome de déclin de colonies d’abeilles (Whitehorn et al. 2012). De plus, il est

particulier de noter que I’imidaclopride semble avoir des effets synergiques avec d’autres



insecticides, comme le chlorpyrifos sur les insectes et pourrait donc étre un plus grand danger

pour les organismes exposés (Gill et al. 2012 , Leblanc et al. 2012).

1.2. Le récepteur AhR

Le récepteur aux hydrocarbures aromatiques (AhR) a été étudi¢ intensivement pendant des
années particuliérement en lien avec ses ligands xénobiotiques (Mandal et al. 2005). Une
molécule xénobiotique est une substance qui est étrangere a I’organisme vivant. La majorité
des recherches faites sur AhR ont été centrées sur sa liaison au TCDD et son implication dans
la signalisation du récepteur, d’ou son nom alternatif: récepteur a la dioxine. Ce polluant
extrémement toxique pour les €tres humains, ainsi que pour d’autres organismes, était un
produit secondaire de la synthése d’herbicides. Le récepteur AhR appartient a la famille des
facteurs de transcription de type Per-Arnt-Sim (BHLH PAS), qui est impliquée dans la
détection de changements environnementaux, comme le rythme circadien (Gu et al. 2000). Le
récepteur a été conservé depuis les invertébrés, et son activité est contrdlée précisément,
insinuant son importance pour les organismes (Frericks et al. 2007, Hahn ef al. 1997). Les
études sur I’exposition des petits rongeurs au TCDD ont amené les chercheurs a comprendre
qu’il avait un impact sur le systétme immunitaire médié par la voie AhR (Holsapple et al.
1991). De plus, ce récepteur est important pour le développement du foie et dans la
reproduction féminine (Baba et al. 2005, Schmidt ez al. 1996). 1l semblerait aussi qu’AhR a
des fonctions indépendantes a sa liaison a I’ADN, comme son rdle dans la régulation du cycle
cellulaire (Fig. 3) (Barhoover et al. 2010). En effet, AhR peut interagir avec le facteur de
transcription kf3, la protéine du rétinoblastome (pRB) et le récepteur aux cestrogenes o (ERa),
ce qui mene respectivement a la croissance cellulaire, une régulation du cycle cellulaire et

I’apoptose (Currier et al. 2005, Ohtake et al. 2003, Puga ef al. 2000).
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Figure 3: AhR affecte plusieurs voies de signalisation et de réponses selon le contexte.
(Modifiée de Stockinger et al. 2014)

1.2.1. Le gene et le récepteur d’AhR

Le gene du récepteur AhR se trouve sur le chromosome 7, a la position 7p21.1 (figure 4) et il
est d’une longueur de 47531 bases. Le géne code pour la protéine du méme nom d’une taille

de 848 acides aminés et d’un poids moléculaire de 96147kDa.
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Figure 4 : Le gene AhR. (GeneCards AhR 2016)

On peut voir dans la figure 5 les cinq domaines fonctionnels du récepteur AhR (GeneCards
AhR 2016). Du coté N-terminal de la protéine, on note la présence de deux domaines PAS
(PER-ARNT-SIM) qui sont composés de trois protéines : la protéine pour le rythme circadien,
le translocateur d’AhR et la «single-minded protein » qui est importante durant le
développement et pour la différentiation cellulaire entre autres (Stockinger et al. 2014,
GeneCards SIM1 2016, UniProt SIM1 2016). Ce sont des domaines clé pour les interactions
protéine-protéine et pour la liaison du ligand. On remarque aussi le domaine de liaison a

I’ADN dans I’hélice-boucle-hélice, mais aussi le domaine de dimérisation. Finalement, le



domaine d’activation transcriptionnelle se trouve dans la portion riche en glutamine (Q-rich)

du coté C-terminal.
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Figure 5 : Les domaines fonctionnels d’AhR. (Modifiée de Stockinger et al. 2014)

1.2.2. Les ligands naturels d’AhR

I1 est important de noter qu’AhR a aussi des ligands naturels. L’activation de ce récepteur est
généralement nettement plus faible lorsqu’un ligand endogene est li¢ & AhR que lorsqu’il est
activé par un ligand exogéne. Le tryptophane est un acide aminé essentiel et un précurseur de
plusieurs composantes vitales dans le corps humain. Sa dégradation génere des métabolites
comme la kynurénine (Kyr). Récemment des études ont montré que ces derniers étaient des
agonistes du récepteur AhR (Nguyen et Bradfield 2008). La kynurénine est produite en
grandes quantités dans les cellules tumorales du cerveau et elle est aussi associée a la réponse
médiée par AhR de suppression de la réponse anti-tumorale et de progression maligne
(Mezrich et al. 2010). Les indoles sont aussi des ligands naturels d’AhR. Ce sont des produits
secondaires du métabolisme du tryptophane par des bactéries. Ils peuvent aussi €tre dérivés de
I’alimentation. L’indole-3-carbinol (I3C) est présent dans les Iégumes cruciferes
(brassicacées), comme le chou et le brocoli. Ce composé est dégradé par I’acide de 1’estomac
(Fig. 6a) en indolo-[3,2-b]carbazole (ICZ) et en 3,3-diindolométhane (DIM). L’exposition a la
lumicere visible ou aux UV (Fig. 6b) du tryptophane résulte en 6-formylindolo(3,2-b)carbazole
(FICZ). Ce dernier active AhR a des concentrations extrémement faibles, aussi peu que
quelques picomolaires, et se compare au TCDD en matiére d’activation du récepteur (Shertzer
et Senft 2000, Wincent et al. 2009, Rannug et al. 1987). Contrairement aux polluants

environnementaux, les ligands naturels ou endogénes d’AhR sont d’excellents substrats pour
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les enzymes produites via ce récepteur. Les polluants métabolisés peuvent interagir avec
d’autres molécules présentes et ont des demi-vies plus longues, gardant AhR activé plus
longtemps (Bergander et al. 2004, Ito et al. 2007). Il est important de noter que les
mécanismes biologiques initiés par la liaison a AhR par des ligands endogeénes ou issus de
notre alimentation sont trés peu compris. Certaines études ont montré qu’ils pourraient avoir
un réle dans le controle immunitaire. Des bactéries de notre microbiome intestinal peuvent
dégrader le tryptophane dont le dérivé généré se lie a AhR afin de promouvoir une résistance
de I’hote aux pathogeénes (Kundu et Pettersson 2014). Des études avaient déja montré son
implication dans la différenciation de cellules T, mais plus récemment, une étude a montré que
des facteurs de virulences de bactérie activaient AhR de fagon dose-dépendante et

enclenchaient une réponse immunitaire (Moura-Alves et al. 2014).

a Les indoles issues de notre alimentation pouvant activer AhR
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Figure 6: Les différents dérivés de tryptophane activent AhR.
(Modifiée de Stockinger et al. 2014)



1.2.3. La signalisation du récepteur AhR

Lorsqu’il n’y a pas de ligand, AhR est présent dans le cytoplasme sous forme de complexe
inactif 1i¢ a des chaperonnes et a des filaments d’actine (Fig. 7). L’association d’AhR a Ia
chaperonne «heat shock protein» 90 (HSP90) et la Prostaglandine E synthase 3 (p23), une co-
chaperonne, se fait a son domaine de liaison a I’ADN et a son domaine de liaison a son ligand
(Meyer et al. 1999, Grenert et al. 1997). Il semblerait que la machinerie de HSP90 soit
impliquée non seulement dans le maintien du complexe inactif avant la liaison au ligand, mais
aussi a maintenir le récepteur dans une conformation qui favorise une forte liaison a ce dernier

(Pongratz et al. 1992).

Filaments 5 & I Ig CYTOPLASME
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Figure 7: La voie de signalisation du récepteur AhR.
(Modifiée de Stockinger et al. 2014)
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Une fois que le ligand est li¢ a AhR, le récepteur va se déplacer dans le noyau, et se dissocier
de son complexe (Fig. 7). AhR s’associe alors a son transclocateur nucléaire ARNT afin de
pouvoir s’attacher a I’ADN, via son domaine de liaison a I’ADN, a I’¢lément de réponse aux
xénobiotiques (XRE) qui est aussi connu comme 1’élément de réponse a la dioxine (DRE).
ARNT est une protéine nucléaire constitutivement présente et elle ne peut pas séparer le
complexe HSP90 et AhR. Elle est le facteur de transcription qui se lie aux régions génomiques
contenant le motif de liaison (XRE/DRE) et qui régule 1’expression de génes voisins par sa
région C-terminale (Fukunaga et al. 1995). Il n’est pas clair comment ARNT et cette
hétérodimerisation est absolument nécessaire pour la fonction d’AhR comme facteur de
transcription, ni s’il y a d’autres facteurs de transcription avec lesquels AhR pourrait interagir.
Le récepteur peut directement controler ’activité transcriptionnelle de ses geénes cibles en
interagissant avec des unités du complexe «positive transcription élongation factor b» (P-
TEFD), qui est un facteur d’¢élongation. Il interagit aussi avec le complexe médiateur, qui est
requis pour réguler I’expression de la majorité des transcrits de I’ARN polymérase II (Tian et
al. 2003, Wang et al. 2004). De cette facon, la transcription des genes cibles comme AARR,
CYPIAI et CYPIBI peut débuter (Stockinger ef al. 2014).

De plus, AhR peut affecter la structure de la chromatine proche de son site de liaison en
interagissant avec le complexe «SWItch/Sucrose Non-Fermentable» (SWI/SNF) de
remodelage de I’ADN (Okino et Whitlock Jr. 1995, Wang et Hankinson 2002). Le récepteur
peut affecter 1’acétylation ainsi que la méthylation des histones en interférant avec des co-
activateurs comme le complexe «steroid receptor coactivator-1», SRC-1, ou en déplagant des
complexes responsables pour déacetyler les histones (Beischlag et al. 2002). Enfin, la
signalisation du récepteur AhR est régulée au niveau de la dégradation protéasomale, son

métabolisme par CYP1AL et la séparation du complexe AhR/ARNT par AhRR.

1.2.4. Les interactions croisées du récepteur AhR avec le récepteur ER

Le récepteur AhR a la particularit¢ d’avoir des interactions croisées avec le récepteur a
I’cestrogéne alpha (ERa). Lorsque le récepteur ER est inactivé, on peut voir une action
estrogénique des ligands du récepteur AhR activé (Matthews et al. 2005). 1l est important de
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comprendre que le récepteur ERa est aussi un facteur de transcription ligand-activé qui
participe a la prolifération cellulaire en réponse a ses ligands qui sont évidemment des
hormones, telle I’cestrogéne (E2) (Dubik et al. 1987). Son activation se fait aussi par certaines
kinases, certains facteurs de transcription et d’autres récepteurs stéroidiens (Kato et al. 1995;
Kousteni et al. 2001). Lorsqu’AhR est en hétérodiméere avec ARNT, il active non seulement
I’expression de ces geénes cibles, comme CYPIAI et CYPIBI, mais il va inhiber 1I’expression
de génes induits par E2 (Safe et Wormke 2003). Lorsqu’il n’y a d’cestradiol dans la cellule, et
qu’AhR est activé, le récepteur ERa est réprimé. Le récepteur AhR activé semble donc
pouvoir réguler ER a ses propres genes et suggere qu’il peut réguler les réponses

estrogéniques.

«Squelching» (RE
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X directe via 4
P CYP1A1, CYP1B1 iXREs T a@
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a é métabolisme d’E2
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Figure 8 : Les mécanismes potentiels de l'interaction croisée entre AhR et ERa.
L’inhibition directe par le complexe AhR/ARNT qui se lie aux éléments d’inhibition de
réponse aux xénobiotiques (iXREs) présents dans les geénes cibles d’ER, le «squelching» ou
¢touffement des coactivateurs ou la syntheése d’une protéine inhibitrice encore inconnue est
des mécanismes possibles. Il est possible que ce soit aussi une dégradation accrue d’ER par le
protéosome ou le changement dans la synthése et le métabolisme de 1’cestrogene par
I’expression plus forte de CYP1A1, CYPIBI et I’aromatase CYP19. (Modifiée de Matthews et
Gustafsson 2006).

Cette interaction protéine/protéine directe fait en sorte qu’on peut voir une répression de

certains genes cibles d’AhR comme CYPIAI, mais pas CYPIBI. La modulation de la
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signalisation des récepteur ER et AhR par leur interaction due a la dioxine ou a un autre ligand
est montrée sur la figure 8. L’association d’ER avec AhR activé peut étre vue de deux
manieéres : soit AhR activé ¢éloigne ERa de ses propres geénes cibles aux genes cibles d’AhR
causant une inhibition de la réponse estrogenique, soit ERa module la transcription AhR-
dépendante (Matthews et Gustafsson 2006).

