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RESUME

Il existe des preuves croissantes qui démontrent que les humains sont constamment exposés a
des composés chimiques perturbateurs endocriniens via I'alimentation et 'environnement. Une
nouvelle classe majeure d’insecticides utilisés dans le monde pour la protection des cultures
agricoles, nommeée les néonicotinoides, est de plus en plus présent dans I'environnement. Le
thiamethoxame, le thiaclopride et I'imidaclopride sont les plus couramment utilisés sur le
marché. Leurs persistances et applications posent plusieurs inquiétudes pour la santé humaine.
Les perturbateurs endocriniens sont connus pour affecter les processus hormonaux qui
pourraient causer des problémes a la reproduction, des toxicités ainsi que de promouvoir
certains cancers, comme le cancer du sein hormono-dépendant. L’aromatase (CYP19) est une
enzyme clé de la synthése des cestrogénes, ou le géne est exprimé de fagon promoteur- et
tissu-spécifique. Cette enzyme peut étre problématique dans le développement du cancer du
sein hormono-dépendant puisque la progression est basée sur la surproduction d’cestrogénes
des cellules stromales aux alentours des tumeurs. L’aromatase est aussi essentielle au bon
développement feetal lors de la grossesse en assurant les communications complexes entre la
mere, le placenta et le foetus. L’objectif de cette étude était de démystifier les mécanismes que
les insecticides néonicotinoides utilisent pour causer leurs effets potentiels perturbateurs
endocriniens dans deux modéles de co-cultures distinctes et physiologiquement
représentatives. En premier lieu, nous avons clarifiés les mécanismes par lesquels ces
contaminants perturbent la biosynthése de I'cestriol dans un modeéle de co-culture féto-
placentaire utilisant les lignées cellulaires BeWo (placentaires) et H295R (surrénale fcetale).
Notre deuxiéme objectif était de développer un nouveau modéle de co-culture représentant le
microenvironnement stroma-tumoral d’'un cancer du sein cestrogéne-dépendant en utilisant les
lignées cellulaires Hs578t (stromales mammaires) et T-47D (cancer du sein hormono-
dépendant). Le premier modéle préétabli de I'unité féto-placentaire a été appliqué comme outil
de dépistage et de recherches mécanistiques pour les insecticides néonicotinoides. Les cellules
Hs578t et T-47D pour le nouveau modéle ont été profilées par RT-gPCR pour I'expression des
enzymes stéroidogéniques. Les données préliminaires par expression génique (RT-gPCR) et
prolifération cellulaire de T-47D en réponse aux cestrogenes (WST-1) valident la pertinence des
deux types cellulaires pour ce modéle d’étude. Les premiers résultats obtenus en co-cultures
suggeérent que les deux compartiments communiquent comme on observe chez des patients, ce
qui valide leurs pertinences physiologiques. Le nouveau modéle requiert encore plusieurs
optimisations et caractérisations. Le raffinement des conditions expérimentales va permettre
I'utilisation de ce modéle comme outil de recherches fondamentales et appliquées pour évaluer
davantage le potentiel perturbateur endocrinien des insecticides néonicotinoides.

Mots clés : Insecticides néonicotinoides; co-culture cellulaires; stéroidogenése; aromatase
(CYP19); unité féto-placentaire; cancer du sein hormono-dépendant



ABSTRACT

There is increasing evidence that humans and wildlife are continuously exposed to endocrine
disrupting chemicals through their diet and environment. Neonicotinoids are a new group of
insecticides used in crop protection and are increasingly present in our environment.
Thiamethoxam, thiacloprid and imidacloprid are the most commonly used neonicotinoids on the
market. Their use and persistence in the enviroment pose several concerns for human health.
Endocrine disruptors are known to disrupt hormonal processes that may cause reproductive
problems, developmental toxicities and promote endocrine cancers such estrogen-dependent
breast cancer. Aromatase (CYP19) is a key enzyme in estrogen biosynthesis and its gene
expression is tissue and promoter-specific. Aromatase activity is increased in hormone-
dependent breast cancer and stimulates its progression due to the overproduction of estrogens
in the stromal cells surrounding the tumors. Aromatase is also essential for fetal development
during pregnancy by mediating the complex hormonal interactions between the mother, the
placenta and the fetus. The main objective of this study was to elucidate potential endocrine
disrupting mechanisms of neonicotinoid insecticides using two distinct physiologically relevant
cellular co-culture models. As a first objective, we clarified the mechanism by which
neonicotinoids differentially altered estradiol and estriol biosynthesis in a fetoplacental co-
culture using BeWo (placental) and H295R (fetal adrenal) human cell lines. Our second
objective was to develop a new co-culture model recreating the stromal-tumoral
microenvironment found in estrogen-dependent breast cancer using the human cell lines
Hs578t (mammary stromal) and T-47D (hormone-dependent breast cancer). The pre-
established fetoplacental model was applied as a tool for mechanistic studies of the endocrine
disrupting effects of neonicotinoid insecticides. The Hs578t and T-47D cell lines for the new co-
culture model was profiled for the presence of steroidogenic enzymes by quantitative RT-qPCR.
The gene expression (RT-gPCR) profile of the two cell types and T-47D cell proliferation in
response to estrogenic compounds was consistent with that of human breast cancer patients,
thus validating the physiological relevance of this co-culture model. The new model still requires
further optimisation and characterization. The refinement of this novel co-culture model will
allow it to be used as a physiologically relevant tool for fundamental and applied research to
further assess the endocrine disrupting potential of neonicotinoid insecticides and other

environmental chemicals.

Key words : Neonicotinoid insecticides; cellular co-cultures; steroidogenesis; aromatase

(CYP19); fetoplacental unit; hormone-dependent breast cancer
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INTRODUCTION

La présentation de ce mémoire sera un peu différente du modéle habituel. Le mémoire est
présenté en trois chapitres afin de faciliter la lecture. Le chapitre 1 est présenté par une revue
de la littérature qui englobe les deux chapitres subséquents du mémoire. Le deuxiéme chapitre
est un article publié dans Toxicology and Applied Sciences, comme deuxiéme auteure, portant
sur l'utilisation d’'un modele de co-culture pré-établi de l'unité féto-placentaire comme outil de
dépistage pour les insecticides néonicotinoides. Le troisieme chapitre est présenté sous forme
d’'un mémoire traditionnel, portant sur le développement d’'un nouveau modéle de co-culture
cellulaire représentant un cancer du sein hormono-dépendant et son utilisation potentielle
comme outil de dépistage. Les travaux au cours de la maitrise divergent légerement mais
possédent plusieurs éléments communs entre les modeles étudiés. Ces deux projets sont des
continuations de projets précédents étant stagiaire de premier cycle et étudiante libre de
deuxieme cycle avant de débuter le programme en sciences expérimentales de la santé.
Finalement, vous trouverez en annexe un second article publié dans le journal Envrionmental
Health Perspectives comme deuxiéme auteure, faisant I'objet de recherche sur les effets de
deux insecticides néonicotinoides sur I'expression promoteur-spécifique ainsi que lactivité
catalytique de 'aromatase (CYP19) dans la lignée cellulaire cancéreuses Hs578t. Cette étude a
servie comme pilote pour le développement du nouveau modeéle de co-culture du cancer du

sein hormono-dépendant, décrit dans le chapitre 3 du mémoire.
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1 CHAPITRE 1 : REVUE DE LITTERATURE
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1.1 PROBLEMATIQUES

1.1.1 Contaminants environnementaux : Les perturbateurs endocriniens

Les populations humaines et les espéces fauniques sont exposées a plusieurs contaminants
par le biais de leur environnement et alimentation. Plusieurs de ces contaminants possédent
des caractéristiques qui leurs permettent d’influencer le systéme endocrinien, ce qui agit sur le
bon fonctionnement de plusieurs fonctions métaboliques sur les organismes exposés. Le terme
perturbateur endocrinien définit une substance exogéne capable de causer des effets néfastes
sur la santé d’'un organisme et/ou a sa progéniture sur les fonctions endocrines (J Thomas
Sanderson, 2006). Les perturbations endocrines sont uniques puisqu’elles peuvent affecter les
capacités des cellules, des tissus et ultimement aux organes de communiquer entre-elles. Cela
dit, une variété d'effets peut avoir lieu di a ses perturbations dans les communications
endocrines. Par exemple, la fertilité et la fécondité sont réduites, on retrouve des anomalies
dans les tractus reproducteurs chez les deux sexes, la puberté est précoce, une variété de
types de cancers ainsi que plusieurs autres syndromes a caractéres sexuels. C’est seulement
en 1949 que les liens entre les expositions aux pesticides et les perturbations endocriniennes
ont été suggérés suite a une étude portant chez les hommes dans les applications aériennes du
DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) (Singer, 1949; McKinlay et al., 2008). En effet depuis les
derniéres 50 années, plusieurs données épidémiologiques ont démontré 'augmentation de
l'incidence et de la prévalence de maladies a caractéres endocriniennes comme le cancer du
sein, de la prostate, du testicule, le diabéte, I'obésité ainsi que la diminution de la fertilité
(Coster and Larebeke, 2012).

Les perturbateurs endocriniens agissent via différents mécanismes cellulaires,
notamment par I'entremise de récepteurs nucléaires comme les récepteurs aux cestrogénes
(ER), androgeénes (AR) et progestérone (PR) et membranaires stéroidiens et non-stéroidiens
(sérotonine, dopamine et noradrénaline) ainsi que les voies enzymatiques métaboliques
impliquées dans la stéroidogenése (Coster and Larebeke, 2012). La majorité des recherches
par rapport aux perturbateurs endocriniens depuis les années 1990 s’est concentrée sur les
interactions potentielles agonistes/antagonistes entre les composés chimiques et les récepteurs
hormonaux ER et AR ainsi que I'hormone thyroidienne (Markey et al., 2002; J. T. Sanderson,
2006). Les perturbations endocriniennes sont caractérisées par rapport aux composés xéno-
cestrogéniques, anti-cestrogéniques/androgéniques ainsi qu’au niveau des fonctions

thyroidiennes et des corticoides de la glande surrénale (Coster and Larebeke, 2012).
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Une particularité des perturbateurs endocriniens est que, pour la grande majorité de ces
composeés, les effets observés sont a des doses trés faibles et non les plus élevées, comme
dans le cas du bisphénol A (BPA) et le DTT. Pour le BPA, plusieurs études ont démontré que
cette molécule induit des mécanismes de réponses aux cestrogénes géniques et non-géniques,
et perturbent les fonctions cellulaires a des doses aussi faibles que 1 pM ou 0,23 ppt (vom Saal
and Hughes, 2005). Précisément, il peut se lier et interagir avec les domaines de liaisons des
ligands des ER en plus de recruter des co-régulateurs transcriptionnels. Essentiellement, le
BPA peut étre puissant comme l'estradiol (E2) pour la stimulation de réponses cellulaires et
peut influencer plusieurs voies de signalisations endocrines (Rubin, 2011). Malgré tous les
effets perturbateurs endocriniens rapportés au fil des années, c’est seulement en 2012 que le
BPA a été banni en Amérique du Nord par le Food and Drug Administration (FDA) et Santé
Canada. Pour le DDT et ses métabolites (comme le DDE), ils peuvent mimer I'action des
cestrogenes, empécher I'action des androgénes (antagonistes pour les récepteurs) ainsi que de
promouvoir la prolifération de cellules sensibles aux androgénes (McKinlay et al., 2008). Le
DDT a été interdit dans les années 1970 en raison de sa toxicité environnementale et a la santé
humaine. La logique contrintuitive de leurs effets est controversée di a la difficulté a reproduire
précisément les effets observés dans notre environnement et la faune en laboratoire. |l est
suggére que les faibles doses et expositions aux perturbateurs endocriniens sont capables de
perturber les stades sensibles de I'embryogenése d'un organisme sans stimuler les

mécanismes de détoxification (Edwards, Moore and Jr, 2006).

1.1.2 Les insecticides néonicotinoides

Les populations humaines sont exposées régulierement a différents types de pesticides,
notamment les insecticides. Les néonicotinoides sont la nouvelle classe majeure d’insecticides
utilisés dans le monde pour la protection des cultures et comme traitements pour les soins
animaux (Honda, Tomizawa and Casida, 2006). Les néonicotinoides les plus couramment
utilisés sont le thiaclopride, I'imidaclopride et le thiamethoxame (Tableau 1-1). Selon les
registres de 2012, 261 000 kg de néonicotinoides actifs ont été appliqués sur 11 millions
d’hectares de terrains au Canada. lIs sont utilisés comme enrobage de graines pour les cultures
de fruits et légumes variées (Elbert et al., 2008; Main et al., 2014). DO aux enrobages, les
demis-vies de ces pesticides peuvent se rendre jusqu'a 1250 jours. De plus, les néonicotinoides
se retrouvent dans les eaux de surfaces et dans les sols. Une étude effectuée a Boston,

Massachusetts (E-U) a analysé des résidus de néonicotinoides dans le miel, les fruits et les
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légumes achetés dans les épiceries locales. Les résultats ont démontrés qu’au moins un des
néonicotinoides couramment utilisés a été détecté dans tous les échantillons de fruits, légumes
et dans 90% des échantillons de miel ou I'imidaclopride était le plus fréquent. D’ailleurs, les taux
des deux ou trois néonicotinoides détectés étaient jusqu’a 100.7 ng/g (John E. Casida, 2011;
Chen et al., 2014). Dans une étude en Californie, I'imidaclopride a été détecté dans 89% des
échantillons d’eau a des concentrations supérieures a la valeur de référence pour la vie
aquatique du Environmental Protection Agency des Etats-Unis dans 19% des échantillons
(Starner and Goh, 2012). Au Canada, dans les régions humides de Saskatchewan, les
concentrations de thiamethoxame et le clothianidine, un métabolite, ont été retrouvés a des
doses aussi élevées que 3110 ng/L (Main et al., 2014). Ces insecticides néonicotinoides se lient
aux récepteurs d’acétylcholine nicotiniques ce qui leurs permet d’exercer leurs effets. Ceux-ci

ont été associés avec le syndrome d’effondrement des colonies d’abeilles.

Il est connu que les néonicotinoides sont métabolisés dans le foie chez l'adulte.
Précisément, leurs métabolismes impliquent beaucoup de spécificités des substrats et de
régiosélectivité pour les membres de la famille des cytochromes P450 (CYP), des aldéhydes
oxidases, ainsi que pour les enzymes de phase Il. |l est connu que les enzymes du cytochrome
P450 34A (CYP3A4), 2D6 (CYP2D6) et 2B6 (CYP2B6) convertissent le thiamethoxame en
clothianidine et que la clothianidine est convertie en desméthyl-clothianidine par la CYP3A4, le
cytochrome P450 2C19 (CYP2C19) et le cytochrome P450 2A6 (CYP2AG6). Dailleurs, le
thiamethoxame peut étre aussi converti en desméthyl-thiamethoxame par la CYP2C19 (Shi et
al., 2009). Pour l'imidaclopride, la CYP3A4 et l'aldéhyde oxidase cytosolique (AOX) sont les
enzymes principales pour son métabolisme (Schulz-Jander and Casida, 2002; Dorne, Walton
and Renwick, 2005; Honda, Tomizawa and Casida, 2006). De maniére générale, le
métabolisme de phase | est dépendante des isozymes des cytochromes de la famille P450 pour
'hydroxylation, la désaturation, la désalkylation, la réduction nitro et la sulfoxidation. Pour
certains néonicotinoides, la réduction nitro est effectuée par I'aldéhyde oxidase cytosolique. Le
métabolisme de phase Il implique la méthylation, l'acétylation et la formation de plusieurs
conjugés variés (glutathione, acides aminés, sulfates, glucuronide et glucoside). La
biotransformation de quelques néonicotinoides a résulté a une puissance plus élevée pour les
agonistes nicotiniques. En effet, les métabolites de certains néonicotinoides contribuent a

I'hépatotoxicité et la carcinogenése chez des mammiféres (John E Casida, 2011).
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La persistance dans I'environnement et les applications des insecticides néonicotinoides
posent plusieurs inquiétudes pour la santé humaine (Main et al., 2014; Schaafsma et al., 2015;
Cimino et al., 2017).