Donc, selon la publication en 2005 de Matthews et ses collégues, AhR peut réguler le niveau
de protéines et les réponses estrogeniques (Matthews et al. 2015). Plusieurs mécanismes

montrés a la figure 9 pourraient expliquer cette interaction croisée entre les deux récepteurs.

ER agonist @ 1- Recrutement de ER aux
@ génes activés par AhR et
\ éloignement de ER de ses
propres génes cibles

proteasome

/ 2- ERa est un modulateur de
la transcription de AhR
AhR agonist il ﬁ 6

Figure 9: La modulation de la signalisation d’ER et d’AhR due a leur interaction croisée.
(Modifiée de Matthews et Gustafsson 2006)

1.2.5. Les génes codant pour les enzymes du cytochrome P450

Les enzymes CYP font partie de la famille des enzymes du cytochrome P450, un nom
temporaire a cause d’un sommet a 450nm (Omura et Sato 1962). Ces enzymes étaient surtout
connues pour leur présence dans le foie ainsi que leur métabolisme de drogues et de produits
xénobiotiques. On sait maintenant qu’elles ont beaucoup plus de fonctions, dont la synthese de
cholestérol, de bile et de vitamine D3 (Nebert et Russell 2002).

Ce sont des enzymes clés pour le métabolisme de produit en un produit plus soluble dans 1’eau

et donc plus facile a ¢liminer (Williams 1971). Elles intégrent un atome d’oxygene au substrat,
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pour en faire un produit oxygéné une fois relaché. Cependant, il demeure que certains
intermédiaires sont instables alors que d’autres restent réactifs. On les appelle des
intermédiaires oxygénés réactifs ou ROMs. Ceux-ci peuvent étre génotoxiques et causer des
mutations en se liant de facon covalente a des acides nucléiques ou a des protéines (Fortini et
al. 2003). D’ailleurs, cela pourrait contribuer a la carcinogénése, particulierement lorsque les
molécules réactives sont dérivées de produits chimiques exogénes, comme des pesticides.

Un grand nombre de polluants environnementaux péneétrent les cellules passivement, a cause
de leur hydrophobicité, mais certains se lient a des récepteurs endogénes comme AhR. Les
enzymes CYP1Al et CYPIBI sont des génes cibles de ce récepteur, lorsqu’il est activé et
qu’il agit comme facteur de transcription (Nebert et Dalton 2006). Ces deux enzymes ont pour
substrat les hydrocarbures aromatiques halogénés qui activent AhR. Par contre, ils sont
beaucoup moins efficacement métabolisés et ont une durée de vie qui peut s’étendre a des
mois (Miniero et al. 2001, Shimada ef al. 2004). Les CYP avec I’allele *1 (comme CYP1AL)
est considéré le phénotype le plus efficace métaboliquement. Les trois alleles CYP1A1 sont

régulés par le récepteur AhR (Ingelman-Sundberg 2004).

La présence de plusieurs toxines environnementales va mener a une forte activation du
récepteur AhR qui réprime les génes cibles du récepteur a I’cestrogéne. En présence
d’cestradiol, cette situation cause 1’augmentation du métabolisme de 1’cestradiol (E2) et améne
une situation ou I’E2 peut étre changé en 2-hydroxycestradiol ou 4-hydroxycestradiol par les
enzymes CYP1A1 et CYP1BI respectivement (Cribb ef al. 2006). Le 4-hydroxycestradiol est
connu pour sa capacité a faire des adduits d’ADN et causer des mutations génétiques. Ce
mécanisme peut donc favoriser le développement de cancers endocriniens. Le 2-OHE par
contre n’a aucun effet néfaste connu sur la cellule, et peut méme dans certains cas ralentir le
cycle cellulaire (Tsuchiya ef al. 2005, Martucci et Fishman 1993, L’Héritier et al. 2014). Pour
résumer, un ratio favorisant le métabolisme de produits xénobiotiques par I’enzyme CYP1A1
au détriment de ’enzyme CYP1BI1 est nettement plus favorable (Fig. 10). D’ailleurs, un haut
ratio de CYPIB1/CYPI1AI est utilis¢ comme un marqueur pour certains types de cancers,
comme celui cancer du sein (Liehr et Ricci 1996, Coumol et al. 2001). L’interaction croisée

entre les deux facteurs de transcription pourrait étre une couche de plus de protection contre
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les effets néfastes potentiels des polluants qui s’y lient. Par contre, comme nous pouvons
observer, cette interaction croisée favorise certaines réactions chimiques lorsqu’il y a une

exposition a une vaste gamme de produits chimiques mélangés (Nebert et Dalton 2006).

Activation de AhR
e N
E2 / ~d E2
TS
2-OHE2 %«6‘

4-OHE2

Figure 10: Modé¢le proposé pour I'initiation du cancer du sein par des polluants et des
pesticides. (Modifiée de I'Héritier et al. 2014)

1.3. Le récepteur aux androgénes

Le récepteur aux androgeénes (AR) a un rdle critique chez ’homme. Ce récepteur nucléaire
régule la transcription des geénes via sa translocation au noyau et sa liaison aux ¢léments de
réponses aux androgenes, en recrutant d’autres facteurs de transcription. Les récepteurs aux
androgeénes sont présents dans plusieurs tissus du corps, les organes sexuels, des tissus

musculaires ainsi que dans le systéme nerveux central (Chang et al. 1995).
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AR fait partie de la famille des récepteurs nucléaires d’hormones. Ses ligands sont I’hormone
testostérone ainsi que son dérivé la dihydrotestostérone (DHT). Les androgénes sont produits
par les cellules de Leydig dans les testicules, sous le contréle de I’hormone lutéinisante (LH)
par ’hypophyse. La DHT est le produite de la testostérone métabolisée par I’enzyme 5-a-
réductase, et elle est nécessaire pour la croissance et la survie des cellules prostatiques. Les
androgenes sont des hormones importantes pour 1’expression du phénotype male. Ils jouent un
role dans la différenciation sexuelle, dans le développement et le contrdle des caractéristiques
males secondaires ainsi que dans le maintien de la spermatogenése (Hu et al. 2012).

La présence de ce récepteur dans plusieurs types de cellules fait en sorte que I’activité des
genes cible androgéniques est régulée de facon plus spécifique, car le ligand varie selon le
tissu. La DHT active beaucoup plus le récepteur AR que la testostérone. Par exemple, dans le
canal de Wollff, la testostérone se lie plus a AR que la DHT et va réguler les caractéristiques
primaires masculines, alors que la dihydrotestostérone est le ligand principal dans les
follicules capillaires, le sinus et le tubercule urogénital et régule plutdt les caractéristiques
secondaires sexuelles males. Chez les femmes, le récepteur aux androgénes est essentiel pour
la fertilité, car il contrdle le développement et le bon fonctionnement des follicules ovariens.
En plus de ses fonctions reliées a la maturation sexuelle, le récepteur est important pour le
maintien du squelette, la régulation du désir sexuel et de la poussée des poils (NIH Genetics

Home Reference, Androgen Receptor).

Le récepteur aux androgenes fait partie de la famille des récepteurs hormonaux stéroidiens,
dont fait partie le récepteur de I’cestrogene (ER). Ce récepteur est un facteur de transcription
ligand-dépendant qui régule I’expression de genes spécifiques. Lorsque ses ligands naturels, la
DHT ou la testostérone, s’y lient, ces geénes sont transcrits et cela meéne a I’initiation et la
différentiation des caractéres sexuels males. Cette maturité sexuelle ne peut étre atteinte sans
androgénes et/ou sans récepteur aux androgenes fonctionnel. Par ailleurs, une perte de
fonction compleéte d’AR cause le syndrome d’insensibilit¢ aux androgenes ou SIA. Ce
syndrome est associ¢ avec une différenciation sexuelle problématique, due au mauvais

fonctionnement ou a I’absence de ce récepteur. Une variété de symptomes sont associ€s a ce
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syndrome allant d’hommes ayant des organes génitaux féminins, mais sans utérus a une

absence de spermatozoides dans le sperme (Brinkmann, 2001).

1.3.1. Le gene et le récepteur AR
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Figure 11: Le gene AR.

Le géne codant pour le récepteur aux androgenes se retrouve sur le chromosome X. Il contient
8 exons et code pour une protéine (le récepteur) consistant de trois domaines principaux:
domaine N-terminal (NTD), domaine de liaison a I’ADN (DBD) et le domaine de liaison au
ligand (LBD) (Modifiée de Tan et al. 2015).

Le gene codant pour le récepteur AR se situe sur le chromosome X au locus Xq11-Xql2. La
protéine AR possede trois domaines fonctionnels principaux (Fig. 11) : le domaine N-terminal
(NTD), le domaine de liaison a ’ADN (DBD) et le domaine C-terminal de liaison au ligand
(LBD). Le LBD est connecté au DBD par une région charniere flexible (Tan et al. 2015). La
région NTD est trés importante, car elle est requise pour une activité transcriptionnelle
compléte, tout particulierement la partie avec la fonction d’activation 1 (AF-1) qui est
constitutivement active. L’activité du récepteur AR est modulée par plusieurs facteurs de
transcription comme le «androgen receptor activator » 70 (ARA70) (Lonergan et Tindall,

2011).
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1.3.2. La signalisation du récepteur AR

La signalisation d’AR est similaire a la signalisation mentionnée dans le chapitre sur le
récepteur AhR. Comme on peut bien voir sur la figure 11, la testostérone pénétre dans la
cellule et peut soit directement se lier au récepteur AR, soit étre métabolisée par la 5-a-
réductase en DHT et ensuite se lier a AR dans le cytoplasme. AR est associ¢ aux chaperonnes
HSP90 et HSP70 dans le cytoplasme lorsqu’il n’y a pas de ligand. Lorsqu’il y a présence de
testostérone ou de DHT, AR se dissocie de ses chaperonnes et son ligand va s’y attacher,
permettant sa translocation dans le noyau. Le récepteur aux androgenes se dimérise et
s’accroche aux ¢léments de réponse aux androgénes (ARE) dans la région du promoteur des
geénes cibles comme PSA et PCA3. Au promoteur, le récepteur pourra recruter la machinerie
de transcription ainsi que les coactivateurs et les corégulateurs. (Tan ef al. 2015) Une variété
de protéines peut coactiver AR, comme p300 et CREB binding protein (CBP) grace a leur
activité d’acétyl-transférases. Le récepteur peut aussi interagir avec des facteurs de
transcription tels que le facteur nucléaire Kappa-B (NF«kp) et la région sexe-déterminante Y
(SRY) afin de réguler différemment la réponse aux androgenes. Mis a part la voie classique
du récepteur qui vent d’étre décrite, AR peut se lier avec d’autres récepteurs de la méme
famille, comme le récepteur aux cestrogenes (ER) et le récepteur aux glucocorticoides (GR)
pour former un hétérodimere. Cela a pour effet d’inhiber son activité transcriptionnelle. Sans
étre liés au récepteur aux androgenes, les androgenes peuvent aussi avoir des effets rapides
non-génomiques en causant I’induction d’une cascade de signalisation avec des messagers
secondaires conventionnels, tels que l’adénosine monophosphate cyclique (cAMP) et la
protéine kinase A (PKA). Ils peuvent aussi phosphoryler les coactivateurs et les corégulateurs
de AR (Sabioscience, AR signalling). Les genes PSA et PCA3 sont des marqueurs importants
de la signalisation du récepteur AR. Ils sont fortement induits lorsque ce récepteur est active,
particulierement dans les cellules du cancer de la prostate. Le géne PS4 est aussi connu sur le
nom de kallicréine 3 (KLK3) qui est une protéase a sérine (Gene Cards, 2015). Il code pour la
protéine « antigéne prostatique spécifique », qui sert a rendre le sperme plus fluide pour
faciliter le déplacement des spermatozoides. Cette protéine est céleébre grace au test de PSA

qui aide a détecter le cancer de la prostate précoce ou chez les hommes ayant des antécédents
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familiaux. Ce test quantifie la présence de cette protéine libre par rapport a celle liée. Si le
niveau de PSA libre dans I’urine est plus grand que 4ng/mL, cela indique une anormalité et le
patient doit subir une biopsie. Il est important de noter que ce test est mitigé, car il n’est pas
extrémement précis. En effet, environ un homme sur quatre ayant un niveau de PSA anormal
est vraiment atteint du cancer de la prostate. Par ailleurs, les niveaux de PSA varient
momentanément selon 1’activité physique, une activité sexuelle récente ou s’il y a une

infection de la prostate (Cancer de la Prostate Canada, 2015).
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Figure 12: La voie de signalisation cellulaire du récepteur aux androgenes.
La testostérone peut lier directement AR dans le cytoplasme ou étre métabolisée en
dihydrotestostérone (DHT) pour lier le récepteur (Modifiée de Tan et al. 2015).

Le géne PCA3 ou « antigene du cancer de la prostate 3 » exprime de ’ARN qui ne code pas
pour une protéine, mais il est fortement exprimé lors d’un cancer de la prostate (Gene Cards,
2015). 1l est utilisé surtout comme un biomarqueur, comme PSA. Il existe maintenant un test
de PCA3, qui combine aussi le test PSA (Fig. 13). C’est est une grande avancée pour le
diagnostic préliminaire du cancer de la prostate, car il minimise les cas de biopsie de la
prostate n’étant pas nécessaires dus a un résultat faux-positif avec le test PS4 (Prensner et

Chinnaiyan, 2011).
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1.3.3. Le récepteur aux androgénes et le cancer de la prostate

Le cancer de la prostate est le plus commun chez les hommes au Canada. D’ailleurs, selon la
Société du Cancer de la Prostate du Canada, un homme sur sept risque d’étre diagnostiqué au
courant de sa vie. Comme tout autre cancer, il s’agit d’une perte de controle de la croissance et
de la division cellulaire, mais au niveau des cellules prostatiques. La prostate est une glande
du systeme reproducteur masculin, qui produit des nutriments et le liquide facilitant le
transport du sperme. Le role de AR dans le développement du cancer de la prostate a été la
raison derriere I’engouement de la communauté scientifique a son égard, étant donné que les

hommes y sont trés susceptibles (Société du Cancer de la Prostate du Canada, 2015).

Il est important de noter que les cellules de la prostate sont positives pour le récepteur aux
androgenes, car elles répondent a la testostérone pour leur croissance, que ce soit pour des
cellules saines ou cancéreuses. Etant donné qu’il est un des principaux régulateurs avec les
androgénes de la croissance cellulaire, il y a beaucoup de recherche par rapport a I’implication
d’AR dans le développement du cancer de la prostate. Certaines mutations dans AR
prédisposent certains hommes au cancer de la prostate. Lors du développement de ce cancer,
des voies de signalisation dépendantes d’AR deviennent plus autonomes en répondant a des
facteurs de transcription autres capables de réguler la progression du cycle cellulaire (Tan et
al. 2015). Malgré cela, AR demeure le maitre de la régulation du cancer de la prostate. Cela
explique pourquoi une multitude de méthodes supprimant les androgeénes sont utilisées pour
traiter le cancer de la prostate. D’ailleurs, il y a plus de soixante-dix ans déja, Dr. Huggings
avait démontré qu’éliminer les testicules pour priver I’organisme d’androgénes amenait une

régression du cancer de la prostate (Huggings ef al. 1925).
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Figure 13: Test de PCA3 afin de dépister le cancer de la prostate.
Il s'agit d'un essai d'expression afin de quantifier I'expression de 'ARN messager de PCA3
dans 'urine (Modifiée de Prensner et Chinnaiyan, 2011).

1.4. Hypothese

Les pesticides ont été pointés du doigt comme étant de potentiels perturbateurs endocriniens
(Martenies et Perry 2013). Nous suspectons qu’une exposition environnementale a nos deux
pesticides d’intérét, le MCPA et I’imidaclopride, pourrait engendrer de telles perturbations sur
I’€tre humain. Plusieurs études ont déja été faites pour identifier 1’effet d’autres pesticides sur
I’humain, mais peu ont exploré les herbicides phénoxy et les néonicotinoides au niveau
cellulaire. De plus, il est important de comprendre comment ces pesticides, présents dans notre
environnement et fréquemment détectés dans I’eau du Québec, peuvent avoir un effet sur notre
santé a long terme (Giroux 2015). Notre hypothese est que 1’exposition de cellules humaines a
I’imidaclopride ou au MCPA résultera en une perturbation de la voie de signalisation du
récepteur AhR et celle du récepteur AR. Nous allons donc exposer des cellules du cancer du
sein ainsi que des cellules du cancer de la prostate a une variété de concentration de ces deux
pesticides, afin de voir s’ils ménent a un déréglement au niveau de ces deux voies de
signalisation. Il faut rappeler ’'importance du récepteur a la dioxine (AhR), car il est
nécessaire pour le métabolisme des xénobiotiques, tels que les pesticides, en activant les génes

CYP, codant pour des enzymes détoxifiantes comme CYP1A1l et CYP1BI1. Cette étape est
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importante a vérifier, car une perturbation de la voie de signalisation d’AhR pourrait résulter
en un débalancement des enzymes exprimées. Une accumulation de métabolites génotoxiques
pourrait en étre la conséquence dans un contexte de cellules répondant a 1’cestrogene
(L’Héritier et al. 2014). 11 sera donc pertinent de suivre I’expression génique des CYP afin de
déduire si les pesticides peuvent déréguler AhR de fagon a amener le débalancement
mentionné plus haut.

Du c6té du récepteur aux androgeénes (AR), un déréglement de cette voie signifierait des
problémes au niveau du développement de caractéres masculins, ce qui serait évidemment
néfaste. D’ailleurs, plusieurs études ont noté que certains pesticides peuvent imiter des
hormones males ou causer des dommages aux testicules et mettre la santé des hommes en
danger (Dohle et al. 2003). De plus, des problémes reliés au sperme ont déja été associés a une
exposition a certains pesticides. Dans ces cas, la qualité du sperme avait été affectée en se
traduisant par une concentration plus faible de spermatozoides, par des problémes de motilité
de ces derniers ou par le volume total du sperme. Nous avons donc observé 1’expression des
genes cibles du récepteur AR, PSA et PCA3, afin de vérifier s’il y a un effet au niveau

cellulaire et moléculaire du MCPA ou de I’imidaclopride.
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CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODE

2.1. Réactifs et produits chimiques

La 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD) a été obtenue des Laboratoires Cerilliant
Cambridge isotope (catalogue #ED-901-C). L’cestradiol (E2), I’imidaclopride (IMI), la
dihydrotestostérone (DHT), le MCPA, le 4-hydroxycestradiol (4OHE) et [D’acide
aminomethylphosphonique (AMPA) ont été achetés de Sigma-Aldrich (catalogue #E2758,
#37894, #D-073, #45555, #H4637 et #324817 respectivement). Le MCPA Amine 600 de la

compagnie NuFarm a été obtenu a la ferme agricole.

2.2. Essais de croissance de levure (spot test)

Les souches de levures utilisées ¢€taient les suivantes : W303 (Sauvage), BY4741 (Sauvage),
DGY 13 (htz.1Ade W303), 1703 (htz.1A de BY4741), HWYIl (rad52A), JPYAA4 (meclA
smlIA), HWYGI19 (rad53A smlIA). Lorsque les cellules sont a 1 O.D., nous avons fait des
dilutions en séries avec un facteur de 1/10. Ensuite, nous avons placé des gouttes de 2uL sur
des pétri ayant du milieu YPD mélangé avec du AMPA (0.05mM, 0.5mM et SmM), MCPA
(20uM (Sigma) ou 4uM (Nufarm)), 4-OHE (10nM, 100nM et 1uM) ou de I’imidaclopride

(4uM, 14uM). Nous avons laissé pousser 24h et observé la croissance des levures.

2.3. Culture cellulaire et traitements

Les MCF7, T47D, LNCaP et VCaP sont des lignées cellulaire de la American Type Culture
Collection (ATCC) maintenues dans du milieu DMEM (Wisent) contenant du sérum feetal
bovin a 10% (FBS) et des antibiotiques. Pour toutes les expériences, les cellules ont poussé

dans du milieu DMEM sans rouge phénol contenant du FBS avec du charbon activé a 10% et
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des antibiotiques pour trois jours et traitées avec différentes combinaisons de produits. Pour
les essais d’expression, nous avons traité les cellules pour 24h avec 10 nM TCDD, 0 ou
100 nM d’E2 (pour les cellules MCF7 et T47D) ou de DHT (LNCaP et VCaP), et plusieurs
concentrations d’un des deux pesticides, MCPA (0,75mM; 1,5mM ou 3mM) ou imidaclopride
(2uM, 20uM ou 200uM).

2.4. Isolation de ’ARN et PCR avec transcriptase inverse

Les cellules étaient dans des pétris de culture de 6 puits a une densité de 0.5 x 10° cellules par
puit. Apres 24h, les cellules étaient lavées deux fois au PBS et mises en milieu sans hormones
pour deux jours. Ensuite, elles étaient incubées pour 24h avec le traitement aux pesticides en
présence ou absence d’cestradiol pour les cellules du cancer du sein ou de dihydrotestostérone
pour les cellules du cancer de la prostate. L’ARN total a été extrait avec EZ-10 DNA-Away
RNA Mini-Prep Kit. L’ADN complémentaire a été synthétisé en utilisant la MMLV-RT

(Enzymatics).
2.5. PCR en temps réel quantitatif

L’ ADN synthétisé est dilué 1:8 et SuM est utilisé par réaction. Le PCR quantitatif est fait avec
un mélange de 2X mix avec du Vert SYBR, 2 mM de MgCl,, et de la Taq polymérase maison.

Nous utilisions les amorces pour le qPCR présentées dans le tableau 1 plus bas.
2.6. Immunobuvardage de type Western

Les cellules étaient lavées au PBS, rassemblées et resuspendues dans un tampon de lyse (50
mM Tris—HCI, pH 7.5, 150 mM NacCl, 1% Triton X-100, 0.5% Na-deoxycholate, 0.2% SDS)
pour les expériences d’immunobuvardage de type western avec des extraits complets
cellulaires. Elles étaient ensuite passées a travers une aiguille 23G1. La lyse se faisait a 4°C
pour une heure avec agitation continue, suivie d’une centrifugation a 14000 rotations par

minute (rpm) pour récolter le lysat. Les anticorps utilisés sont présents dans le tableau 2.
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Tableau 1 :

Les amorces utilisées pour les essais d’expression des génes en -RT-PCR

Nom de Fwd 5°-3° Rev 5°-3’

I'amorce

36B4 CGACCTGGAAGTCCAACTAC ATCTGCTGCATCTGCTTG

AhR CAGATGCTTTGGTCTTTTATGC GAAATTCAGCTCGGTCTTCG
CYP 1A1 | TGAACCCCAGGGTACAGAGA GGCCTCCATATAGGGCAGAT
CYP 1Bl | AACGTACCGGCCACTATCAC CCACGACCTGATCCAATTCT
GREBI CGTTGGAAATGGAGACAAGC CTCTGCCTGAAGGATGCTGT
TFF1 GTCCCCTGGTGCTTCTATCC GCAGATCCCTGCAGAAGTGT
PSA TGTGTGCTGGACGCTGGA CACTGCCCCATGACGTGAT
PCA3 ATCGACGGCACTTTCTGAGT GTGCTTCCTTCCTTTTGTGCTTCC

Tableau 2 : Les anticorps utilisés pour les immunobuvardages de type Western pour les
essais semi-quantitatifs de détection de protéines

Nom de I'anticorps Provenance # de catalogue Anticorps secondaire

Actine (primaire) Sigma Aldrich A2066 anti-lapin

AR (primaire) Santa Cruz sc-816 anti-lapin
Biotechnologies

AhR (primaire) Santa Cruz sc-5579 anti-lapin
Biotechnologies

CYP 1A1 (primaire) | Santa Cruz sc-20772 anti-lapin
Biotechnologies

CYP 1BI (primaire) | Santa Cruz sc-32882 anti-lapin
Biotechnologies

Anti-lapin Sigma Aldrich A0545 N/A

(secondaire)
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CHAPITRE 3

RESULTATS

3.1. Tests de croissance de levures exposées aux pesticides

Nous avons débuté par un test de croissance de Saccharomyces cerevisiae, sur un milieu riche
(YPD) auquel nous avons ajouté différents agents afin de voir s’ils pouvaient altérer la
croissance de levures sauvages ou mutées. Nous avons mélangé des pesticides, le MCPA ou
I’imidaclopride, des dérivés de pesticides, comme 1I’AMPA, ainsi que des métabolites

génotoxiques comme le 4-hydroxycestradiol, un produit secondaire du métabolisme de I’E2.

3 53 53b|l 3z ebv|lags et |z s
W303
BY4741
DGY13

htz1A

1703

YPD AMPA 0.05mM(Sigma) 4-OHE 10nM(Sigma) |Imidaclopride 4pM(Sigma)

W303 4
BY4741

< DGY13

N

- 1703

Imidaclopride 14pM(Sigma)

W303
BY4741

o DGY13

]

- 1703

AMPA 5mM(Sigma) 4-OHE 1pM(Sigma)

Figure 14: Spot tests de levures.