Tableau 1- 1. Noms et structures des trois insecticides néonicotinoides testés

Pesticides Noms détaillés Structures chimiques
(Numéro CAS)

Thiamethoxame 3-[(2-Chloro-1,3-thiazol-5-yl)méthyl]-5-méthyl-N- 0.*.0

(153719-23-4) nitro-1,3,5-oxadiazinan-4-imine | \
Y N
0 N\JI\/S%C'

~

Imidaclopride N-{1-[(6-Chloro-3-pyridyl)méthyl]-4,5- HN~NCz

(138261-41-3) dihydroimidazol-2-yl}nitramide ~ @
IR
Cl N

Thiaclopride {(2Z)-3-[(6-Chloropyridin-3-yl)méthyl]-1,3-

—N
. Y . N/j'
(111988-49-9) thiazolidin-2-ylidene}cyanamide

jone,
o N —

1.1.3 Les environnements endocriniens humains

Le systéme endocrinien humain est tout ce qui englobe la production, les interactions et les
effets résultant d’hormones. La puberté est I'étape indispensable au développement et a la
maturation chez les humains. Tous ces signaux hormonaux permettent le déclenchement de la
puberté, ce qui permet la maturation du systeme reproducteur par les hormones sexuelles
stéroidiennes, ainsi qu’au développement supplémentaire du cerveau. Dans ces travaux de
maitrise, nous nous sommes concentrés sur les envrionnements endocriniens humains chez les
femmes. Les organes cestrogéniques principaux chez la femme sont la glande mammaire,

I'appareil reproducteur et le cerveau.

1.1.3.1 Les cestrogénes chez la femme pré- et post-ménopausée

Les femmes subissent une variété de changements hormonaux tout au long de leurs vies. Les
cestrogénes sont les hormones stéroidiennes sexuelles associées chez les femmes. Celles-ci

permettent de régulariser la croissance et le fonctionnement de tissus cibles dans le corps
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humain. Notamment, elles sont essentielles pour les quatre structures de I'appareil reproducteur
femelle : les glandes mammaires, l'utérus, les trompes de Fallope et les ovaires. Elles sont
aussi essentielles au développement de caractéristiques sexuelles secondaires, pour la
régulation de la sécrétion de la gonadotrophine pour I'ovulation, le maintien de la masse
osseuse, la prévention de I'atrophie urogénitale, la régulation de la réactivité de l'insuline et
finalement pour le maintien des fonctions cognitives (Nelson and Bulun, 2001; Bjornstrdm and
Sjoberg, 2005; Lee, Kim and Choi, 2012; Melmed et al., 2016).

L’hypothalamus, I'hypophyse, les ovaires et I'endométre doivent fonctionner en
coordination afin d’assurer une ovulation cyclique réguliére. L’hypothalamus est responsable de
la sécrétion pulsative de 'hormone de libération des gonadotropines hypophysaire (GnRH) qui
permet la libération de I'hormone lutéinisante (LH) et follico-stimulante (FSH) a partir des
cellules hypophysaires antérieures. La LH stimule la production d’androstenedione dans les
cellules de la théque des ovaires tandis que la FSH régule la production de I'E2 et de l'inhibine
B dans les cellules du granulosa et tout d’abord la croissance des follicules. La libération d’'un
ovule provenant du follicule mature dépend sur 'augmentation du niveau de LH a mi-chemin du
cycle menstruel. A la suite de I'ovulation, le follicule se transforme en corps jaune (corpus
luteum) qui sécréte E2 et la progestérone sous le contréle de LH et la FSH. D’ailleurs, la LH
stimule aussi la sécrétion de l'inhibine A et B des cellules du corps jaune. C’est suite a
l'ovulation que les follicules se transforment en corps jaunes qui sécrétent E2 et la

progestérone, tous deux médiés par la FSH et LH (Melmed et al., 2016).
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Figure 1- 1. (A) Axe des hormones LH et la FSH et (B) les modifications de I’appareil reproducteur
féminin lors du cycle menstruel (Melmed et al., 2016).

La faible production des minéralocorticoides, des glucocorticoides et des androgénes
dans la glande surrénale est régulée par des stimuli externes comme [I'hormone
adrénocorticotropique (ACTH) via la voie des protéines kinases A (PKA) et I'adénosine
monophosphate cyclique (AMPc). Ces androgénes faibles sont formés par la 170-
hydroxylase/17,20-lyase (CYP17) responsable de la conversion de la prégnénolone en
progestérone a lintérieur de la zone réticulaire et fasciculaire de la glande surrénale. Ces
androgénes agissent comme précurseurs pour la biosynthése des cestrogénes, précisément
sous-forme de déhydroépiandrostérone (DHEA) et d’androstenedione (J. T. Sanderson, 2006).
La biosynthése de toutes hormones stéroides débute par la conversion du cholestérol en
prégnénolone par la cholestérol monooxygénase (CYP11A1) liée dans la membrane interne de
la mitochondrie de tissus stéroidogéniques. La prégnénolone est ensuite convertie en
progestérone par la 3B-hydroxystéroide déhydrogénase (3B-HSD) retrouvée dans la
mitochondrie et le réticulum endoplasmique lisse. La prégnénolone et la progestérone servent
de précurseurs pour toutes les autres hormones stéroides. Les cellules de la théque dans les
ovaires sont grandement vascularisées et produisent la progestérone et les androgénes en
grandes quantités. Ces androgénes agissent comme précurseurs pour la synthése des

cestrogénes dans les cellules de granulosa. L’androstenedione et la testostérone diffusent dans
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les cellules de granulosa voisines moins vascularisées ou elles vont étre converties
majoritairement en E2 via [l'action de [laromatase (CYP19), la 17B-hydroxystéroide
déhydrogénase (173-HSD) type 1 (173-HSD1) et 7 (173-HSD7) qui favorisent la conversion de
l'estrone (E1) en E2 (J. T. Sanderson, 2006; Melmed et al., 2016).

Les cestrogénes E1 et E2 sont produites par 'enzyme CYP19 exprimée dans plusieurs
tissus via I'axe LH/FSH. Plus précisément, la FSH induit 'aromatase, ce qui cause la production
cyclique d’E2 dans le follicule ovarien. L’'aromatase, située dans le réticulum endoplasmique
des cellules, catalyse la biosynthése des ocestrogénes via les précurseurs stéroides
androgéniques provenant de sites variés dans le corps (Nelson and Bulun, 2001). Elle est
exprimée de facon tissu- et promoteur-spécifique. Plus précisément, son site d’expression
prédominant se retrouve chez les cellules de granulosa ovariens (1.3 et pll), mais elle est aussi
exprimée dans le syncytiotrophoblaste placentaire (1.1) et plusieurs autres sites extra-
glandulaires comme le cerveau (l.f), les fibroblastes de la peau et les tissus adipeux (1.4).
L’aromatisation des stéroides androgéniques dans les tissus périphériques comme la peau et
les tissus adipeux est le mécanisme principal de CYP19 (Bulun et al., 2003; Moreau et al.,
2009; Melmed et al., 2016). L’'expression de CYP19 dans les ovaires est médiée principalement
par le promoteur pll, les récepteurs a la FSH, et par la production ’AMPc (Michael et al., 1995;
Simpson et al., 2000). Tel que mentionné auparavant, I'expression de CYP19 est contrélée et
régulée via des voies de signalisations variées, ce qui engendre son expression promoteur-
spécifique. De plus, il existe plusieurs inducteurs de voies signalétiques qui affectent
I'expression des différents promoteurs de CYP19. Par exemple, les glucocorticoides stimulent
I'expression du promoteur 1.4 via la voie PKC et le promoteur 1.3 et pll sont stimulés via la voie
PKA (Sanderson et al., 2000; Bulun et al., 2003). La nature de I'expression tissu-spécifique de
CYP19 est unique pour 'ensemble des enzymes stéroidogéniques chez '’humain, mais elle
peut étre problématique dans certaines situations d a sa complexité (Mahendroo, Mendelson
and Simpson, 1993; Zhao et al., 1996; Kamat et al., 2002).
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Figure 1- 3. Voies stéroidogéniques dans I’ovaire chez la femme pré-ménopausée pour la
synthése de I’estrone et I’estradiol (Melmed et al., 2016).

L’estradiol nouvellement synthétisé est secrétée et libérée dans la circulation. Elle est
ensuite rapidement liée aux globulines liantes aux hormones sexuelles (« sex hormone-binding
globulin ») d0 a leurs hautes affinités. Les cestrogénes E1 et I'cestriol (E3) sont aussi présents

mais a des niveaux grandement inférieurs a 'E2. D’autre part, E2 est capable de se diffuser
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librement a travers le plasma et les membranes nucléaires des cellules jusqu’a temps qu’elles
se lient aux récepteurs aux cestrogénes (ER) (Nelson and Bulun, 2001; Bjérnstrém and Sjoberg,
2005; Lee, Kim and Choi, 2012).
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Figure 1- 4. Les sites de production des cestrogénes chez la femme, incluant les sources chez les
femmes pré- et post-ménopausée (Bulun et al., 2007; Melmed et al., 2016).

L’action des stéroides cestrogéniques E1, E2 et E3 est médiée majoritairement par les
ER. Ces récepteurs font partie d'une superfamille de récepteurs nucléaires qui comprend les
récepteurs liés aux cestrogénes (EER), a la progestérone (PR), aux androgénes (AR), aux
glucocorticoides (GR) et aux corticoides minéraux. Ceux-ci agissent comme facteurs de
transcriptions dépendants aux ligands ou leurs activités sont associées aux cycles cellulaires
(Lee, Kim and Choi, 2012). Il existe deux formes des ER, dont la forme a (ERa) et B (ERB)
ayant des réles similaires. Tous deux sont présents dans les tissus reproducteurs féminins, les
ovaires, l'utérus et la glande mammaire (Yashwanth et al., 2006). Précisément, ERa est
hautement exprimé dans l'utérus, les cellules de la théque, les cellules de Leydig, I'épididyme,
le sein et le foie. Le ERP est exprimé dans les cellules de granulosa, le cerveau, la moelle
épiniére et les testicules (Lee, Kim and Choi, 2012). En absence de ligands, les ER forment des
complexes protéiques dans le noyau incluant les protéines de chocs thermiques (« heat shock
protein »). C’est lors de la liaison des cestrogénes aux ER en premier lieu qui permet la
dissociation de ces protéines et le déclenchement des effets biologiques. Cette liaison provoque

la dimérisation du récepteur suivie par la liaison du récepteur aux ERE retrouvés en amont des
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promoteurs du gene dintérét. Ces ERE se retrouvent habituellement dans la région 5’-
adjacente des génes sensibles aux cestrogénes et servent comme activateurs, ce qui attribue
leurs potentiels d’inductions. Autrement dit, la liaison du récepteur aux EREs déclenche la
transcription de génes pour la croissance et la prolifération des cellules (Hayes and Lewis-
Wambi, 2015). Cette liaison hormonale au ERE provoque un changement de la conformation du
domaine de liaison du ligand des récepteurs, et cela permet le recrutement des protéines co-
activatrices (Nelson and Bulun, 2001; Bjornstrom and Sjoberg, 2005). La signalisation des
cestrogénes est sélectivement stimulée selon I'équilibre entre I'activité de ERa et B selon les
organes cibles. Les ER sont tout d’abord impliqués dans le cancer du sein. Les ERa sont
prédominants et sont essentiels pour agir comme marqueurs biologiques pour l'identification et
les traitements. Malgré que le réle de ERB dans le cancer du sein n’est pas bien déterminé, son
expression est diminuée lors de la progression tumorale (Jonsson, Katchy and Williams, 2014;
Hayes and Lewis-Wambi, 2015).
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Figure 1- 5. Schématisation générale de I’action, des voies de signalisations et les effets
cellulaires des ERa et ERB. Adapté de J. T. Sanderson (Smeets et al., 1999).

Au fil des années, les voies stéroidogéniques changent chez la femme afin de cesser
les fonctions des ovaires. En autres mots, la ménopause est le processus ou la femme atteint la
fin de sa période reproductrice. Ce processus requiert plusieurs modifications endocrines,
spécifiquement au niveau des cestrogénes par le changement du site de production des
cestrogénes aux tissus périphériques (Purohit and Reed, 2002). Progressivement, I'expression

et I'activité de 'aromatase changent en fonction des promoteurs chez la femme en ménopause
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(Simpson et al., 2000; Bulun et al., 2005, 2007; Singh et al., 2006). La biosynthése des
cestrogenes E1 et E2 varie chez la femme pré- et post-ménopausée via différents promoteurs
de laromatase. Chez les femmes pré-ménopausées (jusqu’a 45 ans), le site principal de
I'expression de I'aromatase est le du follicule ovarien, ou la FSH induit 'aromatase et résulte a
la production de I'estradiol de fagon cyclique. Comme mentionne, I'expression de I'aromatase
dans les ovaires est médiée principalement par les récepteurs a la FSH, la production d’AMPc
et 'activation du promoteur pll de 'aromatase. L’estradiol est I'cestrogéne principal produit chez
les cellules de granulosa ovariens lors de la phase folliculaire (Simpson et al., 2000; Bulun et
al., 2009). Chez les femmes post-ménopausées, les tissus adipeux deviennent les sites
majeurs d’expression de CYP19. Bien que les niveaux d’expression de I'aromatase par les
fibroblastes des tissus adipeux soient faibles, il s’agit de la somme des cestrogénes provenant
des tissus adipeux du corps qui cause un impact physiologique. Dans ces tissus, E1 plus faible
est produit en grande quantité a partir de I'androstenedione provenant des glandes surrénales
(Parker, 1999). Plus de la moitié de I'estrone produite en périphérie est ensuite convertie en
estradiol dans les tissus extra-ovariens. Le promoteur |.4 de 'aromatase dirige son expression
dans les tissus adipeux et les fibroblastes de la peau (Bulun et al., 2005, 2007). Celui-ci est
régulé par l'action combinée des glucocorticoides et de la famille de cytokines de la classe |
(Bulun et al., 2009).

1.1.3.2 La biosynthese des cestrogénes pendant la grossesse

La grossesse est un phénoméne physiologique normal qui est a la fois transitoire et unique
chez les mammiféres. A la suite de la fécondation, il y a la formation et I'implantation du
placenta afin d’assurer le développement et la santé du foetus. Cet organe temporaire et unique
agit d’intermédiaire entre la mére et le foetus. |l permet I'apport et 'échange des nutriments,
d’'oxygéne et plusieurs autres molécules essentielles. Plus précisément, le placenta permet
lapport des hormones et autres molécules stéroidogéniques de la meére qui assure le
développement du feetus. Le cholestérol maternel peut étre assimilé par le placenta afin de le
transformer en prégnénolone par la CYP11A1 et ensuite transporté chez le foetus pour produire

le précurseur de I'cestrogéne principal et le plus abondant de la grossesse, I'cestriol (E3).

L’cestriol est un indicateur du bien-étre fecetal puisque sa biosynthése requiert des
échanges entre la mére, le placenta et le foetus. En effet, quelques études ont démontrés que
les niveaux d’E3 mesurés lors de la grossesse corrélent avec le poids du bébé a la naissance
(Kaijser et al., 2000; Marill et al., 2002; Mucci et al., 2003). L’cestriol présent dans le sérum et

'urine maternel sont dérivés de précurseurs foetaux. La réaction de 16a-hydroxylation joue un
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réle important puisqu’elle est associée avec tous les changements et processus hormonaux lors
de la grossesse. Cette réaction a lieu principalement dans le feetus dans I'unité stéroidogénique
foetal-maternel (Milewich et al., 1986). Le syncytiotrophoblaste est I'unité fonctionnelle du
placenta responsable de la production des cestrogénes, dont E1, E2 et E3. Des processus
comme l'invasion des trophoblastes ainsi que le flux sanguin utéro-placentaire sont nécessaires
pour assurer une grossesse saine. Ceux-ci sont médiés et régulés par les cestrogénes (Cronier,
Guibourdenche and Malassing, 1999; Yashwanth et al., 2006). Premiérement, la biosynthése
de E3 débute lorsque la prégnénolone maternelle issue du cholestérol est transportée dans
I'unité foetale pour étre transformée en déhydroépiandrostérone-sulfaté (DHEA-S). Ce DHEA-S,
le stéroide le plus abondant, entre dans la circulation foetale et subit I’hydroxylation par la
CYP3ATY du foie feetal pour former la 16a-hydroxy-DHEAS (Cerny, Hill and Hampl, 2003; Geyer
et al., 2017). Celle-ci va étre désulfatée en 16a-DHEA dans le placenta par des sulfatases. La
production de E3 est générée par le métabolisme de 16a-DHEA dans les trophoblastes
placentaires par les enzymes 33-HSD, 173-HSD et CYP19. Les DHEA-S provenant du foetus et
de la mére sont par la suite prises par le placenta pour étre convertis en E2 via les actions de
sulfatases, de 33-HSD1, 17B-HSD et CYP19 ou sinon en E1 par des sulfatases, CYP19 et 3/3-
HSD1 (Melmed et al., 2016; Geyer et al., 2017). L’hydroxylation des stéroides a la position 16a

joue un role important dans les réactions enzymatiques du métabolisme des stéroides.

Le foetus posséde une multitude d’enzymes essentielles lors de son développement
provenant de la superfamille du cytochrome P450. Ces hémoprotéines catalysent le
métabolisme oxydatif de composés endogenes hydrophobes comme les stéroides, les acides
gras et les prostaglandines, ainsi que des composés exogénes comme des médicaments, des
carcinogénes et des polluants environnementaux. Ces substrats peuvent étre convertis en
métabolites variés en présence de NADPH et d’oxygéne afin de les métaboliser et de les
éliminer. Dans le foie, les isoformes majeures de la famille des cytochromes P450 sont les
sous-familles CYP2C et CYP3A, ou leurs expressions varient selon le profil génétique et le
mode de vie de la personne (Schuetz, Kauma and Guzelian, 1993). La sous-famille CYP3A
possede trois isoformes majeures ayant des structures similaires, dont la CYP3A4, le
cytochrome 3A5 (CYP3AS) et 3A7 (CYP3A7). Plus précisément, la similarité de séquence
d’acides aminées entre CYP3A4 et CYP3A5 est de 83% tandis qu’elle est de 88% entre la
CYP3A4 et CYP3AYT. Elles se different selon leurs distributions de tissus, I'age ainsi que pour
leurs propriétés enzymatiques. L'isoforme CYP3A4 est 'enzyme clé dans le métabolisme des
médicaments, des xénobiotiques et de molécules endogenes dans le foie et intestins adultes.

L’expression de CYP3A7 est principalement confinée au foie foetal mais il a déja été détecté
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dans quelques cas chez des adultes (Lacroix et al., 1997; Andrew Williams et al., 2002; Stevens
et al., 2003).
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Figure 1- 6. Voies de la stéroidogenése féto-placentaire (Melmed et al., 2016).

La grossesse est une période caractérisée par des changements dramatiques dans le
métabolisme et les fonctions endocrines de la mére qui méne a la formation et au
développement du placenta et du feetus. Au fil de la grossesse, le placenta devient un organe
endocrinien puissant qui produit plusieurs hormones uniques comme la -hormone chorionique
gonadotrope humaine (B-hCG) et E3 via les échanges entre la mére, le feetus et le placenta
(Robins et al., 2011). Les femmes enceintes sont exposées a une variété de composés
perturbateurs endocriniens via leurs alimentations, leurs environnements, leurs styles de vie
ainsi que leurs prises de médicaments. Ces molécules, capables de traverser la barriére
placentaire, peuvent affecter le placenta et le foetus puisqu’elles sont détectables dans des
tissus placentaires, le liquide amniotique et dans le sang feetal (Foster, Chan and Hughes,
2000; Leino et al., 2013; Thibeault et al., 2014). Ces contaminants peuvent aussi s’accumuler
dans les organes foetaux comme le sang, la rate, la moelle osseuse, le cerveau ainsi que le foie
(Leino et al., 2013). Par conséquent, des perturbations a ces fonctions peuvent engendrer des
problémes obstétriques sérieux comme la prééclampsie, la naissance prématurée ainsi que des
restrictions de croissances intra-utérines (Kaijser et al., 2000; Troisi et al., 2003; Albrecht,
Aberdeen and Pepe, 2005). Les expositions feetales a des polluants sont moins connues et

seulement peu d’informations sont disponibles pour seulement certaines substances. La
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contamination du placenta par des contaminants environnementaux peut agir comme indicateur

d’expositions pour la mére et le foetus/enfant plus tard dans la vie (Leino et al., 2013).

Puisque la CYP3A7 joue un rdle important dans la biosynthése de I'estriol et par rapport
au métabolisme des médicaments et xénobiotiques, il est essentiel de savoir si elles sont
susceptibles aux perturbateurs endocriniens. Leurs fonctions variées peuvent étre
problématiques pour des expositions a des xéno-cestrogénes. Il N’y a que peu d’études qui ont
évalué le métabolisme des xénobiotiques au niveau fcetal, mais il est connu que les
néonicotinoides sont métabolisés dans le foie, notamment par la CYP3A4. Du point de vue
génétique, une étude en 2010 a démontré qu’'un alléle au niveau du géne CYP3A7, la
CYP3A7*2 (T409R), associé a une activité plus élevée du métabolisme de médicament. Cet
allele suggére que la CYP3A7 pourrait jouer un réle pharmacologique et/ou toxicologique
important dans la protection du feetus. L’association significative entre les génotypes de
CYP3A7 et l'expression adulte/foetale hépatique de CYP3A7 implique que des variations
génétiques peuvent aider a prédire les variations interindividuelles de I'activité des CYP3A chez
des individus. Des variations génétiques de CYP3A7 sont associées avec les niveaux d’estrone
dans le sérum, la densité des os, ainsi qu’avec l'activité des CYP3A chez les adultes. (Lee et
al., 2010).

1.1.3.3 La stéroidogenéese et les cestrogenes dans le cancer du sein homorno-dépendant

Le sein est un organe bilatéral qui subit des changements drastiques de tailles, formes et de
fonctions a partir de la croissance infantile, la puberté, la grossesse, I'allaitement ainsi que la

régression chez les femmes post-ménopausées (Russo and Russo, 2004).

La glande mammaire est un organe unique chez les mammiféres responsable de
synthétiser, secréter et de fournir le lait au nouveau-né. Les modifications drastiques au fil du
temps sont médiées par les changements d’expression génique qui caractérisent les stades
physiologiques de développement et leur permettent de performer sa fonction (Weigelt and
Bissell, 2008). Contrairement aux autres organes du corps, la glande mammaire atteint un état
mature fonctionnel seulement pendant le cycle de grossesse-allaitement chez les femmes

adultes.

Le développement de la glande mammaire requiert des phases distinctes au fil du
temps. Dés la vie embryonnaire, la créte mammaire est formée et poursuit au développement et
au maintien des bourgeons mammaires lors de I'enfance. C’est lors de la puberté, déclenchée

par les premiers signes de changements sexuels, qu’il y a une croissance rapide de la glande
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mammaire et la stimulation de I'activité dans les tissus glandulaires et le stroma environnant.
Dailleurs, 'ovulation, les cycles menstruels et 'augmentation de dépoéts de tissus adipeux sont
des facteurs qui ménent davantage la croissance rapide des glandes mammaires lors de la
puberté et a 'dge adulte. L’épithélium de la glande mammaire a la naissance contient quelques
canaux primitifs qui poussent de facon allométrique jusqu’a la puberté. A ce stade, la glande
mammaire est incorporée dans le stroma composé de cellules mésenchymateuses comme les
fibroblastes, les adipocytes et la matrice extracellulaire (Hassiotou and Geddes, 2013). C’est le
déclenchement de la puberté qui permet la morphogenése des canaux qui remplit les tissus
adipeux avec les branches mammaires épithéliales. Cette croissance est influencée par
I'hormone de croissance (GH) et les cestrogénes, ainsi que le facteur de croissance « insulin-
like factor-1» (IGF-1). Chez les adultes, les courtes branches tertiaires sont formées sous
l'influence de la progestérone mais I'alvéogenése se déroule uniquement lors de la grossesse
suite a la stimulation de la prolactine (PRL). Ces deux facteurs ensemble stimulent davantage la
croissance des cellules alvéolaires. La stimulation prolongée de PRL poursuit au stade de la
lactogenése, ce qui culmine a la production de lait et se maintient jusqu’'a temps qu’il y a une
diminution de la demande aux signaux de sevrage. Cela provoque le processus d’involution, ce

qui remodéle la glande mammaire a son état original adulte (Macias and Hinck, 2013).
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Figure 1- 7. lllustration des stades de croissances et développement post-natal de la glande
mammaire (Macias and Hinck, 2013).

Le sein est la source de cancer la plus fréquemment diagnostiquée chez les femmes
dans les pays industrialisés. Cette maladie est grandement hétérogéne puisqu’elle comprend
une variété d’entités ayant des traits pathologiques particuliers et des implications cliniques (Dai
et al., 2015). Malgré que les risques de développer le cancer du sein sont multifactoriels, il est

toutefois essentiel de comprendre davantage comment les cestrogénes et androgénes peuvent
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influencer le développement et la progression du cancer du sein dans les glandes mammaires.
Selon le World Health Organization, il existe au moins 18 différents types de cancer du sein,
tous catégorisés selon leurs caractéristiques cliniques, profils d’expression de marqueurs
tumoraux et par types histologiques (Tang, Wang and Bourne, 2008; Sotiriou and Pusztai,
2009; Spitale et al., 2009). Les deux types histologiques les plus communs et invasifs sont les

carcinomes canalaires et lobulaires.

Plusieurs études semblent suggérer que les carcinomes lobulaires ont plus de chances
a étre positifs aux récepteurs aux cestrogénes, androgénes et progestérone que les carcinomes
canalaires (Russo and Russo, 2004; Weigelt et al., 2008; Lever and Sheer, 2010; Dai et al.,
2015). Approximativement 60 a 70% des cancers du sein expriment les ERa chez les cellules
cancéreuses. L’aromatase est grandement exprimée dans les cellules du stroma intratumorales
et les adipocytes mammaires. Les cellules du stroma intratumorales jouent un rdle paracrine
important dans I'apport des cestrogénes dans les tissus cancéreux (Vallejos et al., 2010). Les
marqueurs immunohistochimiques classiques comme ER, PR, AR et le « human epidermal
growth factor receptor 2 » (HER2) sont utilisés afin de diagnostiquer, distinguer et pour traiter
les patientes atteintes du cancer du sein (Bouzubar et al., 1989; Leonardi et al., 1992). La
protéine nucléaire Ki67 détectée dans la phase G1 et M de la mitose est aussi utilisée comme
marqueur pour déterminer la croissance des cellules de carcinomes (Dent et al., 2007; Miki et
al., 2012). Il existe une variété de types de cancer du sein mais les mieux répertoriés sont :

luminal A et B, triple-négatif et HER2-enrichie (Tableau 1-2).
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Tableau 1- 2. Caractéristiques moléculaires de différents types de cancer du sein (Dai ef al., 2015).

Type Caractéristiques moléculaires

Luminal A ER, AR et PR (+)
HER2 (-)
Ki67 faible

Luminal B ER, AR et PR (+)
HER2 (+ ou -)
Ki67 élevé

Triple-négatif ER, AR et PR (-)
HER2 (-)
Ki67 (-)

Associé mutations géne BRCA1

HER2-enrichie | ER, ARetPR(-)
HER2 (+)
Ki67 (-)

Basal ER(-)
Associé mutations géne BRCA1

Les néoplasmes malins sont capables d’envahir les tissus normaux adjacents.
Cependant, pour les néoplasmes épithéliaux, le processus d’invasion engendre la réaction
desmoplastique chez les tissus hotes ce qui méne a 'accumulation de fibroblastes adjacents
aux cellules épithéliales cancéreuses (Meng et al., 2001; lacobuzio-Donahue et al., 2002). Cette
réaction engendre la présence dun stroma de collagéne dense de provenance de
myofibroblastes de linterstitium (Walker, 2001). Les tumeurs stromales sont composées de
fibroblastes, d’adipocytes, de cellules inflammatoires (lymphocytes, macrophages) et des
cellules endothéliales. Ces réponses stromales-hbtes résultent a des communications
complexes et synergistiques entre les néoplasmes envahissants, les fibroblastes et les cellules

inflammatoires (lacobuzio-Donahue et al., 2002).

DG a la nature sensible des glandes mammaires aux cestrogenes E1 et E2 chez la
femme, les expositions aux perturbateurs endocriniens posent beaucoup dinquiétudes
puisqu’elles augmentent les chances de développer un cancer du sein hormono-dépendant. Le
développement et la progression de ce type de cancer du sein sont intimement liés a

'augmentation des cestrogénes aux alentours de la tumeur. En réalité, celui-ci représente

35



environ 80% des cas diagnostiqués chez les femmes aux Etats-Unis (American Cancer Society,
2017). La biosynthése des cestrogénes E1 et E2 varie chez la femme pré- et post-ménopausée
via différents promoteurs de l'aromatase et possédent des inducteurs selon les voies de
signalisations intracellulaires, comme décrites ultérieurement. Plusieurs études depuis les 30
derniéres années ont démontrés que I'expression génique et l'activité catalytique de CYP19
peuvent étre influencées par certains perturbateurs endocriniens en changeant les profils
d’expressions des promoteurs (Sanderson et al., 2000; J. T. Sanderson, 2006; Caron-Beaudoin
and J. Thomas Sanderson, 2016). Ces études ont démontré que les promoteurs habituellement
inactifs 1.4, 1.7, 1.3 et pll sont exprimés dans les cas de cancer du sein. L’induction de
I'expression de ces promoteurs résulte a 'augmentation de la synthése des cestrogénes dans le
microenvironnement stroma-tumoral de la glande mammaire. L’herbicide atrazine augmente
I'expression des promoteurs pll et 1.3 de 'aromatase dans la lignée cellulaire H295R (Chen,
1998; Kinoshita and Chen, 2003; Bulun et al., 2005; Chen et al., 2009; Sanderson, 2009). Des
dysfonctions au niveau de 'aromatase ont été associées a des pathologies endocrines comme
la réduction de la fertilité, 'ostéoporose ainsi que le développement de cancers hormono-

dépendants (Rivest, Devine and Sanderson, 2010).
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Figure 1- 8. Promoteurs et voies de signalisation impliqués dans la régulation tissu-spécifique de
I'expression de I'aromatase humaine ainsi que les promoteurs reliés au cancer du sein. Adapté de
(Caron-Beaudoin and J Thomas Sanderson, 2016).

Le cancer du sein hormono-dépendant est particulier puisque la maladie est intimement

reliée a 'augmentation des cestrogénes aux alentours de la tumeur (Purohit and Reed, 2002).
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L’augmentation de la production d’cestrogénes peut influencer davantage la prolifération des
cellules tumorales, ce qui peut ultimement engendrer la réaction desmoplastique dans le
microenvironnement tumoral. Les cellules épithéliales tumorales expriment les ER, ce qui
permet aux cestrogénes endogénes et/ou exogénes de se lier. Dans les tumeurs mammaires,
les cellules stromales adipeuses qui entourent les cellules épithéliales tumorales expriment
'aromatase. Cela dit, des expositions a des inducteurs de CYP719 peuvent provoquer
'accélération de la croissance tumorale di a 'augmentation des niveaux d'cestrogénes. La
croissance tumorale établit un mécanisme de rétrocontréle positif ou les cellules épithéliales
tumorales sécrétent les facteurs nécessaires comme la prostaglandine E2 (PGEy) et les
interleukines 6 et 11 (IL-6 et 11) pour induire l'activitt de CYP19 chez les fibroblastes
avoisinants. Cette induction permet la surproduction des cestrogénes qui de leur tour stimulent
la croissance des cellules épithéliales tumorales, et le mécanisme se poursuit (Heneweer,
Muusse, Dingemans, et al., 2005; Heneweer, Van Den Berg, et al., 2005; Bulun et al., 2012;

Krishnan, Swami and Feldman, 2012; Caron-Beaudoin and J. Thomas Sanderson, 2016).
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Figure 1- 9. Interaction intercellulaires dans le cancer du sein hormono-dépendant (Bulun et al.,
2012; Krishnan, Swami and Feldman, 2012; Caron-Beaudoin and J. Thomas Sanderson, 2016).