Exposition de deux souches de levures sauvages (W303 et BY4741) ainsi que leurs mutants
h2a.z respectifs (DGY13 et 1703) a un pesticide (imidaclopride), un dérivé de pesticide
(AMPA, dérivé du glyphosate) et un métabolite génotoxique (4-hydroxycestradiol).
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Figure 15 : Spot tests de levures ayant des défauts dans leur réponse aux dommages de
I’ADN.

Exposition d'une souche sauvage de levure (W303), ainsi que des souches mutées (HWYTI,
JPYAA4 et HWYG19) aux pesticides MCPA et imidaclopride. Les souches encadrées de
rouge ont des défauts dans leur réponse de dommage a I’ADN.

Notre but était de voir s’il était possible de voir un effet direct sur la croissance des levures
suite a leur exposition a ces produits. Comme nous pouvons voir sur la figure 14, nous avons
testé¢ un gradient de concentrations a partir de ce qui a été détecté dans 1’eau (pesticides et
dérivé de pesticides) du Québec (Giroux I, 2015). Pour le 4-hydroxycestradiol, nous avons
essay¢ des concentrations ressemblant a celles utilisées lors des traitements de cellules a
I’cestradiol. Les deux souches sauvages de levures semblent croitre normalement sur le milieu
complet YPD. La souche DGY 13 qui est mutée au gene htz./ semble avoir des problemes de
croissance, mais pas 1703 qui a aussi une mutation a 4#z. /. Lorsque ces souches poussent sur
les milieux contenant de ’AMPA, un dérivé du glyphosate, I’herbicide contenu dans le
RoundUp, nous ne voyons pas de différence dans leur croissance a toutes les concentrations
sauf la plus forte (SmM). A cette dose extrémement forte, nous pouvons observer que la
souche sauvage W303 ne croit plus, mais aussi les deux souches mutées pour htz.l. Les
cellules de levures exposées au 4-hydroxycestradiol ne semblent pas étre affectées par ce
métabolite de ’cestradiol. Leur croissance est comparable a celle sur le milieu YPD pour
toutes les doses de 4-OHE auxquelles elles sont soumises. Nous avons aussi fait pousser les
quatre souches de levures (Fig. 14) sur le milieu complet supplémenté avec de 1’imidaclopride.
La présence du néonicotinoide, tout comme celle du 4-hydroxycestradiol, ne semble pas
affecter la croissance de levures aux concentrations de 4uM et 14uM. Les images présentées

en figure 15 montrent le témoin négatif ainsi que les quatre conditions aux concentrations
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maximales, c'est-a-dire 20uM de MCPA et 20uM d’imidaclopride obtenus de Sigma-Aldrich
puis 3uM de MCPA Amine 600 obtenu de NuFarm. Cette fois ci nous avons repris notre
souche sauvage W303, mais aussi utilisé trois différentes souches obtenues du laboratoire du
Dr. Wurtele a 1’Université de Montréal: HWYI1 (rad52A), JPYAA4 (meclA smllA) et
HWYG19 (rad53A smllA). Un patron similaire a celui de la croissance des quatre souches est
dressé pour toutes les conditions. Les cellules, sauvages ou mutées, ont pu croitre
normalement sur le milieu YPD ou le méme milieu avec les pesticides ajoutés. A la
concentration la plus basse de cellules, nous voyons que parfois il n’y a pas de croissance,

mais cela est dii a des erreurs de manipulation et de préparation d’échantillons.

3.2. Expression des genes cible du récepteur AhR suite au traitement d’imidaclopride

Expression du géne CYPIAI dans des cellules du cancer du sein MCF-7,
suite au traitement 2 des concentrations de 2pM, 20uM ou 200uM
d’imidaclopride en présence ou absence d'eestradiol (n=3)
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Figure 16 : Expression du géne CYPI1AI dans des cellules du cancer du sein MCF-7, suite
au traitement a des concentrations de 2uM, 20uM ou 200pM d’imidaclopride en
présence ou absence d'ceestradiol.
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Nous avons entamé avec les tests avec les cellules MCF-7 et I’imidaclopride en ingrédient
actif seul. Afin de voir si le pesticide perturbe la voie AhR, nous suivions I’expression des
genes cibles du récepteur. Comme on peut voir en figure 16, ’expression du géne CYPIAI est
presque nulle lors du traitement avec le solvant (dans lequel est dilu¢ 1’imidaclopride, de
méme que 1’cestradiol). Avec ou sans cestradiol, ’expression demeure extrémement faible
dans les échantillons non-traités. Par contre, lors du traitement au TCDD, on pergoit une
grande expression du gene cible, qui diminue a presque 40% lorsqu’il y a traitement a la
dioxine et a I’cestradiol. L.’ imidaclopride, avec ou sans cestradiol, semble induire CYPIA1 de

facon comparable aux témoins négatifs (solvant et non-trait¢).

Expression du géne CYPIBI dans des cellules du cancer du sein
MCF-7, suite au traitement a des concentrations de 2uM, 20uM ou
200uM d’imidaclopride en présence ou absence d'estradiol (n=3)
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Figure 17: Expression du géne CYPIBI dans des cellules du cancer du sein MCF-7, suite
au traitement a des concentrations de 2puM, 20uM ou 200pM d’imidaclopride en
présence ou absence d'estradiol.
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Comme mentionné dans 1’introduction, c’est la balance de I’expression des enzymes CYP1A1
a CYPIBI qui nous intéresse particuliecrement. De ce fait, nous avons examiné 1’expression de
CYPIBI par rapport au solvant en figure 17. Nous observons 1’expression de CYPIBI par
rapport au solvant. Sans surprise, nous voyons que lorsque les cellules MCF7 sont traitées au
TCDD sans cestradiol, on peut voir une expression de presque 50 fois plus que dans
I’échantillon non-traité¢, mais qui diminue lors de 1’ajout de I’cestradiol pour ces deux
traitements. Il demeure que ces niveaux d’expression sont nettement plus forts que
I’expression sans traitement. Encore une fois, comme pour I’expression de CYPIAI,
I’expression de CYP1B1 est comparable a I’échantillon non-traité et au solvant lorsqu’il y a un

traitement a 2, 20 ou méme 200uM d’imidaclopride.

Expression du géne CYPI/AI dans des cellules du cancer du sein T47D,
suite au traitement a des concentrations de 2uM, 20uM ou 200uM
d’imidaclopride en présence ou absence d'cestradiol (n=3)
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Figure 18: Expression du gene CYPIAI dans des cellules du cancer du sein T47D, suite
au traitement a des concentrations de 2puM, 20uM ou 200pM d’imidaclopride en
présence d’imidaclopride ou absence d'cestradiol.
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Il semblerait donc que 1’ingrédient actif de ce pesticide n’affecte pas 1’expression de CYPIA1
ni CYPIBI de facon significative a ces doses-la. Afin de confirmer ces résultats, nous avons
reproduit cette expérience dans une autre lignée de cellulaire du cancer du sein, les T47D.
L’expression de CYP1A41 (Fig. 17) dans les T47D suivant le traitement de 24h aux mémes
concentrations d’imidaclopride en présence ou absence d’cestradiol était aussi faible que celle
des échantillons traités au solvant ou non-traité. Le TCDD activait trés fortement 1’expression
du géne cible mais 1’ajout d’cestradiol affectait moins la baisse de 1’expression que dans les
cellules MCF-7. Par rapport a CYPIBI (Fig. 19), de nouveau, les résultats coincident entre les
deux lignées cellulaires, avec des expressions plus fortes du gene cible lors du traitement avec

la dioxine mais demeurant stable pour toutes les autres conditions.

Expression du géne CYPIBI dans des cellules du cancer du sein T47D,
suite au traitement a des concentrations de 2uM, 20uM ou 200pM
d’imidaclopride en présence ou absence d'cestradiol (n=3)
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Figure 19: Expression du gene CYPIBI dans des cellules du cancer du sein T47D, suite
au traitement a des concentrations de 2uM, 20uM ou 200pM d’imidaclopride en
présence ou absence d'cestradiol.
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L’¢échelle d’expression était aussi moins grande dans la lignée cellulaire des T47D, mais cela

est surement di a des différences dans le métabolisme de ces cellules.

3.3. Expression des génes cible de la voie du récepteur AR suite au traitement

d’imidaclopride

Nous avons poursuivi nos expériences avec 1’imidaclopride mais sur les cellules du cancer de
la prostate, afin de voir s’il pouvait causer une disruption a la voie de signalisation du

récepteur aux androgenes.

Expression du géne PCA3 dans des cellules du cancer de la
prostate LNCaP, suite au traitement a des concentrations de
2pM, 20uM ou 200pM d’imidaclopride en présence ou absence
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Figure 20 : Expression du gene PCA3 dans des cellules du cancer de la prostate LNCaP,
suite au traitement a des concentrations de 2uM, 20uM ou 200nM d’imidaclopride en
présence ou absence de DHT.
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Pour ce faire, nous suivions les changements dans I’expression de deux geénes AR dépendants,
PCA3 et PSA. En figure 20 et 21, nous pouvons voir I’expression de ces deux génes cibles
dans les cellules LNCaP, des cellules du cancer de la prostate. Elles ont ét¢ soumises a des
traitements au TCDD, ainsi qu’au méme gradient de concentrations d’imidaclopride utilisé
auparavant sur les cellules du cancer su sein. Les cellules étaient soit en présence ou en
absence de dihydrotestostérone, qui active la voie du récepteur AR. Sans surprise, la premiére
remarque a faire est que nos génes cibles sont tous deux nettement plus exprimés dans les
cellules lorsqu’il y a ajout de DHT (témoin positif). De plus, il ne semble pas avoir de

variabilité entre les expressions selon les traitements.

Expression du géne PSA dans des cellules du cancer de la prostate
LNCaP, suite au traitement a des concentrations de 2uM, 20uM ou
200uM d’imidaclopride en présence ou absence de DHT(n=2)
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Figure 21: Expression du géne PSA dans des cellules du cancer de la prostate LNCaP,
suite au traitement a des concentrations de 2pM, 20pM ou 200uM en présence ou
absence de DHT.
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Pour PCA3 et PSA, I’expression sans DHT se situe a un niveau semblable a 1’échantillon non-
traité. On voit que PCA3 est nettement plus exprimé a presque 60 fois par rapport au non-traité
lorsqu’il y a ajout de I’hormone, alors que PS4 se situe plus a une quinzaine de fois
’expression de base. A toutes doses de pesticide, les expressions se situent dans les mémes
intervalles. Il faut noter que nous ne sommes pas arrivés a détecter 1’expression de PCA3 pour
les conditions de 20 et 200uM d’imidaclopride sans DHT. L’expression de ce geéne était trop

faible pour que I’on puisse la détecter, avec différents échantillons, testés a plusieurs reprises.

3.4. Expression des génes cible du récepteur AhR suite au traitement au MCPA

Expression du géne CYPIAI dans des cellules du cancer du sein
MCF-7, suite au traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,5mM
ou 3ImM de MCPA NuFarm ou MCPA Sigma en présence ou absence
d'eestradiol (n=3)
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Figure 22: Expression du géne CYPI1A1 dans des cellules du cancer du sein MCF-7, suite
au traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,5mM ou 3mM de MCPA NuFarm ou
MCPA Sigma en présence ou absence d'cestradiol.
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Nous avons poursuivi les tests avec le second pesticide, 1’herbicide MCPA. D’anciens
membres du laboratoire avaient déja eu des résultats préliminaires avec ce pesticide
soupconnant sa capacité a affecter la voie de signalisation du récepteur aux xénobiotiques
AhR. Nous avons pu obtenir ce pesticide dans sa forme simple d’ingrédient actif de chez
Sigma-Aldrich, mais aussi sa formulation compléte utilisée dans les champs de la province.
Comme avec I’imidaclopide, nous avons donc commencé nos expériences sur les cellules

MCEF-T7.

Expression du gene CYPIBI dans des cellules du cancer du sein
MCF-7, suite au traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,5mM
ou 3mM de MCPA NuFarm ou MCPA Sigma en présence ou absence
d'cestradiol (n=3)
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Figure 23: Expression du géne CYPIBI dans des cellules du cancer du sein MCF-7, suite
au traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,5mM ou 3mM de MCPA NuFarm ou
MCPA Sigma en présence ou absence d'estradiol.

35



Nous avons ¢établi des concentrations équivalentes pour le pesticide « complet » qu’on appelle
MCPA NuFarm et le pesticide comme ingrédient actif seul qu’on nomme MCPA Sigma. Nous
avons examiné a nouveau 1’expression des genes cibles de la voie de signalisation de AhR a
commencer par CYPIAI, en figure 22. Comme auparavant, nous observons son expression par
rapport au témoin positif qu’est le TCDD. On peut noter que I’expression est presque nulle
pour le solvant, les échantillons non-traités ainsi que toutes les concentrations de MCPA
Sigma, avec ou sans cestradiol. Ce qui est intrigant est ’expression de CYPIAI qui est plus
forte que les témoins négatifs sans la présence de I’cestradiol, mais surtout son expression a la
plus forte concentration de la formulation compléte. A 3mM, on voit que les niveaux

d’expression se rapprochent de ceux du TCDD en présence d’cestradiol.