Dans ces cas de cancers du sein, les ER peuvent réguler 'expression de certains génes
chez les cellules tumorales, notamment le « human trefoil factor 1 » (TFF1) (préalablement
nommeé pS2). L’expression génique de TFF1 est directement médiée et régulée par les ER,
donc de maniére cestrogéne-dépendante et déclenche la prolifération cellulaire (Jeltsh et al.,
1987; Crombach et al., 1993; Gillesby and Zacharewski, 1999; Heneweer, Muusse, Van Den
Berg, et al., 2005). La protéine TFF1 se retrouve majoritairement dans les muqueuses couvrant

I'épithélium sain (Madsen et al., 2007).
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1.1.4 Les évaluations du risque toxicologiques et ses limites

Les évaluations du risque sont des rapports présentés sous forme de paradigmes
systématiques et organisés qui déterminent les standards. Plus précisément, il s’agit de revues
de la littérature scientifique élaborées sous forme de rapport et/ou de profil sur des composés et
substances présentant des propriétés potentiellement nocives. Essentiellement, ces évaluations
servent & déterminer les doses d’expositions minimales et maximales de ces composeés, et
d’avoir une idée des effets connus. D’ailleurs, la toxicité de contaminants environnementaux fait
partie du processus d’approbation et de la mise en marché de ces produits (Krewski et al.,
2010). Autrement dit, il s’agit d’'un processus d’évaluations qui méne a un résultat quantitatif
afin qu'une stratégie de gestion des risques appropriée puisse étre élaborée et mise en place
(Pease and Gentry, 2016).

1.1.4.1 Processus habituel et contre-indications en Amérique du Nord

L’évaluation du risque est un processus qui vise d’acheminer et d’évaluer les données
expérimentales de recherches fondamentales et appliquées afin d’étre incorporées dans les
réglementations (Krewski et al., 2010; Pease and Gentry, 2016). L’évaluation du risque est
effectuée lorsque I'ensemble des publications scientifiques, les rapports gouvernementaux ainsi
que les rapports non-publiés sont révisés par les pairs. Les données provenant de la phase
précédente sont évaluées dans différents contextes afin de déduire les risques potentiels a
'environnement et a la santé. Ces données sont identifiées et catégorisées selon quatre
paramétres dont, 1) l'identification des dangers; 2) les analyses dose-réponse; 3) I'évaluation
des expositions; 4) la caractérisation du risque. Chaque paramétre évalue la nature des
composés chimiques et leurs effets précis (ex : formation de tumeurs, effets neurologiques,
défauts a la naissance) et généraux (ex : quantifications des expositions dans les populations
générales et distinctes) observés sur la santé humaine tout en quantifiant les liens de causalités
(Krewski et al., 2010; Pease and Gentry, 2016). Autrement dit, ces paramétres permettent la
mise en place de doses seuils comme la NOAEL et la LOAEL qui permettent de fournir une
estimation des niveaux d’expositions a des composés chimiques chez les humains. Cependant,
les NOAELs et LOAELSs sont limités puisqu’ils ne tiennent pas toujours en compte de la forme
de la relation dose-réponse. La dose Benchmark (BMD), ou bien la modélisation BMD, est le
processus d’ajuster un modéle a des données de doses-réponses afin d’estimer la dose de
départ (« point-of-departure »). Cette dose de départ est associée a un niveau prédéterminé

d’'une réponse biologique, dont la réponse Benchmark. Cette modélisation répond a quelques
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limites posées par la NOAEL et la LOAEL en s’adressant a la forme de la courbe dose-réponse,
en étant plus indépendants de certains éléments de conception de I'étude (ex: choix de la
dose), et en ayant une meilleure comparaison entre les différentes études (« cross-study
comparison ») (Dorne, Walton and Renwick, 2005; Wignall et al., 2014; Krewski et al., 2010). La
caractérisation du risque est I'ensemble des paramétres décrit ci-haut. Cette caractérisation est
essentielle afin d’avoir une estimation de la probabilité et de la portée du risque dans les
populations ciblées. Finalement, la derniére étape est le transfert des données caractérisées
aux responsables régulateurs (ex: gouvernement). Ceux-ci vont étre comparés avec des
données externes sociétales (socioéconomiques et politiques) afin de déterminer la pertinence

régulatoire afin que la nature et I'étendue (Krewski et al., 2010).

Chemical Characterization

Toxicity Pathways Targeted Testing

Dose-Response and Extrapolation Modeling

Figure 1- 10. Schématisation générale de la vision de I’évaluation de la toxicité selon le comité
Toxicity Testing and Assessment of Environmental Agents (Krewski et al., 2010).

Malgré tout ce travail, les réglementations gouvernementales ne prennent pas toujours
en considération les perturbateurs endocriniens. Les perturbateurs endocriniens sont plus
difficiles a étudier, d0 a la nature d’expositions; nous sommes exposés a faibles doses (variant
de ppb a ppt), mais de fagon prolongée au fil des années. Leurs effets ne sont pas détectables
a court terme mais ils se manifestent a long terme (période de latence). Les doses étudiées
dans les tests toxicologiques standards sont souvent supérieures aux doses retrouvées dans
notre environnement. Les approches traditionnelles posent plusieurs défis pour étudier la
toxicité de composés chimiques puisqu’il existe une dizaine de milliers a travers tous les
secteurs de I'économie (ex: produits chimiques industrielles, les pesticides, additifs et
contaminants alimentaires, et les médicaments). Les humains sont habituellement exposés a

une variété de composés chimiques simultanément, ce qui complique et résulte a un nombre
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incalculable de combinaisons chimiques possibles a évaluer (McKinlay et al., 2008; Krewski et
al., 2010). De nouveaux tests de toxicités et des évaluations pour la sécurité doivent étre
développés et ajoutés dans les organismes gouvernementaux afin de pouvoir effectuer des

évaluations plus complétes et efficaces (McKinlay ef al., 2008; Andersen et al., 2011).

1.1.4.2 Le principe des trois « R » : Raffiner, Réduire et Remplacer

La recherche scientifique fondamentale et appliquée dans plusieurs domaines porte a
I'utilisation d’animaux expérimentaux comme modéles d’études. Cependant, il existe une
dizaine de milliers de produits chimiques variés dans le monde qui devraient étre évalués. Il est
donc impossible de tous les analyser par les méthodes toxicologiques classiques in vitro et in
vivo a cause du trés faible débit, les colts, au nombre excessif d’animaux utilisés qui posent
des questionnements éthiques. D’autre part, le processus d’approbation pour [l'utilisation
d’animaux de laboratoires peut étre long et trés laborieux (approbations éthiques et
'approbation des protocoles expérimentaux). Le principe des trois « R » s’agit de l'effort du
raffinement, de la réduction et du remplacement des modéles expérimentaux en recherches
fondamentales et appliquées. Ces trois principes se basent sur les inquiétudes du grand public
et des chercheurs par rapport au bien-étre, le potentiel de détresse et la souffrance des
animaux utilisés dans les expérimentations. D’ailleurs, 'augmentation du nombre d’animaux
utilisés par expériences en recherches fondamentales et appliquées a motivé davantage la
rédaction du livre The Principles of Humane Experimental Techniques en 1959 par Bill Russell
et Rex Burch. Pendant les 60 derniéres années, les trois “R” sont acceptés et intégrés dans les
principes éthiques et dans la conduite des expérimentations basées sur des animaux au
Canada et dans de nombreux pays du monde (Pajor and Milligan, 1997; American

Psychological Association, 2012; Services, Health and Welfare, 2015).

Le développement de modeles in vitro physiologiquement représentatifs et pertinents est
essentiel pour réduire l'utilisation des animaux. Il existe une variété de lignées cellulaires
humaines cataloguées qui sont utilisées pour les analyses toxicologiques depuis les années
1960. Depuis ce temps, les techniques de laboratoires et la technologie se sont grandement
améliorées et a permis le développement de cultures cellulaires plus complexes. Les modéles
cellulaires représentatifs in vitro peuvent servir comme outils pour les évaluations pour élucider
rapidement les mécanismes par lesquels les composés chimiques causent des effets néfastes
chez les humains. Afin de pouvoir dépister le plus de composés chimiques existants possibles,
il y a eu la création et le développement du programme Toxicology Testing in the 21st Century :

A Vision and A Strategy aux Etats-Unis en 2007. D’ailleurs, ce programme a été instauré afin de
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répondre aux lacunes posées par les méthodes d’évaluations de toxicités traditionnelles en
collaboration entre plusieurs agences fédérales américaines. Cette stratégie est composée
d’outils de prédictions rapides utilisant des robots (systémes automatisés) ainsi que des
approches classiques comme des tests a bases de cellules pour répertorier des milliers de
composés chimiques. Malgré Tinitiative de ce programme innovateur, il y a des éléments clés
qui auraient pu étre ajoutés, par exemple des modéles de co-cultures cellulaires (Greenberg
and Lowrie, 2009; Krewski et al., 2010; Thomas, 2018). Les interactions intercellulaires et leurs
microenvironnements tissulaires sont essentiels pour les évaluations sur les perturbateurs
endocriniens, ce qui est attribuable a la nature du systéme endocrinien humain. Il est
indispensable de développer des modéles de co-cultures cellulaires afin de pouvoir étudier les
communications intercellulaires pour approfondir les études toxicologiques mécanistiques, tout

en réduisant l'utilisation d’animaux en recherches.

Les modeéles in vivo pour les études stéroidogéniques portant sur le cancer du sein peuvent
étre problématiques di a la nature de la glande mammaire ainsi que la composition hétérogene
des tumeurs. Les interactions stromales-tumorales retrouvées dans le cancer du sein ne
peuvent pas étre répliquées en utilisant des monocultures cellulaires pour des essais
rapporteurs donc elles doivent étre recréées par des modéles cellulaires ou bien par des
modéles animaux. Les rongeurs ne sont pas de bons modéles pour recréer ce
microenvironnement particulier du cancer du sein puisque ceux-ci n’expriment pas la CYP19
mammaire comme les humains (Sonneveld et al., 2006). A cause de cela, il faut utiliser des
modeéles animaux plus proches des humains, les primates (Wood et al., 2013; Dewi et al.,
2016). Les macaques sont utilisés pour des études toxicologiques pour le cancer du sein di a
leurs similarités anatomiques et physiologiques (Cline and Wood, 2008). L'utilisation de
primates pour les études toxicologiques peut étre controversée a cause des partisans du bien-
étre animal et pour plusieurs questionnements éthiques. Parallelement, pour les études portant
sur la grossesse, il n'y a pas de bons modeéles et outils expérimentaux humains disponibles. lls
sont extrémement limités puisque les approches invasives ne sont pas possibles pour des
raisons éthiques évidentes. Malgré les modeéles in vivo existants de rongeurs, ils ne sont pas
nécessairement pertinents et représentatifs de la grossesse chez I’humain (Soto et al., 1995;
Malassiné, Frendo and Evain-Brion, 2003; Thibeault et al., 2014).
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1.2 SOLUTIONS ALTERNATIVES IN VITRO

1.2.1 Les modeéles cellulaires en mono-cultures

Plusieurs découvertes importantes sur la biologie du cancer ont été effectuées grace aux
cultures cellulaires depuis le milieu du XXe siécle. Les cultures cellulaires nous permettent de
maintenir et de croitre des cellules humaines en laboratoire dans des conditions stériles. La
culture cellulaire s’est développée depuis la réalisation de la lignée cellulaire HeLa provenant de
la patiente Henrietta Lacks en 1951. Cette découverte a permis I'établissement d’'une multitude
de lignées cellulaires subséquentes, notamment les MCF-7 en 1973. Ces avancements ont
permis d’évaluer en profondeur la biochimie et la biologie moléculaire associées avec certains
types de cancers ainsi que notre compréhension de la physiologie cellulaire normale et maligne
(Miki et al., 2012; Edmondson et al., 2014). La toxicité et les effets des perturbateurs
endocriniens et des xéno-cestrogénes ont été déterminés historiquement par les études
animales et cellulaires en monocultures. Par exemple, il y a eu le développement d’outils pour
le dépistage de composés cestrogéniques (E-SCREEN) et androgéniques (A-SCREEN). Ces
modeles ont été créés pour effectuer des bioessais quantitatifs basés sur I'expression génique
induite par les cestrogénes (« estrogen-induced gene expression ») afin de dépister les activités
cestrogéniques d’'une multitude de composés chimiques. Cependant, une des limites de ces
outils de dépistages était l'induction de I'expression des génes par des composés non-
cestrogeéniques. Ultimement, les monocultures cellulaires sont nécessaires pour les bioessais
di a leurs facilités d'utilisations, faibles colts et peuvent étre exécutées simultanément et

rapidement (Soto et al., 1995; Sonnenschein and Soto, 1998).

Depuis ce temps, les techniques de culture cellulaires et de tissus en laboratoire sont
encore utilisées et raffinées. Malgreé les innovations et des avancements technologiques, il n’est
pas possible de recréer la réalité et la complexit¢é d'un organisme complet in vitro. Les
monocultures en deux dimensions (2D) traditionnelles sont limitées d( a leurs représentations
simplistes qui ne considérent pas I'environnement naturel en trois dimensions (3D) des cellules.
Ceci dit, les évaluations utilisant les cellules en 2D peuvent parfois générer des données

trompeuses et non-prédictives pour les extrapolations in vivo (Edmondson et al., 2014).
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1.2.2 Les modeéles cellulaires en co-cultures

Il est possible de recréer des microenvironnements in vitro en utilisant deux types cellulaires
simultanément, ce que I'on appelle les modéles de co-cultures. Ces co-cultures permettent de
mettre en culture deux types de cellules afin d’évaluer les communications intercellulaires entre

les deux compartiments, recréant certains microenvironnements humains in vivo.

Il existe plusieurs types de co-cultures cellulaires, notamment les cultures mixtes ou
séparées. Essentiellement, les co-cultures mixtes peuvent étre réalisées en couches ou les
deux types de cellules sont cultivés 'une sur 'autre. Ces modéles visent a étudier le role des
contacts cellule-cellule ainsi que les interactions para- et autocrines. Malgre la facilité technique
de ces modeles, le contact physique et le mélange des cellules peuvent étre un défi du point de
vue technique contrairement aux modéles de co-cultures séparées (Miki et al., 2012). Pour les
co-cultures séparées, les cellules sont mises en plaques séparément et sont assemblées par la
suite. Dans ces cas, les communications intercellulaires sont possibles grace a des inserts
microporeux de 0.4 uym de diamétre (inserts Transwell®) ou elles communiquent entre elles par
I'entremise de petites molécules capables de diffuser a travers de la membrane translucide
microporeuse en polyester de linsert. Les co-cultures utilisant les inserts sont favorables di a
leurs facilités d’utilisations, la fiabilité et la reproductibilité des données in vitro contrairement
aux co-cultures mixtes (Miki et al., 2012). D’ailleurs, la réponse de chaque compartiment du
modeéle peut étre analysée séparément pour permettre de comparer les réponses cellulaires en
mono- et en co-culture et pour étudier les effets paracrines. Malgré les avantages des modéles
de co-cultures utilisant des inserts microporeux, il ne s’agit pas d’un modéle parfait. Par
exemple, une croissance excessive de cellules dans l'insert peut couvrir les pores de la
membrane, ce qui peut limiter les interactions cellulaires et peut limiter les réponses de la co-
culture (Bogdanowicz and Lu, 2013). Encore une fois, les cellules sont toujours en 2D, ce qui ne
recréé pas la nature trois-dimensionnelle des cellules dans un organisme (Edmondson et al.,
2014).

Insert Transwell®

Milieu de co-culture

PALLLSLISIAAY,

Membrane microporeuse

- & < < Puit

Figure 1- 11. Schéma du principe des modéles de co-cultures cellulaires deux dimensions
utilisant les inserts Transwell® microporeux de 0.4 um de diamétre.
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Malgré la pertinence physiologique des cultures primaires de tissus sains et/ou
cancéreux dérivés de biopsies et de chirurgies, ceux-ci posent toujours des défis aux
utilisateurs. Bien que ces cellules fournissent des informations trés importantes pour notre
comprehension des tissus cancéreux et les microenvironnements, leurs difficultés techniques
les empéchent d’étre établis comme standard dans les évaluations toxicologiques in vitro. Ces
cellules représentent plus fidélement le microenvironnement du tissu original cancéreux du
patient, ce qui est préférable pour les études toxicologiques mécanistiques. Cependant, la
culture de ces cellules peut étre problématique da a leurs limites. Par exemple, la croissance et
la prolifération des cellules de carcinomes primaires sont généralement trés lentes et le temps
de doublement est nettement long. D’ailleurs, dans plusieurs cas, les cellules primaires en
cultures survivent seulement deux ou trois passages, et I'expression des génes réduit au fil du
temps (Rivest, Devine and Sanderson, 2010). Non seulement elles sont difficiles a entretenir et
a standardiser, mais elles sont plus difficiles a obtenir a cause des processus d’approbations
(comité d’éthique). Les modeéles de co-cultures utilisant des lignées cellulaires cataloguées ont
été établies afin de pouvoir recréer et évaluer les interactions cellule-cellule des

microenvironnements normaux et cancéreux de la réalité.

Dans la présente étude, I'approche des co-cultures avec les inserts Transwell® a été
choisie comme modéle d’étude pour les chapitres 2 et 3. Dans chaque chapitre, les co-cultures
utilisant les inserts ont permis dapprendre davantage sur les microenvironnements

stéroidogéniques comparativement aux données obtenues en monocultures.

1.2.3 Les modeéles cellulaires en trois dimensions

Il'y a beaucoup d’intérét et de besoins pour développer des modéles de cultures en trois
dimensions. Ces modéles sont physiologiquement pertinents et tiennent en compte la
contribution de la matrice extracellulaire. Les cellules cultivées en 3D démontrent des
caractéristiques qui se rapprochent des conditions complexes que I'on retrouve in vivo. Ces
modeéles ont démontré que les extrapolations des résultats des recherches pour des
applications in vivo étaient plus réalistes et peuvent étre utilisés pour une variété d’applications.
La culture de lignées cellulaires humaines en 3D les incite a étre fidéles aux conditions
normales retrouvées dans les tissus. En effet, 380 lignées cellulaires différentes avaient été
utilisées pour des études de cultures en trois dimensions en 2015. Pour que les cellules
adoptent des propriétés et caractéristiques retrouvées en trois dimensions, il doit avoir des

matrices et plateformes (« scaffolds ») comme 'agarose, le collagéne, la gélatine, la laminine et
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la vitronectine. Les propriétés physicochimiques de la matrice et la plateforme synthétiques
peuvent varier selon les besoins et I'application du modéle. La matrice de collagéne de type |
est la plus utilisée dans les systémes de cultures 3D di a sa facilité, ses faibles colts, sa
flexibilité pour les manipulations cellulaires, ses pores, sa rigidité et la facilité de modifier ses

propriétés structurelles (Ravi et al., 2015).

Un des grands avantages des co-cultures en trois dimensions est qu’il est possible
d’évaluer les interactions cellule-cellule par les contacts paracrines ainsi que les contacts
directs. Méme si il y a encore des paramétres a optimiser dans ce systéme, cette technologie
peut grandement contribuer a 'avancement des dépistages a haut débit ainsi que dans la
prédiction des réponses aux médicaments. D’ailleurs, ces modéles 3D permettent de pouvoir
contréler la distribution ainsi que les interactions des cellules pour qu’elles soient étudiées du
point de vue micro- et macroscopiques, ce qui n'est pas possible avec les modéles en 2D

(Bogdanowicz and Lu, 2013).

Les modeles en 3D in vitro se rapprochent de plus en plus a la réalité des tissus
humains pour plusieurs aspects. lIs fournissent de l'information supplémentaire pour étudier les
interactions complexes qui ne sont pas possibles en cultures 2D. Il y a plusieurs applications en
recherches fondamentales qui bénéficient I'utilisation des cultures 3D, comme par exemple : les
études du cytosquelette; I'apoptose; I'adhésion et les signalisations; la motilité cellulaire; la
morphologie cellulaire et I'architecture tissulaire, parmi tant d’autres (Ravi et al., 2015). Malgré
leurs pertinences physiologiques, quelques paramétres des cultures 3D peuvent limiter les
expérimentations. Par exemple, la structure des sphéroides limite les expositions des cellules
du centre aux nutriments et facteurs de croissances du milieu de culture ainsi que les molécules
d’intéréts. De plus, il y a beaucoup de variabilité entre les données expérimentales di au
manque de reproductibilité des matrices et des sphéroides produites. Essentiellement, les
cultures en 3D sont les modéles in vitro les plus représentatifs disponibles ils requiérent encore
des mises au point afin qu’elles soient plus accessibles (moins colteuses) et ultimement
instaurées dans le processus des dépistages toxicologiques (Edmondson et al., 2014; Ravi et
al., 2015).
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Figure 1- 12. Comparaison des modéles de co-cultures en deux et trois dimensions avec et sans
contacts entre les différents types de cellules (Bogdanowicz and Lu, 2013).

1.2.4 Recréer des microenvironnements endocriniens physiologiquement

représentatifs

Le microenvironnement cancéreux correspond a plusieurs types de cellules différentes
impliquées dans le maintien des tissus cancéreux (Miki et al., 2012). Plusieurs modeles in vitro
a base de cellules humaines ont été développés au fil des années pour recréer des
microenvironnements endocriniens pour le dépistage de composés chimiques sur la
stéroidogenése. Par exemple, une variété de lignées cellulaires humaines et cultures primaires
a été placé en co-cultures pour comprendre les effets des xénobiotiques sur l'activité et
l'expression génique de CYP19 tout en ayant leurs avantages et inconvénients (J. T.
Sanderson, 2006; Rivest, Devine and Sanderson, 2010).

1.2.4.1 Modéle établi de la stéroidogenéese féto-placentaire
Le modele représentant la stéroidogenése dans l'unité féto-placentaire a été établi dans nos
laboratoires en 2014 (Thibeault et al., 2014). Ce modéle a été établi afin de répondre au

manque de modéles in vitro précis et pertinents pour la stéroidogenése de la grossesse chez

les humains. Celui-ci a été établi en utilisant les lignées cellulaires humaines cataloguées
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H295R et BeWo afin de représenter I'unité foetale (foie et surrénales) et le placenta (voir les
détails sur les lignées cellulaires dans la section 1.3). Ces deux cellules, séparées par des
inserts, ayant des pores de 0.4 ym de diameétre pour permettre 'échange de facteurs solubles
entre les deux types cellulaires, expriment les enzymes stéroidogéniques nécessaires pour la
biosynthése des cestrogénes (E1, E2 et E3) ainsi que la B-hCG, 'hormone principale indicatrice
de la grossesse. Précisément, les BeWo fournissent les cestrogénes et la B-hCG aux H295R
afin qu’elles fournissent les précurseurs androgéniques. Ces interactions représentent la réalité

des échanges et la coopération stéroidogéniques entre le fcetus et le placenta.

differentiation
Cytotrophoblast
/ ytotrop! >
/ (BeWo)
/ CYP19 + /
/ Stimulate differentiation
,’ (autocrine function)
/ Placental unit .~ /
/ e
/r’ 7 estrogens estrogens
/ 7
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androgen precursors hCG
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Fetal- \\ \\'\\ Act on fetus
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fetal adrenal zone
(H295R)

Figure 1- 13. Schéma de la stéroidogenése dans le modéle de co-culture féto-placentaire
BeWo/H295R établi (Thibeault et al., 2014).

Dans I'établissement de ce modeéle, la biosynthése de E3 était fortement suggérée da a
sa présence dans le milieu de co-culture. Cependant, une biosynthése de novo n’était pas
démontrée clairement. C’est lors de I'application de ce modéle comme outil de dépistage pour
les insecticides néonicotinoides que le métabolisme des xénobiotiques dans 'unité feetal a été
fortement considéré (voir chapitre 2). La biosynthése de E3 dépend entiérement de I'activité du
cytochrome CYP3A7, I'isoforme foetale de CYP3A4 dans le foie adulte. La figure 1-13 démontre
la biosynthése précise de [I'cestriol dans le modele établi de [l'unité féto-placentaire

BeWo/H295R, incluant les enzymes stéroidogéniques exprimées et impliquées.
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Figure 1- 14. Voie de biosynthése de I’cestriol dans le modéle BeWo/H295R (Thibeault et al., 2014)

1.2.4.2 Modeles pour le cancer du sein : Différentes approches et défis rencontrés

Plusieurs efforts ont été réalisés afin de développer des modéles de co-culture représentant
différents types de cancer du sein. Certains de ces modéles ont utilisé des lignées cellulaires, et
d’autres des cultures primaires saines et malignes. Au moins quatre modeéles recréant un
cancer du sein ont été établis par les pairs. Chacun des modéles a des propriétés,
méthodologies et buts variés. Cependant, ils servent d’inspirations et de guides potentiels pour
de nouveaux modeles. Le tableau 1-3 résume les trois modéles de co-cultures existants et les

modéles in vivo, décrits brievement ci-dessous, ainsi que leurs avantages et inconvénients.

En premier lieu, I'équipe du laboratoire de J. Thomas Sanderson en 2005 a établi un
modele de co-culture utilisant la lignée cellulaire MCF-7 et des fibroblastes mammaires
primaires. lls ont cultivé les cellules dans un seul compartiment afin que les cellules soient en
contacts directs pour recréer la boucle de rétrocontrdle positif (réaction desmoplastique, décrite
dans section 1.1.3.3) retrouvées dans les cancers du sein ER positifs. Des composés aux
propriétés anti- et cestrogéniques sont capables d’influencer cette boucle de rétrocontrdle qui
peut résulter a 'accroissement des tumeurs. lls ont développés ce modéle pour détecter les
effets potentiels des composés cestrogéniques, par PCR transcriptase inverse (RT-PCR), dans
la promotion des tumeurs dans le cancer du sein (Heneweer, Muusse, Dingemans, et al., 2005;

Heneweer, Van Den Berg, et al., 2005).
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Un deuxiéeme modéle de co-culture pertinent représentant un cancer du sein a été
développé dans le laboratoire du professeur Charles Doillon de I'Université de Laval en 2015.
Ce modéle consiste en la culture des lignées cellulaires MCF-7 et Hs578Bst en co-culture 3D
afin d’investiguer les interactions entre les cellules cancéreuses épithéliales mammaires (MCF-
7) et les cellules stromales (Hs578Bst) au niveau de I'expression et l'inhibition des enzymes

stéroidogéniques (Wang et al., 2015).

Le troisieme modéle de co-culture a été établi en 2014 par Chottanapund et al. utilisant
la lignée cellulaire T-47D et des fibroblastes adipeux primaires mammaires. Ce modéle a été
établi afin d’évaluer le potentiel de la mélatonine et le resvératrol comme inhibiteurs de
'aromatase pour des traitements hormonaux contre le cancer du sein. Les fibroblastes
primaires et les cellules T-47D ont été cultivés en couches résultant a des contacts directs

cellule-cellule.

Tableau 1- 3 : Résumé des avantages et inconvénients des modéles de co-cultures établis pour le
cancer du sein.

Modéle Avantages Défis rencontrés Référence

MCE-7 / Fibroblastes Iéltgrt;ﬁ: MCEF-7 trés bien ,(’-\cces restrzlpt au t;)sstys humains (Heneweer,

mammaires primaires ' processus d approba ons). Muusse,

Prolifération limitée cultures primaires. | Dingemans, et
Cellules placées en MCEF-7 est un biosenseur limité pour al., 2005)
couches (contacts cellule- I'activité cestrogénique (TFF1).
cellule). Reproductibilité¢ des données

expérimentales.

MCE-7 / Hs578Bst !—|8578let Ijgnée Prolifération des Hs 578Bst limitée. (Wang et al.,
immortalisee non- 2015)
cancéreuse. Lignées cellulaires immortalisées.

Représentation réaliste du
cancer du sein hormono- : . .
dépendant. Mise au point laborieuse.
Lignées cellulaires
accessibles. Reproductibilité des données
Modéle en 3D (gels de expérimentales.
collagéne).
T-47D | Fibroblastes Fibroblastes sains. Cultures primaires (prolifération (Chottanapund

adipeux mammaires
primaires

Contacts cellule-cellule
(cellules placées en
couches).

limitée).
Reproductibilité des données
expérimentales.

et al., 2014a)

Afin d’accommoder certaines limites des modéles préétablis, on suggére le
développement d’'un nouveau modéle de co-culture utilisant les inserts Transwell® avec les
deux lignées cellulaires humaines uniques et complémentaires Hs578t et T-47D (Figure 1-15).

L'utilisation de ces deux types cellulaires en co-culture va permettre de recréer le
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microenvironnement stromale-tumorale retrouvés dans les cas de cancer du sein hormono-
dépendant. Plus précisément, il va étre possible de recréer la réaction desmoplastique (Figure
1-13). Le développement et la méthodologie pour ce nouveau modéle sont décrits dans le
chapitre 3 du mémoire.

Prolifération cellulaire
{stimulée)

T-47D
(cellule
tumorale)

(Estrogénes IL-6/-11, PGE,
Cellule stromale Activité de F'aromatase
(Hs578t) (induite)

Figure 1- 15. Schématisation du modéle de co-culture proposé utilisant les lignées cellulaires
humaines Hs578t et T-47D.

1.3 LES MODELES EXPERIMENTAUX

1.3.1 L’unité féto-placentaire

L'utilisation de cette co-culture féto-placentaire, en tant qu’outil de criblage pour les
perturbateurs endocriniens, a été validée dans une autre étude dans notre laboratoire
(Thibeault et al., 2017). Les deux lignées cellulaires possédent les caractéristiques nécessaires
pour pouvoir évaluer les effets des insecticides néonicotinoides sur l'activité et I'expression
geénique de CYP19, sur la production des hormones clés de la grossesse (E1, E2, E3, B-hCG,

DHEA et androstenedione) ainsi que I'expression génique de CYP3A?.

1.3.1.1 Lignée cellulaire H295R

La lignée cellulaire humaine H259R sont des cellules humaines d’'un carcinome surrénalien
(CRL-2128; ATCC). Ces cellules ont été utilisées dans le modéle de co-culture de l'unité féto-
placentaire afin de représenter l'unité foetale. Les H295R possédent toutes les capacités
enzymatiques des cellules surrénaliennes non-différenciées comme présentes dans la glande
surrénale foetale et elles produisent les androgénes 16a-hydroxylés. Cela indique qu’elles

peuvent fournir les précurseurs uniques foetales pour la biosynthése de I'cestriol, I'cestrogene

50



unique a la grossesse. De plus, les H295R expriment la CYP3A7, I'isoforme foetale essentielle
dans le métabolisme et la biotransformation des xénobiotiques (Sanderson et al., 2000; Hecker
and Giesy, 2008; Sanderson, 2009; Thibeault et al., 2014, 2017).

1.3.1.2 Lignée cellulaire BeWo

La lignée cellulaire humaine BeWo sont des cellules d’'un choriocarcinome humain placentaire
(CCL-98; ATCC, Rockville, MD). Ces cellules ont été utilisées dans le modéle de co-culture
féto-placentaire pour représenter le compartiment de trophoblastes villeux (placenta). Les
cellules BeWo possédent une grande similarité aux trophoblastes villeux et peuvent étre
induites par la forskoline afin de fusionner et de former le syncytiotrophoblaste. Celui-ci agit
comme le syncytium humain; sous cette forme, l'activité basale de CYP19 chez les BeWo est

relativement élevée (Thibeault et al., 2014).