Figure 24: Expression du gene CYPIAI dans des cellules du cancer du sein T47D, suite
au traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,5mM ou 3mM de MCPA NuFarm ou
MCPA Sigma en présence ou absence d'cestradiol.
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Il est vrai que les barres d’erreurs sont trés grandes, mais le patron pour chaque échantillon
montrait cette hausse. Nous avons aussi regardé I’expression du géne de CYPIBI, étant donné
que la balance des deux enzymes codées par ces genes nous intrigue pour comprendre le
potentiel de production de métabolites génotoxiques et leur accumulation. Ce que ’on peut
voir en figure 23, c’est ’expression de CYPIBI par rapport au solvant (t¢émoin négatif) dans
lequel sont dissous nos pesticides et autres produits utilisés pour traiter les cellules.
L’expression du solvant est 1égérement moins grande que celle du non-traité sans cestradiol, ce
qui était légeérement inattendu. Différemment de 1’effet de l’interaction croisée entre les
récepteurs AhR et ER, CYPIBI n’est pas affecté¢, donc on ne devrait pas observer une

diminution de son expression lors de I’ajout de I’E2.

Expression du géne CYPIBI dans des cellules du cancer du sein T47D, suite
au traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,5mM ou 3mM de MCPA
NuFarm ou MCPA Sigma en présence ou absence d'estradiol (n=3)
- 40
=
=
=
¢ 35
= mCYPIBI
=
£t 30
=]
=
=
£ 25
)
=
=
E 20
=
g 15
=
N
£ 10
=
e
0 = B . [ i — B e e e m
B2 - - + - + - + - + - + - + - + - -
SolvantNon-trait¢ ~ TCDD 0.75mM 1.5SmM 3mM 0.75SmM 1.5mM 3mM
MCPA NUFARM MCPA SIGMA

Figure 25: Expression du gene CYPIBI dans des cellules du cancer du sein T47D, suite
au traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,5mM ou 3mM de MCPA NuFarm ou
MCPA Sigma en présence ou absence d'cestradiol.
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On voit tout de méme une 1égere baisse lors de 1’ajout de ’hormone dans I’échantillon non-
traité. Une hausse de CYPIBI était prévue lors du traitement au TCDD (plus d’une quinzaine
de fois I’expression du solvant) avec ou sans 1’cestradiol. Ce qui est particulierement
intéressant dans la figure 23 est I’effet du MCPA NuFarm, la formulation compléte utilisée en
champ. Nous voyons a la plus basse dose de 0,75mM de MCPA des niveaux d’expression
similaires aux témoins négatifs sans E2, mais a I’ajout de 1’cestradiol, I’expression grimpe a
des niveaux semblables au TCDD. Ce patron ne se produit pas pour la concentration de
1,5mM de pesticide appliqué aux cellules, on voit plutét 1’expression comparable au non-
traité. A la plus forte concentration, I’expression de CYPIBI relative au solvant dépasse méme
les résultats observés suite aux traitements a la dioxine. L’ingrédient actif seul du MCPA
obtenu de Sigma ne cause pas les mémes changements d’expression a CYPIBI par contre, a
toutes concentrations avec ou sans l’cestradiol. Nous avons répété 1’expérience dans les
cellules de la lignée T47D afin de vérifier si cela concordait avec ce qui a été obtenu dans les
MCEF-7. Les résultats étaient moins spectaculaires que dans la lignée des MCF-7. La figure 24
expose les résultats d’expression du géne CYPIAI dans les cellules T47D par rapport au
TCDD. En comparant a la figure 22, on voit que cette fois-ci, le patron est presque identique
excepté pour le traitement a la dioxine et a I’cestradiol, ou CYPIAI est au méme niveau que
sans cestradiol par opposition a la baisse attendue et notée dans les cellules MCF-7. Les
niveaux de CYPIBI ont aussi été examinés (Fig. 25) et encore une fois, les résultats
d’expression ressemblent fortement a ceux obtenus auparavant dans 1’autre lignée cellulaire du
cancer du sein. On note que le gene cible est encore plus exprimé dans les T47D lors du
traitement au 3mM de MCPA NuFarm. Il paraitrait alors que le MCPA Amine 600 obtenu de
la compagnie NuFarm a possiblement un effet perturbateur sur la voie de signalisation du

récepteur AhR.

3.5. Expression des enzymes cible du récepteur AhR suite au traitement au MCPA

Puisque que les données obtenues correélent, nous avons décidé d’analyser de facon semi-

quantitative 1’expression réelle des protéines que codent les genes CYPIAI et CYPIBI par
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immunobuvardage de type Western afin de confirmer ce qui a été obtenu par q-RT-PCR. Nous
avons collecté les cellules des deux lignées cellulaires (MCF-7 et T47D) et extrait les

protéines totales.
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Figure 26: A. Immunobuvardage de type Western dans les cellules MCF-7.

On peut distinguer I’expression de 1’actine (43kDa), CYP1A1 (56kDa) et CYPIBI1 (55kDa).
Le DMSO et I’éthanol (ETOH) sont des témoins négatifs. B. Immunobuvardage de type
Western dans les cellules MCF-7 pour vérifier ’expression de CYP1A1 et CYPIBI suite au
traitement au TCDD.

Les cellules avaient été sujettes aux mémes traitements que pour les essais d’expression des
genes cible de la voie du récepteur aux xénobiotiques. Présentés dans la figure 26a sont les
résultats d’immunobuvardage de type Western des cellules MCF-7 traitées. Nous avons un
témoin d’actine (43kDa) afin de vérifier que les quantités introduites dans chaque puit étaient
équivalentes. Il est possible d’observer les bandes correspondant a la protéine CYP1AT (boite
du centre, 56kDa) seulement pour les échantillons traités au TCDD. Les bandes apparaissant
plus haut sont du bruit de fond accompagnant cet anticorps. Ce qui nous a surpris était
I’expression de cette enzyme plus forte lors de I’ajout d’E2 aux cellules exposées a la dioxine.
Cela nous a poussés a recommencer avec les deux mémes échantillons et nous pouvons bien
voir a la figure 26b que D’expression de CYP1A1l diminue lors de 1’ajout de I’cestradiol.
Aucune autre bande pour cette enzyme n’est remarquable pour les autres traitements. Plus bas

dans la figure 26a, I’expression de CYP1B1 (boite du bas, 55kDa) est présentée. On remarque
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que I’enzyme ne parait pas étre exprimée pour les conditions de témoins négatifs (CTRL,
DMSO et ETOH). Une quantité nettement plus forte est visible suite au traitement a la
dioxine sans cestradiol, mais aussi lorsque les cellules sont traitées au MCPA commercial
NuFarm. A la concentration de 3mM de ce dernier, CYP1B1 semble se manifester aux mémes
niveaux que ceux de la dioxine, et décroitre graduellement plus la concentration de pesticide
appliqué diminue. Ces résultats ne se présentent pas lorsque I’exposition des cellules a
I’ingrédient actif seul a toutes les concentrations. Lorsqu’on ajoute 1’cestradiol, on observe de
trés légeres bandes dans les témoins négatifs. Le méme patron qui a été observé sans cestradiol
pour les traitements au TCDD et a la formulation compléte du MCPA est encore noté. Nous
avons refait cet immunobuvardage (données non présentées) et CYP1B1 était de niveau
presque égal avec ou sans cestradiol lorsqu’exposé a la dioxine. Les autres échantillons
exprimaient les protéines de fagon similaire a ce qui montré en figure 26a. Il semblerait que
ces données d’immunobuvardage de type Western soutiennent nos résultats d’expression de
genes obtenus auparavant dans les cellules MCF-7. Une fois de plus, pour en étre certains,
nous confirmons nos résultats dans la lignée cellulaire T47D, que 1’on peut voir en figure 27.
Nous nous attendions a observer une présence de CYP1A1 que dans les échantillons traités au
TCDD. Justement, lors de ’ajout d’E2 a la dioxine, on remarque méme que I’intensité de la

bande est 1égérement plus faible que celle de 1’échantillon sans I’hormone.

NuFarm Sigma NuFarm Sigma
= = = =
= = = =
s € §|l= € & = € &= E &
E v N[E v o~ E v [ E 0 o~
0 e @ wler e s Bala=x ¥ al 2 2 =
4 % 2 g £ I 2 0 E o & ala & o
e ol a & 5| a
= U J Uulu u o s U U Jd|lu U u
C 6 B|E 2 222|220 0686(E 22 82 5 3
E2 L T I I T T I T I TR I SHEE SR SR 1 . B B
CYETAT —J E= I =
CYP1B1 [ - —
ACTIN W - ——— ——— . . -~ ——

Figure 27: Immunobuvardage de type Western dans les cellules T47D.
On peut distinguer I’expression de 1’actine (43kDa), CYP1A1 (56kDa) et CYPIBI (55kDa).
Le DMSO et I’éthanol (ETOH) sont des témoins négatifs.
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Par rapport a CYP1BI, on note aucune présence de 1’enzyme dans les témoins ainsi que ceux
qui ont été exposés au MCPA Sigma, tous sans cestradiol. On voit des bandes par contre pour
les échantillons traités au TCDD (faible bande) et au MCPA NuFarm, comme pour les cellules
MCF-7.Justement, en comparaison a 1’expression dans les cellules MCF-7, on note que
CYPIBI est moins fortement exprimée pour 1’échantillon de TCDD sans cestradiol. Par
contre, on voit que 1’enzyme est fortement présente suite au traitement a la formulation
compléte du MCPA a 0,75mM, 1,5mM et 3mM. En fait, a la plus basse concentration, la
bande représentant CYP1B1 est méme plus forte que celle de la dioxine. Lorsqu’on examine
I’expression de I’enzyme dans les traitements auxquels 1’cestradiol a été ajouté, on remarque
que I’échantillon non-traité I’exprime légeérement, mais curieusement pas nos solvants (DMSO
et ETOH). Ce dernier résultat correspond par contre a ce qui avait été noté dans les essais
d’expression de CYPI1BI, nous forcant a nous demander si nos solvants n’avaient pas un faible
effet inhibiteur sur ce géne. Comme prévu, la dioxine en présence d’cestradiol cause une forte
expression de la protéine, mais toujours plus faible que celle visible dans les traitements au
MCPA NuFarm aux concentrations de 1,5mM et 3mM. La plus basse concentration du
pesticide lors de 1’ajout de I’E2 demeure notable et d’ailleurs elle est plus forte que celle de
I’échantillon non-trait¢ (CTRL). Les traitements a I’ingrédient actif seul (Sigma) combinés a
I’cestradiol résultent en bandes faibles, comparables au témoin négatif non-traité. Seule la
concentration de 3mM semble induire une expression de CYP1BI1 plus forte, et presque au

niveau de 1’échantillon traité au MCPA NuFarm a 0,75mM.

3.6. Expression des genes cible du récepteur ER suite au traitement au MCPA

Nous avons tenté par la suite de comprendre si les résultats obtenus suite a I’exposition des

cellules aux pesticides étaient dus a I’interaction croisée entre les récepteurs AhR et ER. Nous

avons donc vérifi¢ par g-RT-PCR de nouveau I’expression de genes cible de la voie de

signalisation du récepteur aux cestrogenes dans nos deux lignées cellulaires du cancer du sein.
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En figure 28, nous pouvons voir I’expression de GREBI dans les cellules MCF-7 suite aux

traitements a la dioxine et aux pesticides.

Expression du géne GREBI dans des cellules du cancer du sein MCF-7,
suite au traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,5mM ou 3mM
de MCPA NuFarm ou MCPA Sigma en présence ou absence
d'cestradiol (n=1)
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Figure 28: Expression du géne GREBI dans des cellules du cancer du sein MCF-7, suite
au traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,5mM ou 3mM de MCPA NuFarm ou
MCPA Sigma en présence ou absence d'cestradiol.

On note pour tous les échantillons sans cestradiol que le geéne est peu induit, sans surprise.
L’expression de GREBI est environ a vingt fois I’expression de 1’échantillon solvant pour
lorsqu’on ajoute I’E2 seul. Excepté 1’échantillon TCDD+E2 dont I’expression du gene est
nettement plus basse, les autres traitements sont a peu pres équivalents au témoin positif (Non-
trait¢ + E2). Pour I’expression du géne 7FFI toujours dans les cellules MCF-7, en figure 29,

nous notons un patron différent selon les traitements lors de 1’ajout de I’E2. L’expression du
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gene avec le traitement a I’cestradiol seul est trés forte, presque 600 fois celle du témoin

négatif.
Expression du géne TFFI dans des cellules du cancer du sein MCF-7, suite
au traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,5mM ou 3mM de MCPA
NuFarm ou MCPA Sigma en présence ou absence d'cestradiol (n=1)
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Figure 29: Expression du gene TFF1 dans des cellules du cancer du sein MCF-7, suite au
traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,5mM ou 3mM de MCPA NuFarm ou
MCPA Sigma en présence ou absence d'estradiol.