1.3.2 Cancer du sein hormono-dépendant

1.3.2.1 Lignée cellulaire Hs578t

Les cellules humaines Hs578t (ATCC HTB-126) sont dérivées d’un carcinosarcome, un type de
tumeurs du stroma rare et unique. Ces cellules n’expriment pas les ER, PR et HER2/neu (elles
sont triple-négatives) mais expriment le CYP19 et ses promoteurs pertinents (pll, 1.3, 1.4 et .7)
ainsi que les marqueurs mésenchymateux comme la N-cadhérine et la vimentine. D’autre part,
elles n’expriment presque pas les marqueurs épithéliaux comme la E-cadhérine (Lacroix and
Leclercq, 2004; Prat et al., 2010). Ces cellules vont servir a représenter les cellules stromales

dans notre modéle de co-culture.

1.3.2.2 Lignées cellulaires T-47D

La lignée cellulaire humaine T-47D (ATCC HTB-133) est dérivée d’'un carcinome canalaire du
sein hormono-dépendant. Celles-ci expriment des taux élevés de marqueurs typiques luminal
épithéliaux dont ER et la E-cadhérine (Lacroix and Leclercq, 2004). D’ailleurs, elles n’expriment
pas le CYP19 comparativement a la lignée cellulaire stromale Hs578t. Les cellules T-47D
servent donc a représenter les cellules dépendantes aux cestrogénes dans notre modéle de co-
culture puisque leur prolifération est dépendante aux cestrogénes. De plus, elles expriment la
TFF1, un géne dont son expression génique est uniquement médiée par les ER. (Kao et al.,
2009).
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1.4 HYPOTHESES ET OBJECTIFS

1.4.1 Hypothéses

1) Les voies stéroidogéniques qui sont actives chez la femme durant des situations
sensibles comme la grossesse et le cancer du sein hormono-dépendant sont

susceptibles aux perturbateurs endocriniens.

2) Les insecticides néonicotinoides imidaclopride, thiaclopride et thiamethoxame peuvent
perturber la stéroidogenése dans deux modéles de co-cultures cellulaires distincts
représentant respectivement l'unité féto-placentaire et le cancer du sein hormono-

dépendant.

1.4.2 Objectifs

Notre objectif général est de démystifier les mécanismes cellulaires que les pesticides
néonicotinoides utilisent pour causer les perturbations observées aux niveaux de la
stéroidogenése féto-placentaire et dans la glande mammaire chez les humains en utilisant deux

modéles de co-cultures distincts.
Nous avons comme objectifs spécifiques:

1) D’élucider les mécanismes utilisés par les néonicotinoides pour perturber Ila
stéroidogenése féto-placentaire, notamment la biosynthése de I'cestriol, dans le modéle

préétabli de I'unité féto-placentaire utilisant les lignées cellulaires BeWo et H295R.

2) De développer un nouveau modele en co-culture représentant le microenvironnement
stroma/tumoral du cancer du sein hormono-dépendant en utilisant les lignées cellulaires
humaines Hs578t et T-47D.

1.5 IMPORTANCE DU PROJET

Le processus des évaluations du risque toxicologiques sont laborieuses et requiérent beaucoup
de temps. Le procédé d’approbation des composés chimiques est essentiel pour la sécurité et
le bien-étre de I'environnement, des humains ainsi que pour la faune. Cependant, les données

expérimentales toxicologiques des composés chimiques aux propriétés perturbateurs
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endocriniens ne sont pas toujours représentatives de la réalité di a des extrapolations
incertaines. Les données expérimentales proviennent majoritairement de modeéles in vitro a
base de cellules humaines ainsi que des modéles animaux subséquemment dans le processus
d’approbation. Toutefois, ces modéles expérimentaux ne sont pas toujours les plus
physiologiquement pertinents pour représenter les microenvironnements endocriniens humains
afin d’évaluer les perturbateurs endocriniens d a la nature de leurs voies d’expositions et aux
effets observés. Le développement de modeéles in vitro physiologiquement pertinent est
essentiel afin de palier aux limites présentés par les modéles in vitro classiques et par les
modeéles in vivo animaux. Les modéles de co-cultures utilisant deux lignées cellulaires
humaines peuvent servir comme meilleurs outils de dépistages pour évaluer les risques posés
par les contaminants environnementaux, notamment les perturbateurs endocriniens. Ces
modeles cellulaires permettent d’effectuer plusieurs analyses stéroidogéniques simultanément,
ce qui augmenterait la vitesse et le rendement des évaluations toxicologiques industrielles et
gouvernementales. De plus, le développement de modeéles cellulaires physiologiquement
représentatifs contribut a l'initiative des trois « R » pour ultimement réduire le nombre d’animaux

utilisés dans les expérimentations en recherche académique et industrielle.
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2 CHAPITRE 2:

ARTICLE : The Use of a Unique Co-Culture Model of
Fetoplacental Steroidogenesis as a Screening Tool for
Endocrine Disruptors: The Effects of Neonicotinoids on
Aromatase Activity and Hormone Production

Elyse Caron-Beaudoin, Rachel Viau, Andrée-Anne Hudon-Thibeault, Cathy Vaillancourt

et J. Thomas Sanderson

Toxicology and Applied Pharmacology 332 (2017) 15-24
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2.1 RESUME DE L’ARTICLE

La biosynthése des cestrogénes durant la grossesse est dépendante de la collaboration entre le
foetus produisant les précurseurs androgénes et le placenta exprimant I'enzyme aromatase
(CYP19). La perturbation de la production des cestrogénes par des contaminants peut résulter a
des conséquences de grossesses graves. Nous avons utilisés notre modele in vitro de co-
culture de la stéroidogenése féto-placentaire pour dépister les effets de trois insecticides
néonicotinoides sur l'activité catalytique de I'aromatase et la production des hormones
stéroides. Une co-culture de cellules humaines de carcinome adrénocorticale ayant des
caractéristiques fcetale et les cellules de choriocarcinome humain qui possédent des
caracteéristiques du trophoblaste villeux ont été exposés pendant 24h a des concentrations
variées des trois néonicotinoides : thiaclopride, thiamethoxame et l'imidaclopride. L’activité
catalytique de 'aromatase a été déterminé dans les deux lignées cellulaires en utilisant I'essai
de la libération d’eau tritiée. La production d’hormones a été déterminée par ELISA. Les trois
néonicotinoides ont induit l'activit¢ de I'aromatase dans notre modéle de co-culture féto-
placentaire et en concordance, la production d’estradiol et d’estrone ont été augmentées. Au
contraire, la production d’cestriol a été grandement inhibée par les néonicotinoides. Les trois
pesticides ont induits I'expression de CYP3A7 chez les H295R, et cette induction a été
renversée par des co-traitements des cellules H295R avec de I'cestriol exogéne. Le CYP3A7
est normalement exprimé dans le foie foetal et il est un enzyme clé impliqué dans la synthése
de l'cestriol. Nous suggérons que les néonicotinoides sont métabolisées par la CYP3A?7,
entravant ainsi que la 16a-hydroxylation du DHEA-S feetal qui est normalement converti en
cestriol par 'aromatase placentaire. Nous avons utilisé le modéle de co-culture féto-placentaire
avec succeés comme outil physiologiquement pertinent afin de souligner les effets potentiels des
néonicotinoides sur la production des cestrogénes, I'activité de I'aromatase et I'expression de

CYP3A7 pendant la grossesse.
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2.2 CONTRIBUTION DE L’ETUDIANT A L’ARTICLE

Les résultats présentés dans l'article ont été obtenus par une collaboration entre Elyse Caron-
Beaudoin et Rachel Viau. Elle a contribuée a ce projet initialement en tant que stagiaire, ou elle
a participé dans l'obtention des résultats d’'ELISA, les préparations de la co-culture féto-
placentaire et pour I'activité catalytique de I'aromatase dans ce modeéle. C’est lorsque Rachel
Viau a commencée le programme de maitrise qu’elle a poursuivie le projet en déterminant les
mécanismes utilisés par les trois néonicotinoides afin d’inhiber la production d’cestriol dans le
modele établi (Figures 2-1 a 2-4). Rachel a procédé aux expériences dans les cellules H295R
pour quantifier 'expression génique de CYP3A7 et SULT2A1 exposés aux trois néonicotinoides
et en co-traitements avec de I'cestriol exogéne (Figures 2-5 et 2-6). Les travaux de Rachel Viau
ont permi de comprendre le mécanisme des néonicotinoides pour influencer la stéroidogenése
dans l'unité féto-placentaire. De plus, ses travaux ont permi de lui familioriser avec les modeéles
de co-cultures cellulaires utilisant les inserts Transwell®. Cet apprentissage a été grandement
bénéfique pour le développement du nouveau modéle de co-culture du microenvironnement

stroma/tumoral décrit dans le chapitre 3 du mémoire.

57



The wuse of a unique co-culture model of fetoplacental
steroidogenesis as a screening tool for endocrine dirsuptors: The
effects of neonicotinoids on aromatase activity and hormone
production

Elyse Caron-Beaudoin, Rachel Viau, Andrée-Anne Hudon-Thibeault, Cathy Vaillancourt

and J. Thomas Sanderson

INRS-Institut Armand-Frappier, Université du Québec, Laval, QC, Canada
Centre de Recherche BioMed, Université du Québec a Montréal, Montréal, QC, Canada
CINBIOSE, Université du Québec a Montréal, Montréal, QC, Canada

ABSTRACT

Estrogen biosynthesis during pregnancy is dependent on the collaboration between the fetus
producing the androgen precursors, and the placenta expressing the enzyme aromatase
(CYP19). Disruption of estrogen production by contaminants may result in serious pregnancy
outcomes. We used our recently developed in vitro co-culture model of fetoplacental
steroidogenesis to screen the effects of three neonicotinoid insecticides on the catalytic activity
of aromatase and the production of steroid hormones. A co-culture of H295R human
adrenocortical carcinoma cells with fetal characteristics and BeWo human choriocarcinoma cells
which display characteristics of the villous cytotrophoblast was exposed for 24h to various
concentrations of three neonicotinoids: thiacloprid, thiamethoxam and imidacloprid. Aromatase
catalytic activity was determined in both cell lines using the tritiated water-release assay.
Hormone production was measured by ELISA. The three neonicotinoids induced aromatase
activity in our fetoplacental co-culture and concordingly, estradiol and estrone production were
increased. In contrast, estriol production was strongly inhibited by the neonicotinoids. All three
pesticides induced the expression of CYP3A7 in H295R cells, and this induction was reversed
by co-treatment of H295R cells with exogenous estriol. CYP3A7 is normally expressed in fetal
liver and is a key enzyme involved in estriol synthesis. We suggest that neonicotinoids are
metabolized by CYP3A7, thus impeding the 16a-hydroxylation of fetal DHEA(-sulfate), which is
normally converted to estriol by placental aromatase. We successfully used the fetoplacental
co-culture as a physiologically relevant tool to highlight the potential effects of neonicotinoids on

estrogen production, aromatase activity and CYP3A7 expression during pregnancy.
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2.3 INTRODUCTION

The use of in vitro models in toxicology has significantly enhanced our understanding of
themechanisms by which chemicals cause adverse effects in humans and wildlife. However, to
mimic the interactions that occur in vivo is a challenge when whole animal or human studies are
not possible. Well thought-out in vitro models, such as the use of co-culture models, are
promising approaches to study the communication between different cell types in a more
complex context. As example, a co-culture using primary human mammary fibroblasts and
MCF-7 (epithelial breast cancer cells) was developed by (Heneweer et al., 2005) to study
intercellular interactions inbreast cancer. More recently, we developed a co-culture model that
reproduces the steroidogenic fetoplacental unit and can be used to evaluate the impacts of
endocrine disruptors on this delicate aspect of fetoplacental communication (Hudon Thibeault et
al., 2014; Hudon Thibeault et al., 2017).

During pregnancy, the fetoplacental unit plays an important endocrine role, ensuring,
amongst others, estrogen (estrone, estradiol and estriol) biosynthesis. Estrogens are required in
several physiological processes during pregnancy, such as the formation of the
syncytiotrophoblast and regulation of uteroplacental blood flow (Yashwanth et al., 2006).
Maternal cholesterol is converted to androgen precursors in the fetus by the action of several
enzymes, such as cytochrome P450 17 (CYP17), sulfotransferase 2A1 (SULT2A17) and steroid
16a-hydroxylase (CYP3A7). In the placenta, CYP19 (aromatase) is responsible for the final step
in estrone, estradiol and estriol biosynthesis (Leeder et al., 2005; Rainey et al., 2002). Alone,
the placenta cannot produce estrogens de novo, as it needs the steroid precursors synthesized
by the fetus (for complete steroidogenesis pathway, see Fig. 2-7 in Results section). Estriol is
uniquely produced during pregnancy, and its synthesis requires correct functioning of the
fetoplacental unit (Mucci et al., 2003). Thus, a disruption in biosynthesis of estrogens such as
that of estriol may adversely alter development and influence important indicators of fetal health
like birth weight and head circumference (Kaijser et al., 2000; Troisi et al., 2003). Moreover,
decreased free estriol in maternal serum has been associated with growth retardation, reduced
Apgar scores and postnatal complications in a control study of 869 women (Gerhard et al.,
1986).

Exposure during pregnancy to contaminants such as heavy metals, pesticides,
polychlorinated biphenyls (PCBs) and phthalates have been linked to fetal growth retardation
(Siddiqui et al., 2003), spontaneous abortions, learning disabilities (Hu, 1991; Abadin et al.,
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1997), reduced birthweight, preterm birth (Jacobson et al., 1990) and disruption of re-
productive development (Mylchreest et al., 2000; Honma et al., 2002; Foster, 2006). It is not
surprising that exposure to certain chemicals during pregnancy can lead to adverse pregnancy
and birth outcomes, since in utero development is a critical window of vulnerability of the
embryo (Bellinger, 2013). The fetoplacental co-culture model of steroidogenesis developed in
our laboratory (Hudon Thibeault et al., 2014) allows us to study chemicals that may impair
estrogen biosynthesis or that of other key placental hormones such as B-human chorionic
gonadotropin (B-hCG), potentially leading to serious pregnancy complications (Albrecht and
Pepe, 1999; Albrecht et al., 2000; Svedas et al., 2002). We have reported earlier that
prochloraz, a widely-used fungicide, and norfluoxetine, a selective serotonin-reuptake inhibitor,
strongly inhibited aromatase activity and estrogen production in our fetoplacental co-culture
model (Hudon Thibeault et al., 2014; Hudon Thibeault et al., 2017).

Neonicotinoids are some of the most widely used insecticides in the world. For example,
thiamethoxam and clothianidin were both in the top 10 most sold insecticides in Canada in 2010
(Health Canada, 2014). By 2012, neonicotinoids were applied to 11 million hectares in Canada,
representing 216,000 kg of active neonicotinoid (Main et al., 2014). Neonicotinoids are mostly
used as seed coatings on the vast majority of crops, fruits and vegetables. Moreover, their
physicochemical characteristics (Kow and pKa) explain their systemic properties and their
distribution throughout the entire plant (Bonmatin et al., 2015; Simon-Delso et al., 2015). For
this reason, neonicotinoid insecticides also target pollinators, mammals and humans. The
scientific community is increasingly accepting that exposure to these insecticides partially
explains the worldwide decline in honeybees populations (Decourtye et al., 2004; Girolami et al.,
2009; Henry et al., 2012; Goulson, 2013). Neonicotinoid insecticides are also persistent in the
environment. Half-lives in soil vary and can reach 1250 days for imidacloprid (Main et al., 2014).
Because of their persistence and repeated application, it is expected that neonicotinoids will
continue to accumulate in soil (Stokstad, 2013). A recent study analyzed neonicotinoid levels in
surface waters from 136 wetlands across Saskatchewan, Canada. Clothianidin and
thiamethoxam concentrations were detected in the majority of water samples, reaching
concentrations as high as 3110 ng/L (Main et al., 2014). Moreover, human populations are also
exposed to neonicotinoids through diet. A study conducted in Boston, Massachusetts, analyzed
neonicotinoid residues in honey, fruits and vegetables purchased in local grocery stores.
Imidacloprid was the most frequently detected neonicotinoid in the samples. At least one
neonicotinoidwas detected in all the tested fruits and vegetables. Also, in 72% of fruits and 45%

of the tested vegetables, two or more neonicotinoids were detected, with concentrations
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reaching 100.7 ng/g (Chen et al., 2014). Furthermore, a study conducted with a cohort of 147
farm workers from northeastern Japan evaluated the presence of neonicotinoid metabolites in
urine. A metabolite of the neonicotinoid dinotefuran, 3-furoic acid, was detected in 100% of the
samples at concentrations as high as 0.13 pyM (Nomura et al., 2013). Moreover, the
concentrations of 6-chloronicotinic acid, a metabolite of imidacloprid and thiacloprid, reached

concentrations of 0.05 uM (Nomura et al., 2013).