La dioxine en présence d’cestradiol réprime fortement I’expression de 7FFI, mais aussi le
MCPA Nufarm a 3mM. Les autres traitements au MCPA, c’est-a-dire 0,75mM, 1,5mM
MCPA NuFarm et toutes les concentrations de MCPA Sigma induisent le géne ER-dépendant
de maniére similaire, mais moins intensément que I’cestradiol seul. Dans la lignée cellulaire
des T47D, les mémes genes ont été suivis et nous pouvons voir leur expression en figures 30
et 31. Le géene GREBI (Fig. 30) semble étre induit de fagon semblable & ce qui a été vu dans

les MCF-7, mais la répression du gene est notée particulierement aux concentrations de
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1,5mM et 3mM de MCPA NuFarm. De plus, sa répression était minimale lors de 1’ajout de

I’cestradiol a la dioxine.

Expression du géne GREBI dans des cellules du cancer du sein
T47D, suite au traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,5mM
ou 3mM de MCPA NuFarm ou MCPA Sigma en présence ou

absence d'eestradiol (n=1)
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Figure 30: Expression du géne GREBI dans des cellules du cancer du sein T47D, suite au
traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,SmM ou 3mM de MCPA NuFarm ou
MCPA Sigma en présence ou absence d'estradiol.

Pour I’expression du gene TFFI (Fig. 31), nous voyons la répression pour 1’échantillon traité a
la dioxine et a 1’cestradiol, ainsi que pour tous les échantillons traités au MCPA NuFarm.
Encore une fois, I’ingrédient actif ne semble pas causer le méme effet que la formulation
compléte. Les deux lignées cellulaires se soutiennent par rapport a I’effet de répression de la
dioxine en présence d’cestradiol sur le récepteur a I’cestrogene, déja répertoriés dans la

littérature, mais aussi a la capacité du traitement au MCPA NuFarm (a la plus forte dose) de
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faire de méme. Considérant que I’exposition au TCDD cause un débalancement du ratio de ces
enzymes présentes dans la cellule qui peut favoriser 1’accumulation de métabolites
génotoxiques, on peut supposer avec ces résultats que le MCPA NuFarm pourrait avoir la
méme conséquence. Le potentiel de perturbateur de la voie de signalisation du récepteur AhR

est nettement plus fort pour ce dernier que pour 1’ingrédient actif seul.

3.7. Expression des genes cible du récepteur AR suite au traitement au MCPA

Expression du gene TFF1 dans des cellules du cancer du sein
T47D, suite au traitement a des concentrations de 0,75mM;
1,5mM ou 3ImM de MCPA NuFarm ou MCPA Sigma en présence
” ou absence d'cestradiol (n=1)
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Figure 31: Expression du gene TFF1 dans des cellules du cancer du sein T47D, suite au
traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,5mM ou 3mM de MCPA NuFarm ou
MCPA Sigma en présence ou absence d'cestradiol.
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Enfin, nous avons décidé¢ de vérifier si ce pesticide pouvait aussi perturber la voie de
signalisation du récepteur aux androgénes. Comme pour ER, les génes cibles de AR sont
induits lors de I’activation du récepteur lors de la liaison avec une hormone; dans ce cas-ci la
dihydrotestostérone. En figure 32, nous voyons I’expression du géne PCA3 dans les conditions
de traitement utilisées auparavant sur les cellules du cancer du sein. Il est possible de noter une
expression minime de PCA3 pour toutes les conditions sans DHT. Le géne est fortement induit
par la présence de DHT seul, mais ce n’est pas le cas lorsque la dioxine ou le MCPA,

I’ingrédient actif ou la formulation compléte est combinée a I’hormone.

Expression du géne PCA3 dans des cellules du cancer de la prostate
LNCaP, suite au traitement a des concentrations de 0,75SmM; 1,5mM ou
3mM de MCPA NuFarm ou MCPA Sigma en présence ou absence de DHT
(n=2)
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Figure 32: Expression du gene PCA3 dans des cellules du cancer de la prostate LNCaP,
suite au traitement a des concentrations de 0,75SmM; 1,5mM ou 3mM de MCPA NuFarm
ou MCPA Sigma en présence ou absence de DHT.
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En fait, PCA3 est plus exprimé dans les échantillons TCDD+ DHT, MCPA Sigma
0,75mM+DHT et MCPA Sigma 1,5mM-+DHT. Il I’est moins que le témoin positif avec la
DHT seule dans les échantillons MCPA Nufarm 0,75mM+ DHT, MCPA Nufarm 1,5mM+
DHT et MCPA Sigma 3mM-+ DHT. Etonnés, nous avons vérifié si I’expression de PS4 (figure
33) aussi était affectée par 1’exposition a la dioxine et au pesticide. Tout comme PCA3,
I’expression de PSA était affectée par le MCPA obtenu de NuFarm ainsi que celui obtenu de

Sigma dans les échantillons auxquels la DHT était ajoutée.

Expression du géne PSA dans des cellules du cancer de la prostate
LNCaP, suite au traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,5mM
ou 3mM de MCPA NuFarm ou MCPA Sigma en présence ou absence
de DHT (n=2)
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Figure 33: Expression du géne PSA dans des cellules du cancer de la prostate LNCaP,
suite au traitement a des concentrations de 0,75SmM; 1,5mM ou 3mM de MCPA NuFarm
ou MCPA Sigma en présence ou absence de DHT.

La dioxine aussi semble affecter I’expression du géne en comparaison a 1’échantillon avec de

la DHT seulement (témoin positif). Nous avons été étonnés de voir ces résultats suggérant que
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I’herbicide pouvait changer ’expression des geénes AR dépendants. Nous avons souhaité

vérifier dans une seconde lignée cellulaire du cancer de la prostate, les VCaP, les données

obtenues dans les LNCaP. Comme dans les LNCaP, les niveaux d’expression des deux génes

sont comparables au témoin négatif pour les traitements sans dihydrotestostérone. Nous notons

tout d’abord que I’expression de 1’échantillon trait¢ au TCDD ne semble affecter ni

I’expression de PCA3 (Fig. 34) ou PSA (Fig. 35) lors de I’addition de I’hormone, et qu’elle est

équivalente a 1’expression lors de ’ajout de DHT seule. On remarque aussi que PCA3 et PSA

sont nettement moins induits lors de I’exposition des cellules au pesticide complet (NuFarm)

sauf a la plus faible concentration.
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Expression du géne PCA3 dans des cellules du cancer de la prostate
VCaP, suite au traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,5mM
ou 3mM de MCPA NuFarm ou MCPA Sigma en présence ou
absence de DHT (n=1)
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Figure 34: Expression du géne PCA3 dans des cellules du cancer de la prostate VCaP,
suite au traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,5mM ou 3mM de MCPA NuFarm
ou MCPA Sigma en présence ou absence de DHT.
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Il faut aussi remarquer les résultats d’expression lors des traitements a I’ingrédient actif du
MCPA, ou I’on voit I’expression comparable au témoin positif pour PCA3 aux concentrations
de 1,5mM et 3mM, ainsi que pour PSA a 1,5mM, toujours en combinaison avec la
dihydrotestostérone. A 3mM du MCPA Sigma, on voit méme que le géne PS4 est nettement
plus induit que le témoin positif. A 0,75mM d’herbicide pur en présence de DHT, I’expression

des deux genes n’est que 1égerement plus forte que sans 1’hormone.

Expression du géne PSA dans des cellules du cancer de la
prostate VCaP, suite au traitement a des concentrations de
0,75SmM; 1,5mM ou 3mM de MCPA NuFarm ou MCPA
Sigma en présence ou absence de DHT) (n=1)
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Figure 35: Expression du gene PSA dans des cellules du cancer de la prostate VCaP,
suite au traitement a des concentrations de 0,75mM; 1,5mM ou 3mM de MCPA NuFarm
ou MCPA Sigma en présence ou absence de DHT.

Donc, il y a certaines concordances et discordances entre les résultats des deux lignées

cellulaires. Dans les deux lignées cellulaires prostatiques, nous apercevons que le MCPA
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NuFarm contre I’induction des deux génes cibles due a I’activation du récepteur AR par la
DHT. Par contre, les résultats dans les LNCaP (figures 32 et 33) semblent indiquer que
I’ingrédient actif seul peut aussi causer cette inhibition, alors que ce qui est vu dans les VCaP
dévoile I’inverse (Fig. 34 et Fig. 35). Etant donné que les tests d’expression n’ont été faits
qu’une seule fois, il est préférable de faire confiance aux données des LNCaP répétées deux
fois. Il faudra faire de nouvelles expériences afin d’avoir un minimum de trois échantillons

afin d’étre confiants en les résultats que nous voyons ici.

3.8. Expression des enzymes cible du récepteur AR suite au traitement au MCPA

Nous avons vérifié en immunobuvardage de type Western si le récepteur AR et le récepteur
AhR étaient bel et bien affectés par 1’exposition des cellules a 1’herbicide dans les cellules
LNCaP. Comme dans les autres « Western Blots », nous avons utilisé 1’actine comme témoin.
Dans la boite du haut (Fig. 36), nous observons I’expression du récepteur AR selon les
traitements subis par les cellules. La bande de AR (boite du haut, 110 kDa) qui saute aux yeux

est celle de I’échantillon ayant été traité au MCPA NuFarm 3mM sans DHT.
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Figure 36: Immunobuvardage de type Western dans les cellules LNCaP.

On peut distinguer I’expression de I’actine (43kDa), AR (110kDa) et AhR (122kDa). L’eau et
le méthanol (METOH) sont des témoins négatifs.
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Elle est extrémement faible en comparaison aux témoins négatifs (CTRL, EAU et METOH) et
devient plus forte plus la concentration du pesticide diminue. Le méme patron est visible lors
de I’ajout de la dihydrotestostérone pour ce traitement-la. Contrairement a ce qu’on a vu dans
les résultats d’expression des génes cible de AR auparavant, ’ingrédient actif seul semble
inhiber que légerement 1’expression du récepteur AR a la plus forte concentration (3mM).
L’expression du récepteur AR par les échantillons traités a la dioxine en présence ou absence
de DHT demeure inchangée. Le récepteur AhR (boite du bas 122 kDa), est présent en tres
faibles doses dans les témoins et s’intensifie lors de I’ajout de MCPA comme traitement, mais
pas pour le TCDD. Nos résultats sont intéressants mais nécessitent d’étre confirmés dans une

seconde lignée cellulaire.
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CHAPITRE 4

DISCUSSION

4.1. Tests de croissance de levures exposées aux pesticides

Nous avons commencé les expériences sur Saccharomyces cerevisiae, afin de voir si les
pesticides avaient un effet direct sur leur croissance. Dans les levures sauvages et les levures
mutantes htzI, ’imidaclopride, ’AMPA et le 4-hydroxyestradiol ont été utilisés comme
traitements (figure 14). Tous ces produits ne semblent pas avoir d’effets sur la croissance des
cellules. Les résultats ne nous ont pas surpris, étant donné¢ que les levures ont une paroi
cellulaire extrémement efficace, ce qui pourrait expliquer le fait que nous ne voyions qu’un
faible effet a des doses tres fortes. Pour cela, nous doutions que nos produits puissent se glisser
dans les cellules et avoir un effet toxique direct et altérer leur croissance. D un autre coté, si
les produits ont pénétré dans la cellule ici, la croissance de ces levures pourrait aussi
simplement ne pas étre affectée. Nous avons tout de méme décidé de vérifier si S. cerevisiae
ayant des défauts dans la machinerie de réponse aux dommages a ’ADN pourrait étre plus
sensible aux pesticides. Si ces produits causent des dommages a I’ADN et que les cellules
n’arrivent pas a les réparer, des problemes de survie devraient survenir. Le MCPA et
I’imidaclopride ont ét¢ employés sur des cellules sauvages et des cellules déficientes en
mécanismes de réponse aux dommages a I’ADN (figure 15). Encore une fois, il semblerait soit
que les pesticides ne puissent pénétrer les cellules a cause de leur paroi ou ne causent pas de
dommages a I’ADN et n’ont pas de potentiel toxique direct sur ces levures. Etant donné que
ces tests étaient pour vérifier la toxicité des produits antiparasitaires, nous n’avons pas poussé
les tests sur levure plus loin. Ceci étant dit, il serait intéressant de tester a plus large spectre de
concentrations pour I’imidaclopride et de MCPA et voir comment la croissance des levures

sauvages et mutantes serait affectée. De plus, il serait intéressant de doser les métabolites par
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spectroscopie de masse afin de confirmer ou infirmer si les produits pénétrent bien dans les

cellules de Saccharomyces cerevisiae.