In recent years, a growing number of studies have evaluated the endocrine disrupting potential
of neonicotinoid insecticides. We demonstrated that two neonicotinoids (thiacloprid and
thiamethoxam) induce aromatase expression in a promoter-specific manner in vitro, targeting

promoters known to be overexpressed in breast cancer (Caron-Beaudoin et al., 2016).

Moreover, Bal et al. (2012) found that male rats exposed to imidacloprid (2 mg/kg/day)
through diet showed increased apoptosis and fragmentation of seminal DNA. In female rats
exposed to the same neonicotinoid (20 mg/kg/day), Kapoor et al. (2011) noted decreased

ovarian weight and altered levels of follicle stimulating hormone and progesterone.

In this study, we used our recently developed fetoplacental co-culture model as a
screening tool to determine the effects of three widely used neonicotinoid insecticides on
steroidogenesis in the human fetoplacental unit and more precisely, on aromatase activity,
estrogen production and CYP3A7 expression (key enzyme in the fetal production of the estriol
precursor 16a-hydroxyDHEA(-sulfate). Our previous work showed that two neonicotinoid
insecticides, thiacloprid and thiamethoxam, induced CYP19 expression and aromatase activity
at environmentally relevant concentrations in human H295R adrenocortical carcinoma cells
displaying characteristics of the fetal adrenal cortex and which represents the fetal compartment
of our fetoplacental co-culture (Caron-Beaudoin et al., 2016). Therefore, we hypothesized that

neonicotinoids may also disrupt the production of estrogens within the fetoplacental unit.

2.4 MATERIALS AND METHODS

2.4.1 Chemicals

All pesticides were purchased from Sigma-Aldrich (St-Louis, MO) (thiacloprid, Pestanal 37905,
purity > 99%; thiamethoxam, Pestanal 37924, purity > 99%; imidacloprid, Pestanal 37894, purity
> 99%). All neonicotinoids were dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) as 30 or 100 mM stock

solutions.
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2.4.2 Feto-placental co-culture

The feto-placental co-culture (Hudon Thibeault et al., 2014) consists of H295R adrenocortical
carcinoma and BeWo choriocarcinoma cells. H295R cells have the characteristics of the fetal
adrenocortex (Gazdar et al., 1990; Staels et al., 1993) as well as that of fetal liver (Hudon
Thibeaultetal., 2014) and reflect the steroidogenesis that would occur in the fetal compartment.
BeWo cells are a well documented model of the placental trophoblast (Ellis et al., 1990;
Nampoothiri et al., 2007). This co-culture model of the fetoplacental unit is capable of de novo
production of estrogens, including the unique pregnancy estrogen estriol, under our
experimental conditions (Hudon-Thibeault et al., 2014). Briefly, BeWo (ATCC no. CCL-98) and
H295R (ATCC no. CRL-2128) cells were cultured in DMEM/F-12 without phenol red (Catalog
no. 11039021, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS; Hyclone, Tempe, AZ). H295R were cultured in DMEM/F-12 (Catalog no.
11039021, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), supplemented with 2.5% Nu Serum (BD
Biosciences, Mississauga, ON, Canada) and 1% ITS + Premix (BD Biosciences, Mississauga,
ON, Canada). Once confluent, BeWo and H295R were trypsinized, and H295R cells were
seeded in 24-well plates at a concentration of 2.5 x 10* cells/well, whereas BeWo cells were
seeded in transwell inserts (Corning Life Sciences, Corning, NY) at a concentration of 1.25 x 10*
cells/insert. After 24h, the co-culture was assembled by adding the inserts containing BeWo
cells to the 24-well plates containing H295R cells. The original culture media were removed
and replaced with co-culture media which contained DMEM/F-12 without phenol red,
supplemented with 2.5% stripped Nu Serum, 1% ITS + Premix and 1% stripped FBS, and the
various concentrations of the neonicotinoids or vehicle control (DMSO at a final concentration of
0.1%). Neonicotinoid concentrations were chosen based on our previous study that determined
their effects on CYP79 expression in H295R cells and an absence of cytotoxicity (Caron-
Beaudoin et al., 2016). Moreover, the selected concentrations are environmentally relevant as
our lower range is similar to what is measured in urine samples from farm workers (Nomura et
al., 2013). Exposures were for 24h in an incubator at 37°C with a humidified atmosphere

containing 5% CO..

2.4.3 CYP19 catalytic activity

Aromatase activity was determined as previously described (Sanderson et al., 2000; Hudon

Thibeault et al., 2014; Caron-Beaudoin et al., 2016). Briefly, after the 24h exposure period, the
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treated media in the insert and well were combined and removed (and stored at -80°C for
hormone quantification), and H295R and BeWo cells were washed twice with 1x PBS. The
inserts containing BeWo cells were removed from the wells containing H295R cells and placed
in 12-well plates for further steps. A volume of 250 pyL of serum and additive-free culture
medium containing 54 nM 1B-2H-androstenedione (Perkin Elmer, Wellesley, MA) was added to
H295R cells. This volume was 50 uL for BeWo cells. Cells were incubated for 90 min at 37°C,
during which therewas a linear conversion of 1B-*H-androstenedione (and release of tritiated
water). Tritiated water was extracted from the reaction medium of each of the cell types, and
counted in plates containing liquid scintillation cocktail using a Microbeta Trilux (PerkinElmer).
Formestane (1 uM), an irreversible CYP19 inhibitor, was used to ensure the specificity of the
aromatase reaction. Forskolin (10 uM) was used as a positive control for the induction of

aromatase activity.

2.4.4 Hormone quantification

The following hormones, dehydroepiandrosterone (DHEA), androstenedione, -human chorionic
ganodotropin (B-HCG), estradiol, estrone and estriol) were quantified in the co-culture media

(well and insert pooled) using ELISA kits from DRG Diagnostics (Marburg, Germany).

2.4.5 RNA isolation and quantitative RT-PCR

RNA isolation and quantitative RT-PCR were performed as describe in Caron-Beaudoin et al.
(2016). Briefly, H295R cells were cultured in CellBind 6-well plates (Corning Inc., Corning, New
York) at a concentration of 750,000 cells/well in 2 mL medium/well for 24h. Cells were
subsequently exposed for 24h to thiacloprid, thiamethoxam or imidacloprid at 3 and 10 uM,
which were the concentrations with the greatest effects on aromatase catalytic activity in the co-
culture. To investigate whether the inhibitory effects of neonicotinoids on estriol production in
the co-culture were responsible for altering CYP3A7 enzyme expression, H295R cells were
pretreated for 4h with estriol (5 ng/mL), prior to a 24-h exposure to thiacloprid, thiamethoxam or
imidacloprid (3 pM). DMSO (0.1% or 0.2% in the case of co-treatments) was used as a vehicle
control. RNA was extracted using the RNeasy mini-kit (Qiagen, Mississauga, Ontario) according
to enclosed instructions and stored at —-80 °C. The 260/280 nm absorbance ratio was used to
verify RNA purity. Reverse transcription was subsequently performed with 1 ug of RNA using
the iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad, Hercules, CA) and T3000 Thermocycler (Biometra,
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Gottingen, Germany): cDNA was stored at —20°C for quantitative PCR. Primer pair sequences
and standard curves characteristics for the reference genes (UBC and RPIl), as well as
CYP3A7 and SULTZ2A1, are described in Table 2-1. Real-time quantitative PCR was performed
using EvaGreen MasterMix (BioRad) with CFX96 real-time PCR Detection System(BioRad).
Housekeeping genes were selected based on their stability for each pesticide treatment (gene
expression stability (M) value below 0.5) using the geNorm algorithm method (Biogazelle gbase

Plus Soft- ware, Zwijnaarde, Belgium).

2.4.6 Statistical analysis

Experiments were performed 3 or 4 times using different cell passages, and per experiment
each treatment was conducted in ftriplicate. Results are presented as means with standard
errors. One-way analysis of variance (ANOVA) followed by a Dunnett post-hoc test, or a
Student t-test was performed (JMP Software, SAS, Cary, NC), depending on the experimental

design. A P-value < 0.05 was considered statistically significant.

2.5 RESULTS

2.5.1 Effects of neonicotinoids on CYP19 catalytic activity

In this study, we determined the effects of three widely used neonicotinoids (thiacloprid,
thiamethoxam and imidacloprid) on the catalytic activity of CYP79 in a co-culture of H295R and
BeWo cells. Forskolin increased aromatase activity by 3.9 and 12-fold in BeWo and H295R
cells, respectively (Fig. 2-1). Formestane (1 uM) decreased its activity by 80-90% in both cell
lines (not shown). A 24h exposure to increasing concentrations of thiacloprid induced
aromatase activity in both cell types in co-culture (Fig. 2-1A). In BeWo cells, thiacloprid induced
aromatase activity by 1.3-fold at 10 pyM, which was statistically significant. In H295R cells,
thiacloprid increased aromatase activity by 1.9- and 2.0-fold above control at a concentration of
0.1 and 0.3 yM, respectively. At greater concentrations this increase was no longer apparent. A
24-h exposure of the co-culture to various concentrations of thiamethoxam induced aromatase
activity in H295R cells by 1.8- and 2.2-fold above control, at 3 and 10 pM, respectively (Fig. 2-
1B). Thiamethoxam did not affect the catalytic activity of CYP19 in the BeWo cell compartment
of the co-culture (Fig. 2-1B). Finally, a 24h exposure of the co-culture to 3 and 10 uM

imidacloprid induced the aromatase activity in H295R cells by 2.2- and 2.4-fold, respectively
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(Fig. 2-1C), whereas in BeWo cells it was induced significantly by 2.3-fold at 10 uM only (Fig. 2-
1C).

2.5.2 Effects of neonicotinoids on hormone production

Basal production of dehydroepiandrosterone (DHEA) (1962 + 166 pg/mL), androstenedione
(38.8 £ 1.4 pg/mL), estriol (486.2 + 131.8 pg/mL), estradiol (21.9 + 3.7 pg/mL) and estrone
(363.1 = 13.3 pg/mL) by the co-culture was similar to that found in our previous study (Hudon
Thibeault et al., 2014) which initially characterized the model, although estrone and B-HCG
production in our study was slightly higher than previously reported. Thiacloprid increased
DHEA production statistically significantly at 3 yM (3506 * 450 pg/mL) and 10 uM (3912 £ 402
pg/mL),compared to vehicle control (1961 £ 166 pg/mL) (Fig. 2-2A), although it had no effect on
androstenedione production (Fig. 2-2B). Thiacloprid increased B-hCG production to a
statistically significant extent at 0.1 uM (140.8 £ 24.6 mlU/mL) compared to DMSO (74.5 + 12.3
mlU/mL), but not at greater concentrations (Fig. 2-2C). Thiacloprid significantly increased
estradiol and estrone production by the co-culture at 0.1 and 0.3 pM, resulting in estradiol
concentrations of 108.7 + 32.6 and 55.4 + 7.1 pg/mL, and estrone concentrations of 617.2 +
48.6 and 499.7 + 79.4 pg/mL, respectively, compared to vehicle control (estradiol: 21.9 + 3.7
pg/mL; estrone: 363.1 £ 13.3 pg/mL) (Fig. 2-2D, 2-2E). Strikingly, estriol production in the co-
culture was strongly inhibited by 0.3 and 3 pM thiacloprid (146.5 = 76.0 and 148.8 + 78.3
pg/mL), decreasing production to about 30% of DMSO control (486.2 + 131.8 pg/mL) (Fig. 2-
2F). In the co-culture exposed to thiamethoxam, DHEA production was increased concentration-
dependently and was significantly greater than control (1790 + 29.5 pg/mL) by 1.67-fold at 0.3
MM (2992 + 166 pg/mL), by 1.9-fold at 3 uM (3464 + 550 pg/mL) as well as at 10 uM (3436 +
466 pg/mL) (Fig. 2-3A). The production of androstenedione and B-hCG remained unchanged
(Fig. 2-3B, 2-3C). Thiamethoxam concentration-dependently increased estradiol production with
a 5.0-fold increase at 10 uM (108.6 pg/mL) compared to DMSO control (21.9 + 3.7 pg/mL) (Fig.
2-3D). Estrone production was increased by 2-fold (735.2 pg/mL) at 10 M thiamethoxam
compared to control production (363.1 + 13.3 pg/mL) (Fig. 2-3E). Estriol production was
inhibited by about 80% at all tested concentrations of thiamethoxam compared to DMSO control
(Fig. 2-3F).

In the co-culture exposed to imidacloprid, DHEA productionwas significantly increased at
all concentrations by about 1.7-fold (3088 + 325 to 3381 + 475 pg/mL) compared to control
(1962 + 166 pg/mL) (Fig. 2-4A), whereas androstenedione production was not affected (Fig. 2-
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4B, 2-4E). The production of B-hCG was increased statistically significantly at an imidacloprid
concentration of 10 yM (181.1 £ 19.0 mlU/mL) by about 2.8-fold above control (64.5 + 18.9
mlU/mL) (Fig. 2-4C). Estradiol production was strongly elevated at 10 uM imidacloprid (158.4 +
51.9 pg/mL) and was about 7.2-fold greater than control (Fig. 2-4D). Imidacloprid at all
concentrations inhibited estriol production by about 80% compared to DMSO control (Fig. 2-4F).

2.5.3 Effects of neonicotinoids on mRNA levels of CYP3A7 and SULT2A1

In the co-culture exposed to each of the three neonicotinoids, a significant decrease in estriol
production was observed. SULT2A1, expressed in the fetal adrenal, and CYP3A7, expressed in
the fetal liver, are key enzymes in the biosynthesis of the precursor for estriol, which is produced
predominantly in placenta. Therefore, we wished to confirm the presence of SULT2A1 and
CYP3A7 in H295R cells by RT-gPCR and then determine the potential effects of neonicotinoids
on their expression. As a novel finding, we were able to detect SULT2A1 and CYP3A7
expression in H295R cells, confirming our previous suggestion that H295R cells act as the fetal
adrenocortical as well as liver compartment of the co-culture model. SULT2A1 expression was
not affected by exposure to thiacloprid, thiamethoxam or imidacloprid at 3 or 10 uM (data not
shown). A 24h exposure of H295R cells to thiacloprid at 3 and 10 uM resulted inastatistically
significant increase in levels of CYP3A7 expression by 6.29 and 6.83-fold, respectively,
compared to DMSO control (Fig. 2-5). Thiamethoxam at 3 yM induced CYP3A7 mRNA levels
statistically significantly by 5.88-fold compared to DMSO control. A 24h exposure to 3 pM
imidacloprid increased CYP3A7 expression in H295R cells by 3.75-fold compared to DMSO

control, although this induction was not statistically significant (Fig. 2-5).

To determine whether the increased CYP3A7 gene expression was related to the
decreased estriol levels in response to the neonicotinoids, we determined the effect of estriol
supplementation (using a concentration normally found in the co-culture under basal conditions)
on the expression of CYP3A7 in response to thiacloprid, thiamethoxam or imidacloprid. Co-
treatment of H295R cells with estriol (5 ng/mL) prior to a 24h exposure to thiacloprid,
thiamethoxam or imidacloprid at 3 uM resulted in significantly reduced levels of CYP3A7
expression compared to the neonicotinoid treatments alone, which all increased CYP3A7 levels
significantly above DMSO control. In the case of imidacloprid, co-treatment with estriol reduced

imidacloprid-induced CYP3A?7 to levels not significantly different from DMSO control.
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Tableau 2- 1. Sequences of the primer pairs and their amplification characteristics for CYP3A7 and
SULT2A1 transcripts and that of two reference genes (UBC and RPII), in H295R cells.