4.2. Expression des genes cible du récepteur AhR suite au traitement d’imidaclopride

Suite a ces tests préliminaires, nous avons continué nos expériences sur des cellules humaines.
Nous avons suivi I’expression de nos genes clés, CYPIAI et CYPIBI pour les cellules du
cancer du sein. En figure 16, nous avons observé un phénomeéne déja connu, ou I’on voit
I’expression du géne CYPIAI croitre fortement en présence de dioxine, mais cette expression
est réprimée a environ 60% lors de ’ajout d’estradiol. Ce résultat a déja ét¢ montré dans la
littérature, et I’induction du géne CYPIAI est maximale lors du traitement au TCDD, d’ou la
normalisation de ’expression par rapport a ce dernier (Matthews et Gustafsson 2006). Etant
donné que ce témoin positif était cohérent, nous avons noté I’effet de I’imidaclopride sur les
cellules MCF-7 et T47D sur les génes cibles d’AhR. On remarque que nos résultats sont
équivalents dans les deux lignées cellulaires et que le pesticide ne semble pas affecter
I’expression des génes CYPI1AI ou CYPIBI de fagon remarquable. Il faut quand méme noter
que les cellules sont toutes deux de type laminaire A et forment des structures compactées
cohésives grace a leur adhésions cellule a cellule fortes. Les deux lignées sont ER+, donc leur
récepteur aux cestrogenes est fonctionnel, donc sans E2, elles ne peuvent pas croitre (Holliday
et Speirs, 2011). Etant donné que nos résultats étaient confirmés dans ces deux lignées
cellulaires, nous pouvons affirmer que I’imidaclopride, en ingrédient actif seul aux
concentrations testées, obtenu de Sigma-Aldrich, ne semble pas avoir d’effet sur I’expression
des geénes codant pour les enzymes de détoxification CYPIA1 et CYP1B1 selon nos résultats
d’expression en q-RT-PCR. Il est serait aussi recommandé de faire des analyses de la présence
de ces protéines par immunobuvardage de type Western, afin de confirmer les résultats, car
des modifications post-transcriptionnelles peuvent se produire. De plus, il faudrait quantifier la
concentration du pesticide qui pénétre réellement dans la cellule, afin de bien comprendre son
comportement au niveau cellulaire et moléculaire. Nous souhaitions obtenir I’ingrédient utilisé

dans les champs agricoles du Québec, mais il a été impossible de se le procurer, faute de

53



prescription d’un agronome. Les suppléments chimiques mélangés a 1’ingrédient actif auraient
peut-€tre eu une conséquence différente si nous avions utilis¢ la formulation compléte de ce
néonicotinoide. Plus de recherche par rapport a cette gamme de pesticides et son effet sur la
voie de signalisation du récepteur AhR est nécessaire, car c’est une voie importante pour la
détoxication des cellules. D’ailleurs, il n’y a toujours pas d’articles dans la banque de NCBI
qui correspondent aux termes « Imidacloprid + AhR », ni « Imidacloprid + CYPIA1 » ou
« Imidacloprid + CYP1B1 ». Cela vaut la peine d’étre étudié car ces produits sont utilisés de

facon réguliere sur une trés grande variété de cultures.

4.3. Expression des genes cible du récepteur AR suite au traitement d’imidaclopride

Nous avons aussi vérifié I’effet de 1’imidaclopride sur les cellules du cancer de la prostate, en
suivant I’expression de deux geénes AR dépendants, PCA3 et PSA. L’ajout de DHT aux
cellules résultait en une forte expression de ces deux génes, comme prévu. L’imidaclopride, de
nouveau, ne semble pas affecter ’expression de PCA3 ou PSA. 1l faut remarquer que PCA3
n’était pas toujours détectable sans dihydrotestostérone et nous sommes convaincus que
I’expression de ce gene était trop faible pour que 1’on puisse la détecter, étant donné que nous
avons testé plusieurs fois différents échantillons a différentes concentrations. Nous n’avons
pas testé ces mémes conditions dans une autre lignée cellulaire, comme les VCAPs, mais il
serait intéressant de vérifier si les résultats seraient similaires. De plus, aucune vérification par
rapport au niveau protéique n’a été faite. Il est important de rappeler que le gene PCA3 ne
code pas pour une protéine, alors que PSA code pour la protéine du méme nom. Par contre, il
est connu que plusieurs facteurs peuvent affecter 1’expression de PSA, donc il faudrait au
moins une seconde protéine pour vérifier que I’effet est dii a notre traitement a
I’imidaclopride. C’est difficile de formuler une conclusion avec ces résultats-la car nous
n’avons pas trois réplicats de faits, ni la confirmation dans une seconde lignée cellulaire.

Peu d’études (quatre seulement pour les mots clés « imidacloprid + androgen » ont été faites
par rapport a 1’effet potentiel de ce néonicotinoide sur la voie de signalisation du récepteur aux

androgenes. Il demeure trés important de poursuivre cela, car une multitude de pesticides
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peuvent inhiber les voies de signalisation d’AR, et il faudrait vérifier pour I’imidaclopride si
c’est le cas ou pas. D’ailleurs, une étude récente suggere qu’il pourrait avoir un effet de
perturbateur endocrinien suite a leurs recherches sur des cellules de souris (Kugathas et al.
2015). 1 est important de comprendre comment 1’imidaclopride ainsi que la classe des
néonicotinoides pourraient affecter les voies de signalisation cellulaires dues a leur grande

utilisation au Québec et dans le monde.

4.4. Expression des genes cible du récepteur AhR suite au traitement au MCPA

Etant donné que d’anciens membres du laboratoire avaient déja eu des résultats intéressants
avec le MCPA, nous avons enquété plus en profondeur sur sa capacité a affecter la voie de
signalisation du récepteur AhR. Nos résultats indiquent que 1’ingrédient actif seul du MCPA
(Sigma) ne semble par avoir d’effet sur I’expression de CYPIAI et CYPIBI, alors que le
MCPA appliqué en champ (NuFarm) en a. Plus concentration est forte, plus on observe une
hausse d’expression de CYPI1A41 et CYPIBI1. Cela est vrai dans les deux lignées cellulaires du
cancer du sein que nous avons utilis¢, ¢’est-a-dire, les MCF-7 et les T47D. Il est vrai qu’il y a
beaucoup de variabilité entre nos échantillons, mais il faut prendre en compte que les cellules
sont connues pour leurs expressions décroissantes a chaque passage. Il est particulier de noter
que le pesticide en formulation compléte peut cause une hausse d’expression de CYPIBI
comparable et méme plus forte que celle induite par le TCDD. Cela est particulierement
frappant, car on voit ici que le MCPA en formulation complete de NuFarm cause une
expression moins forte de CYPIAI et une expression plus forte de CYPIBI par rapport a la
dioxine. Il faut rappeler qu’une plus grande expression du géne CYPIBI résulte en plus
d’enzyme du méme nom, qui métabolise I’cestradiol en 4-hydroxycestradiol alors que CYP1Al
le métabolise en 2- hydroxycestradiol. Ce dernier n’as pas d’effet néfaste sur la cellule et
méme parfois un effet bénéfique, alors que le 4-hydroxycestradiol est connu pour son potentiel
de formation d’adduits a ’ADN. Ce résultat indique un potentiel du MCPA produit par la
compagnie NuFarm comme perturbateur du ratio des enzymes clés, comme le TCDD. Donc,

ce que I’on observe pourrait indiquer un potentiel de production de métabolites génotoxiques
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et leur accumulation. Nous supposons que les ingrédients ajoutés a I’ingrédient actif pour
obtenir la formulation compléte pourraient donc en soit activer AhR, en plus du pesticide et
avoir un effet sur la voie de signalisation du récepteur. Des surfactants, des antigels ainsi que
des adjuvants sont mélangés en général aux produits antiparasitaires afin d’améliorer leur
efficacité. Il est difficile de pointer du doigt ce qui peut causer cet effet, ou si c’est un effet
additif ou synergique, car la recette des produits appliqués en champ reléve du secret
industriel. Par contre, selon un article publié¢ cette année par 1’équipe des docteurs Song et
Hong, un surfactant présent dans le MCPA commercial du nom de polyoxyethylene tridecyl
ether, ou PTE, causait une baisse de viabilité cellulaire ainsi qu’une hausse d’expression de
genes impliqués dans différentes voies de signalisation cellulaires et d’inflammation (Hwang
et al 2015). Malheureusement, il n’est pas clair d’ou les chercheurs ont obtenu leur
formulation du pesticide ni quelle compagnie le produisait. Donc, il serait important
d’analyser la composition du pesticide utilis¢ en champ de la compagnie NuFarm et tester
séparément ses composantes sur nos cellules. De cette maniere, nous pourrons déterminer
I’effet de chacun des ingrédients dit inertes sur la voie de signalisation afin de mieux expliquer

les résultats obtenus avec les pesticide complet par rapport a I’ingrédient actif seul.

4.5. Expression des enzymes cible du récepteur AhR suite au traitement au MCPA

Nous avons vérifié si les enzymes CYP1A1 et CYP1BI étaient exprimées de fagon similaire
que les genes les codants. Nos vérifications de nos résultats d’expression génique au niveau
protéique soutiennent ce qui a €té obtenu auparavant (figures 26 et 27), c’est-a-dire
I’apparition d’une bande correspondant a CYP1A1 seulement aux traitements de TCDD. Cela
qui était logique considérant les résultats d’expression obtenus auparavant, méme si nous
prévoyions voir une faible bande pour les traitements au MCPA NuFarm a la plus forte
concentration. De plus, la dioxine est connue pour induire tres fortement ce gene. Les résultats
pour I’expression de I’enzyme CYP1BI1 dans les cellules (figure 26 et 27) correspondent par
contre a ce qui avait été noté dans les essais d’expression de CYPIBI, nous forcant a se

demander si nos solvants, le DMSO et 1’éthanol, n’avaient pas un faible effet inhibiteur sur ce
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gene. Cela nous force a recommencer ces expériences avec différents solvants afin de
confirmer nos données.

Les données obtenues dans les deux lignées cellulaires semblent indiquer que la formulation
compléte du pesticide induit beaucoup plus fortement I’expression de I’enzyme CYP1B1, mais
pas CYP1A1. Il demeure que nous pouvons noter de fagon qualitative que le MCPA de la
compagnie NuFarm aurait un effet nettement plus puissant. Sachant que le TCDD a un
potentiel perturbateur avec son ratio d’enzymes CYPIAl a CYPIBI, le ratio engendré
pesticide appliqué en champ du MCPA est nettement plus grand. Cela n’est pas observé du
tout pour I’ingrédient actif seul. Etant donné que nous voyons une différence, il serait
important de quantifier les deux enzymes et avoir un ratio « marqueur ». Ceci ne pourrait
qu’étre fait une fois que 1’on détermine par spectroscopie de masse la quantité de métabolites
de I’estradiol, le 2-OHE et le 4-OHE, et noter la corrélation entre leur quantité et la quantité

d’enzymes CYP1A1 et CYP1BI.

4.6. Expression des génes cible du récepteur ER suite au traitement au MCPA

Nous avons déja expliqué auparavant que le récepteur aux cestrogenes réprime I’expression de
CYPIAI, mais n’affecte pas I’expression de CYPI/BI lorsque le récepteur AhR est activé
(Marques et al. 2013). Nous avons vérifi¢ si le MCPA était un agoniste de la voie de
signalisation de ER en suivant I’expression des génes GREBI et TFF1, tous deux inductibles
par I’eestrogene. Dans les figures 28 a 30, nous notons que I’expression de GREBI et TFFI
dans les cellules du cancer du sein est réprimée par rapport au témoin positif (traitement a
I’cestradiol) lorsqu’on ajoute la dioxine ou le MCPA a sa plus forte concentration, sauf pour
GREBI dans les cellules MCF-7. 1l est difficile d’expliquer cette discordance, car les cellules
¢taient a leurs premiers passages, mais il est possible que dans cette lignée cellulaire
I’expression du gene GREBI soit moins sensible a ces traitements que 7FF. Les résultats
dans les deux lignées cellulaires se soutiennent par rapport a I’effet de répression de la dioxine
en présence d’cestradiol sur le récepteur a I’cestrogene, qui était déja connu, mais aussi a la

capacité du traitement au MCPA NuFarm (2 3mM) de faire de méme. Ce que nous pouvons
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déduire de ces données est que le MCPA peut étre un agoniste du récepteur ER, sauf a des
concentrations tres fortes de la formulation du pesticide appliquée en champ. Ces résultats
pourraient expliquer la hausse de I’expression du géne CYPIAI vue plutot dans les essais
d’expression a la concentration de 3mM de MCPA NuFarm, étant donné que la répression du
récepteur aux cestrogenes va annuler la répression du géne que 1’on voit habituellement lors de
I’interaction croisée entre les récepteurs AhR et ER. Comme mentionné auparavant, il est
possible que les autres produits chimiques comme les adjuvants et les surfactants
généralement ajoutés interagissent aussi avec la voie de signalisation du récepteur ER, ou
d’une autre manicre pouvant expliquer les données obtenues. L’expression des deux geénes
cibles de ER était aussi plus faible lorsque le traitement a 1’ingrédient actif était appliqué, mais
pas de fagon consistante ni significative. Cela pourrait étre expliqué justement par les produits
ajoutés dans la formulation compléte utilisée en champs. Il faudra investiguer plus en
profondeur afin de comprendre comment le MCPA par quels mécanismes il peut agir comme

agoniste sur ce récepteur lors des traitements au MCPA.

4.7. Expression des genes cible du récepteur AR suite au traitement au MCPA

A nouveau, nous avons utilisé les cellules LNCaP pour voir I’effet de cet herbicide sur la voie
de signalisation aux androgenes. Pour tous les traitements au MCPA, qu’il soit en forme
d’ingrédient actif ou de formulation compléte, nous avons remarqué que 1’expression de PCA3
et PSA était nettement réprimée en présence de DHT. Nous avons été ¢étonnés de voir ces
résultats suggérant que I’herbicide pouvait affecter I’expression des genes AR dépendants. Le
TCDD aussi avait un effet d’inhibiteur de la voie de signalisation du récepteur aux androgenes
similaire au MCPA. La dioxine a été suggérée comme apte a affecter des parties importantes
du systéme reproducteur dans plusieurs animaux et méme qu’elle pouvait cause une inhibition
du récepteur AR (Jin ef al. 2008). Nous avons vérifié les données obtenues dans une seconde
lignée cellulaire du cancer de la prostate (VCaP) et les niveaux d’expression des deux genes
sont comparables au témoin négatif pour les traitements sans dihydrotestostérone. La méme

tendance est remarquée quant a I’effet du MCPA de la compagnie NuFarm, mais les résultats
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différent par rapport au traitement au TCDD en présence de dihydrotestostérone, et au
traitement au MCPA obtenu de la compagnie Sigma. Donc, il y a certaines concordances et
discordances entre les résultats des deux lignées cellulaires. Dans les deux lignées cellulaires
prostatiques, nous apercevons que le MCPA NuFarm contre I’induction des deux genes cibles
due a l’activation du récepteur AR par la DHT. Par contre, les résultats dans les LNCaP
(figures 32 et 33) semblent indiquer que I’ingrédient actif seul peut aussi causer cette
inhibition, alors que ce qui est vu dans les VCaP dévoile I’inverse (Fig. 34 et Fig. 35). Etant
donné que les tests d’expression n’ont été faits qu'une seule fois, il est préférable de faire
confiance aux données des LNCaP répétées deux fois. Ces données demeurent toutefois trés
intéressantes, car plusieurs pesticides ont déja été signalés comme des perturbateurs potentiels
AR, mais ce serait la premiere indication de MCPA en étre un. Plus de recherche devra étre
exécutée par rapport au récepteur aux androgenes, surtout dans le contexte actuel ou un
nombre grandissant d’hommes souffre de problémes au niveau de leurs systémes

reproducteurs.

4.8. Expression des enzymes cible du récepteur AR suite au traitement au MCPA

Comme pour nos résultats d’expression dans les cellules du cancer du sein, nous avons vérifi¢
en immunobuvardage ceux obtenus dans les cellules prostatiques. Contrairement a ce qu’on a
vu dans les résultats d’expression des genes cible de AR auparavant, le MCPA, I’ingrédient
actif seul, semble inhiber que légeérement 1’expression du récepteur AR a la plus forte
concentration (3mM). L’expression du récepteur AR par les échantillons traités a la dioxine en
présence ou absence de DHT demeure inchangée. Sachant que ces genes sont dépendants de
l'activation du récepteur, les différences entre les résultats d’expression des genes cibles et
ceux d’immunobuvardage constatés dans les expériences d'expression pourraient signifier que
le pesticide interfere plutdt avec la signalisation ainsi que I'expression d'AR en soi.

Cela indiquerait plutot que le récepteur AhR est encore plus présent et sa voie de signalisation
risque d’étre plus activée, afin de détoxifier les cellules des produits xénobiotiques. On ne voit

pas la méme chose pour le TCDD, méme si nous savons qu’il induit fortement la signalisation
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d’AhR. La dioxine ne semble pas changer I’expression du récepteur, en concordance avec la
littérature qui indique que la dioxine ne va pas altérer I’activité d’AR, ni son activité (Bjork et
Giwercman, 2013). Nos résultats indiquent quand méme une modulation de sa signalisation,
mais nous n’avons pas d’explications tant qu’au pourquoi nous observons cela. Evidemment,
plus d’expériences pour vérifier nos résultats et essayer de comprendre les mécanismes

derriere les effets observés sur cette voie de signalisation cellulaire sont nécessaires.
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CHAPITRE 5

CONCLUSION

En prenant en compte tous les résultats obtenus et discutés plus haut, nous pouvons en venir a
plusieurs conclusions. Notre objectif était de voir si I’imidaclopride et le MCPA pouvaient étre
des perturbateurs des voies de signalisation des récepteurs AhR et AR. L’imidaclopride ne
semblait pas affecter la croissance de la levure, ni 1’expression des geénes cible de AR. Par
ailleurs, I’insecticide n’apparait pas comme ayant un effet sur la voie de signalisation du
récepteur a la dioxine. Nous n’avons pas poussé et regardé si les enzymes étaient en fait
différemment exprimées en immunobuvardage de type Western, mais il aurait été intéressant
de vérifier les niveaux des enzymes CYP1A1 et CYP1BI1. De plus, nous n’avions pu obtenir
que I’imidaclopride en ingrédient actif seul et non pas la formulation compléte utilisée en
champ. Comme les résultats du MCPA variaient entre 1’ingrédient actif et la formulation
compléte, il est impératif de voir si cela serait le cas avec I’imidaclopride. Pour en revenir aux
résultats du MCPA, cet herbicide perturbe décidément les deux voies auxquelles nous nous
intéressions. Le fait que le pesticide appliqué en champ affectait nettement la voie des
récepteurs AR et AhR a été le plus intéressant, car I’ingrédient actif n’avait pas le méme
potentiel comme perturbateur. Le pesticide obtenu de NuFarm a la plus forte concentration
cause un changement d’expression dans [’expression des enzymes détoxifiantes du
cytochrome P450. En présence d’cestradiol, une plus forte présence de CYP1B1 métabolise
plus de 4-hydroxycestradiol par rapport au 2-hydroxycestradiol produit par CYP1Al, se
traduisant par une accumulation de la forme génotoxique qui peut causer des adduits a
I’ADN. Pour extrapoler cette remarque, I’exposition des femmes a ce pesticide pourrait
possiblement accroitre leur risque d’accumuler ces métabolites et de développer des cancers.
Du c6té des hommes, nos résultats dans les cellules du cancer de la prostate suite au traitement
a I’herbicide appliqué en champ nous indiquaient que la signalisation d’AR était inhibée.
Troublés par ces résultats, nous avons vérifié I’expression méme du récepteur et noté qu’il

était moins présent lors du traitement & forte concentration d¢ MCPA NuFarm. Etant donné
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que nos résultats d’expression n’ont été faits que deux fois en LNCaP et qu’ils ne concordaient
pas exactement avec ce qui a ¢té noté en VCaP, nous devrons le faire a nouveau pour étre sirs.
Il demeure que ce qui a été obtenu comme données est intrigant, car une signalisation plus
faible de ce récepteur peut signifier des problémes de sexualité chez les hommes. De plus, la
baisse de testostérone qui est de plus en plus marquée chez les hommes plus jeunes joue déja
sur leur santé. Les hommes plus exposés aux pesticides pourraient possiblement ajouter un
autre facteur de risque affectant leur désir sexuel et le bon fonctionnement de leurs organes

génitaux (Rider et al. 2010).

Les doses utilisées dans nos expériences sont nettement plus fortes a celles auxquelles la
population est exposée, mais il est important de connaitre le potentiel de ces produits
chimiques. Plusieurs pesticides ont ét¢ pointés du doigt comme étant des perturbateurs
endocriniens entre autres, mais demeurent en usage extensif. De plus, la bioaccumulation est
un facteur peu pris en compte lors des études sur les pesticides sur la sant¢ humaine a long
terme. Ces produits peuvent s’accumuler dans les gras et affecter la signalisation cellulaire et
affecter le bien-€tre des personnes. Finalement, les produits de lutte antiparasitaires sont
constamment utilisés dans 1’industrie agricole, et se retrouvent dans la nourriture et I’eau de la
population du Québec. Plus d’études afin de comprendre leurs effets a long terme sont
nécessaires ainsi qu’un meilleur encadrement au niveau de leur utilisation. Des mesures
comme D’interdiction d’utiliser des néonicotinoides, comme 1’imidaclopride, en traitements

préventifs par le gouvernement du Québec sont un pas dans la bonne direction.
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ANNEXE

Collaboration a la publication de Dr. Maud Marques

J’ai effectué¢ des expérimentations demandées par les éditeurs du journal BMC Cancer qui ont
permis la publication de I’article de Dr. Maud Marques (Marques et al. 2014). J’ai fait des
immunobuvardages de type Western afin de vérifier si les protéines CYPI1AI, p21, GREBI et
TFF1 étaient présentes de la maniére indiquée par les résultats d’expression de ces mémes
genes. Cela a été fait dans trois lignées cellulaires de cancer du sein, deux lignées ER positives
(MCF-7 et T47D) et une lignée ER négative (MDAMB-23). De plus, des expériences de
cytométrie de flux ont été réalisées afin de suivre la croissance cellulaire suite au traitement
des cellules au 3-3’diindolylméthane (DIM). Les figures ci-bas sont celles auxquelles j’ai

collaboré.

Référence: Marques, M., Laflamme, L., Benassou, I., Cissokho, C., Guillemette, B., &
Gaudreau, L. (2014). Low levels of 3 , 3 ' -diindolylmethane activate estrogen receptor o et

induce proliferation of breast cancer cells in the absence of cestradiol. BMC Cancer, 14, 524.
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Figure 37: Figure 3 de Marques et al. 2014.
Effects of different concentrations of DIM on AhR et ERa target gene expression. mRNA
levels of AhR target genes CYP1A1 (A) et CYPIBI (B) et ERa target genes GREB1 (C) et
TFF1 (D) were quantified in MCF7 cells grown in estrogen-free media for three days, then
treated with DMSO, 10 uM DIM or 50 uM DIM for 24 h. Results are shown as fold over
DMSO et represent the mean of three independent experiments with standard deviation. »
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FIGURE $1
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Figure 38 : Figure supplémentaire 1 de Marques et al. 2014.

(A) DIM activates both AhR and ER signaling pathways in T47D cells. Cells were grown in
estrogen free media for 3 days, then treated with DMSO, 10nM TCDD, 10nM TCDD +100nM
E2, 50 uM DIM or 50 uM DIM + 100nM E2. After 24 h, the cells were lysed, RNA was
extracted et reverse transcribed. Results are presented as percent induction over TCDD.
Results represent the mean of 3 independent experiments with standard deviation. (B)
CYPIlAlprotein levels are induced by treating cells with 10 uM DIM. Immunoblot of
CYP1A1 using an anti-CYPIA1 antibody in T47D cells. Conditions are as described in (A)
using 10 pM DIM or DMSO-treated cells.

65



Figure S3
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Figure 39 : Figure supplémentaire 3 de Marques et al. 2014.

Effects of different concentrations of DIM on AhR et ERa target gene expressions. Protein
levels of GREBI1 are monitored by immunoblotting (A), mRNA levels of AhR target genes
CYP1A1 (B) et CYP1BI1 (C) et ERa target genes GREB1 (D) et TFF1 (E) were quantified in
T47D cells grown in estrogen free media for 3 days, then treated with DMSO, 10uM DIM or
50uM DIM for 24 h. Results are showed as fold over DMSO et represent the mean of 3
independent experiments with standard deviation.

66



FIGURE S6
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Figure 40: Figure supplémentaire 6 de Marques et al. 2014.
FACS analysis of cells treated with either 10 or 50 uM DIM. (A) T47D or (B) MDAMB-231
cells. Bar plot shows the percentage of S-phase cells in each sample.
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