Gen Primer pairs (5-3’) Amplification Reference

ene characteristics
Fw: CTCTTTAAGAAAGCTGTGCCCC Standard curve: r2=0.97

CYPSAT Ry GGGTGGTGGAGATAGTCCTA Efficiency: 117.6% Kondoh et al. (1999)
Fw: TCGTCATAAGGGATGAAGATGTAATAA  Standard curve: r2=0.982 L

SULT2AT Ry TGCATCAGGCAGAGAATCTCA Efficiency: 118.6% Shiraki et al. (2011)

UBC Fw: ATTTGGGTCGCGGTTCTTG Standard curve: r2=0.981 Vandesompele et al
Rv: TGCCTTGACATTCTCGATGGT Efficiency: 109.0% (2002) P )
Fw: GCACCACGTCCAATGACAT Standard curve: r2=0.986 .

RPII Rv: GTGCGGCTGCTTCCATAA Efficiency: 100.1% Radoni¢ et al. (2004)
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Figure 2- 1. Concentration-dependent effects of thiacloprid (A), thiamethoxam (B) and
imidacloprid (C) on aromatase activity in H295R and BeWo cells in co-culture.

Forskolin (Frsk) was used as a positive control for induction of aromatase activity. (#) A
statistically significant difference between Frsk treatment and DMSO control (Student t-test; P <
0.05). (%, **, ***). A statistically significant difference between neonicotinoid treatment andDMSO
control (one-way ANOVA and Dunnett post hoc test; *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001).
Experiments were performed 4 times using different cell passages; per experiment each
concentration was tested in triplicate.
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Figure 2- 2. Concentration-dependent effects of thiacloprid on DHEA (A), androstenedione (B), B-
hCG (C), estradiol (D), estrone (E) and estriol (F) production by a co-culture of H295R and BeWo
cells.

(*, **, **). A statistically significant difference between neonicotinoid treatment and DMSO
control (one-way ANOVA and Dunnett post hoc test; *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001).
Experiments were performed 4 times using different cell passages; per experiment each
concentration was tested in triplicate.
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Figure 2- 3. Concentration-dependent effects of thiamethoxam on DHEA (A), androstenedione (B),
B-hCG(C), estradiol (D), estrone (E) and estriol (F) production by a co-culture ofH295R and BeWo
cells.

(*, **, ™) A statistically significant difference between neonicotinoid treatment and DMSO
control (one-way ANOVA and Dunnett post hoc test; *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001).
Experiments were performed 4 times using different cell passages; per experiment each
concentration was tested in triplicate.
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Figure 2- 4. Concentration-dependent effects of imidacloprid (on DHEA (A), androstenedione (B),
B-hCG (C), Estradiol (D), Estrone (E) and Estriol (F) production by H295R and BeWo cells in co-

culture.

(*, **, ™) A statistically significant difference between neonicotinoid treatment and DMSO
control (one-way ANOVA and Dunnett post hoc test; *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001).
Experiments were performed 4 times using different cell passages; per experiment each
concentration was tested in triplicate.
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Figure 2- 5. Relative expression levels of CYP3A7 in H295R cells exposed for 24 h to 3 or 10 pyM of
thiacloprid, thiamethoxam or imidacloprid.

DMSO was used as a negative control. (*, **, ***) A statistically significant difference between
neonicotinoid treatment and DMSO control (one-way ANOVA and Dunnett post hoc test; *P <
0.05; **P < 0.01; **P < 0.001). Experiments were performed 3 times using different cell
passages; per experiment each concentration was tested in triplicate.
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Figure 2- 6. Relative expression of CYP3A7 in H295R cells exposed for 24h to 3 uyM of thiacloprid,
thiamethoxam or imidacloprid (‘inducers’), with or without co-treatment with estriol (5 ng/mL).

CYP3A7 expression levels in cells co-treated with estriol were expressed as a % of those in
cells treated with each neonicotinoid alone (100%). (#, ##, ###). A statistically significant
difference between neonicotinoid- and co-treated cells; Student t-test; #P < 0.05. ##P < 0.01;
###P < 0.001. (a) No statistical difference between co-treatment and DMSO control, (b) A
statistically significant difference between co-treatment and DMSO control; Student t-test; P <
0.05. Experiments were performed 3 times using different cell passages; per experiment each
treatment was tested in triplicate.
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Figure 2- 7. Steroidogenic pathways in the co-culture model of fetoplacental steroidogenesis, and
the proposed targets of neonicotinoid insecticides (in red) leading to decreased estriol production

and increased levels of DHEA. (For interpretation of the references to colour in this figure legend,
the reader is referred to the web version of this article).

2.6 DISCUSSION

2.6.1 Fetoplacental co-culture as a screening tool for endocrine

disrupting chemicals

We have successfully applied our previously developed fetoplacental co-culture model as a
unique screening tool to evaluate the potential endocrine disrupting effects of a series of
neonicotinoids on steroidogenesis during pregnancy. Naturally, our co-culture system has some
limitations — it uses cancer cells, not primary cells and cannot fully describe the complex
interactions that occur in vivo, but as a model of fetoplacental steroidogenesis it is capable of
producing a variety of hormones important during pregnancy. We measured aromatase activity

in both the fetal (H295R) and placental (BeWo) compartments of the co-culture model with
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basal activity being at least 15 times higher in BeWo cells than in H295R cells (Fig. 2-1A, 2-1C),
as previously demonstrated (Hudon Thibeault et al., 2014). This correspondswell with the in vivo
situation where the placenta is responsible for the majority of CYP19 expression and estrogen
biosynthesis (Mesiano and Jaffe, 1997; Hanley et al., 2001; Rainey et al., 2002; Pezzi et al.,
2003). It is well understood that estrogen production in the fetoplacental unit is dependent upon
a close collaboration between the fetus and the placenta. As the human placenta does not
express significant levels of CYP17 or its associated catalytic activities, it is, despite high levels
of aromatase activity, incapable of producing significant amounts of estrogens de novo and is
dependent on androgen precursors produced by the fetal adrenal and liver. During pregnancy,
up to 90% of the unique pregnancy estrogen estriol is derived from fetal precursors (Gerhard et
al.,, 1986). As previously shown, our fetoplacental co-culture model produces significant
quantities of estriol (Figs. 2-2F, 2-3F, 2-4F), whereas each cell type in monoculture produces
negligible amounts (Hudon Thibeault et al., 2014), further supporting the physiological relevance
of our co-culture as a representative model of the fetoplacental steroidogenic unit and justifying
its use as a meaningful screening tool for the effects of potential endocrine disrupting chemicals

during pregnancy (Hudon Thibeault et al., 2017).

2.6.2 Disruption of fetoplacental steroidogenesis by neonicotinoid

insecticides

It is widely accepted that an important number of environmental contaminants have estrogen-
like activity. The most commonly studied mechanism for estrogenic effects is the binding of
chemicals to the estrogen receptor, whereby they act as (partial) agonists. This mechanism has
been demonstrated for several contaminants to which pregnant women may be exposed, such
as bisphenol A (Diel et al., 2002; Vivacqua et al., 2003; Heneweer et al., 2005; Wetherill et al.,
2007; Chou et al.,, 2011). However, estrogen receptor activation is not the only possible
mechanism by which environmental contaminants may exert pro- or antiestrogenic activity. For
example, atrazine, a herbicide widely used in North America, induces aromatase activity and
expression in various human cell lines (Sanderson et al., 2000, 2001, 2002; Sanderson, 2006;
Fan et al., 2007; Caron-Beaudoin et al., 2016). A growing number of studies have determined
that neonicotinoid insecticides are potential endocrine disruptors. A recent study showed that
clothianidin, a neonicotinoid and metabolite of thiamethoxam, caused DNA fragmentation in
germ cells of male quails (Hoshi et al., 2014). Kapoor et al. (2011) showed that female rats

exposed to neonicotinoids had lower ovarian weight, as well as LH and progesterone levels. We

75



also previously demonstrated that two neonicotinoids, thiacloprid and thiamethoxam, induced
CYP19 expression and aromatase activity in H295R cells at environmentally relevant
concentrations (Caron-Beaudoin et al., 2016). In the present study, the neonicotinoids
thiacloprid, thiamethoxam and imidacloprid induced aromatase activity in H295R and BeWo
cells in co-culture (Fig. 2-1), highlighting the tissue- and promoter-specific differences in the
effects of neonicotinoids on CYP19 expression, aromatase activity and estrogen biosynthesis.
Beside the potential direct effects of neonicotinoids on CYP19 expression, the tested pesticides
also increased the synthesis of DHEA and B-hCG (the latter an important early indicator of
pregnancy), resulting in the increased production of estradiol and estrone that we observed in
the co-culture. It is known that hCG induces cAMP intracellular levels (Massicotte et al., 1981),
which we have shown can increase aromatase expression and activity (Sanderson et al., 2002).
Estrogen biosynthesis is, therefore, complex and cannot be explained simply by the production

of precursors like DHEA or androstenedione.

2.6.3 Possible metabolism of neonicotinoids by fetal CYP3A7

In this study, a 24h exposure of our fetoplacental co-culture to each of the three neonicotinoids
resulted in a significant decrease of estriol production (Figs. 2-2F, 2-3F, 2-4F). SULT2A1 and
CYP3AT7 are key enzymes in the fetal production of the estriol precursor 16a-hydroxyDHEA(-
sulfate). We are the first to report the presence of CYP3A7 transcript in H295R cells, the fetal
compartment of our co-culture model (Fig. 2-5, 2-6), and we confirmed a previous report that
SULT2A1 is expressed in H295R cells (Oskarsson et al., 2006). We further found that the
neonicotinoids only affected the expression of CYP3A7, which was increased. It is known that
CYP3A4 is involved in the metabolism of neonicotinoids in human adult liver (Schulz-Jander
and Casida, 2002; Dorne et al., 2005; Shi et al., 2009; Casida, 2011). Adult hepatic CYP3A4 is
structurally closely related to fetal hepatic CYP3A7, sharing an amino acid sequence that is
88% similar (Komori et al., 1989; Schuetz et al., 1989; Komori et al., 1990). As fetal CYP3A7 is
considered to have the same catalytic function as adult CYP3A4 (Lacroix et al., 1997), we
hypothesize that neonicotinoid insecticides are metabolized by CYP3A7 in the fetoplacental
unit, thus competing with the ability of this enzyme to produce 16a-hydroxylated DHEA (and its

sulfate conjugate) which are the precursors for estriol synthesis (Fig. 2-7).

This would explain the decreased estriol biosynthesis and the accumulation of DHEA in
our co-culture when exposed to neonicotinoids. The excess androgen precursors would result in

the overproduction of estrone and estradiol by the placental compartment of the co-culture,
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resulting in the increased levels of these two estrogens we observed (Figs. 2-2D, E, 2-3D, E, 2-
4D, E). We further suggest that the strong decrease in estriol levels triggers a positive feedback
mechanism that increases CYP3A7 gene expression, thus explaining the CYP3A7
overexpression in H295R cells (the fetal compartment of the co-culture). To provide evidence
for this hypothesis, we determined the effects of thiacloprid, thiamethoxam and imidacloprid on
CYP3A7 expression in H295R cells supplemented with a normalizing concentration of estriol to
overcome the strong suppression of estriol synthesis by the neonicotinoids (Fig. 2-6). Estriol
reversed the neonicotinoid-mediated induction of CYP3A7 mRNA expression, suggesting such
a positive feedback mechanism may exist. During pregnancy, levels of circulating estrone and
estradiol increase by 100-fold. This induction reaches 1000-fold for estriol, bringing its
concentration up to similar levels as the other estrogens, compared to non-pregnant women
(Blackburn, 2007). To reach these levels, placental estrogens use a positive feedback
mechanism, consisting of upregulating DHEA(-S) production by the fetal adrenal zone. The final
result of this positive feedback is the induction of placental estrogen, including estriol (Albrecht
and Pepe, 1999; Kaludjerovic and Ward, 2012). The decrease in estriol levels in the
fetoplacental co-culture model exposed to neonicotinoids may activate this positive feedback
mechanism, leading to overexpression of CYP3A7 in H295R cells (Fig. 2-5). The control of
placental estrogen production by this positive feedback mechanism would also explain why

neonicotinoid-induced CYP3A7 expression is reversed by a co-treatment with estriol (Fig. 2-6).

2.6.4 Implications for human health

During pregnancy, estrogens regulate uteroplacental blood flow, trophoblast invasion and
cellular differentiation (Yashwanth et al., 2006). Disruption of estrogen biosynthesis during this
critical period may impact the development of the fetus and placenta, as well as affect the
mother's health (Kaijser et al., 2000). For example, disruption of estrogen production has been
associated with negative birth outcomes (Gerhard et al., 1986; Kaijser et al., 2000; Troisi et al.,
2003). It remains unclear if environmental concentrations of neonicotinoids are sufficient to
disrupt aromatase activity or hormone production (specifically estriol) in pregnant women.
Nevertheless, neonicotinoids are frequently detected in vegetables and fruits (Chen et al., 2014)
and their concentrations are steadily increasing in water samples in agricultural areas in North
America, with concentrations up to 3.6 pg/L (about 0.012 uM for thiamethoxam) having been
measured (Anderson et al., 2013; Main et al., 2014; Smalling et al., 2015). These widely used

insecticides' metabolites are also detected in the urine of farm workers at concentrations similar
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to those used in our experiments (up to 0.05 uM for metabolite of thiacloprid and imidacloprid)
(Nomura et al., 2013). Importantly, it is suspected that ingested neonicotinoids can pass through
the placental barrier (Taira et al., 2014), since neurobehavioral deficits were measured in rat
offspring exposed in utero to these insecticides (Abou-Donia et al., 2008). Therefore, the
steadily increasing use of neonicotinoid pesticides is a cause of concern for the health of

pregnant women.

2.7 CONCLUSIONS

We applied a fetoplacental co-culture model to screen for potential endocrine disrupting effects
of neonicotinoid insecticides. We found thiacloprid, thiamethoxam and imidacloprid to induce
aromatase activity in this in vitro model of fetoplacental steroidogenesis. The neonicotinoids
increased estrone and estradiol production, while strongly inhibiting estriol production. We also
have in direct in vitro evidence that neonicotinoids may be competing with DHEA(-S) as a
substrate for CYP3A7, thus explaining the decrease in estriol production in the co-culture
model. This study contributes to growing evidence of the endocrine disrupting potential of
neonicotinoid insecticides. Given the importance of estrogen synthesis during pregnancy and
the association between environmental contaminants and birth outcomes, the use of
physiologically relevant screening tools such as our co-culture model of fetoplacental
steroidogenesis is paramount for a credible evaluation of the potential health risks posed by

such chemicals.
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3 CHAPITRE 3:

DEVELOPPEMENT DU NOUVEAU MODELE DE CO-CULTURE
REPRESENTANT LE MICROENVIRONNEMENT
STROMA/TUMORAL DANS LE CANCER DU SEIN HORMONO-
DEPENDANT
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3.1 RESUME

Les premiéres évaluations du nouveau modéle de co-culture recréant le microenvironnement
stroma-tumoral dans le cancer du sein hormono-dépendant ont validé l'utilisations des deux
lignées cellulaires choisies. Les cellules Hs578t et T-47D ont été profilées pour I'expression des
enzymes stéroidogéniques dans ce nouveau modeéle de co-culture. Les données préliminaires
par expression génique (RT-gPCR) et par prolifération cellulaire (WST-1) valident la pertinence
des deux types cellulaires. Les résultats obtenus en co-cultures suggérent que les deux
compartiments communiquent comme on le désire en présence d’estradiol et de testostérone.
Les perturbations par les néonicotinoides dans ce modéle vont étre élucidé et comparées avec

I'étude précédente (en annexe).
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3.2 OBJECTIFS GENERAL ET SPECIFIQUES

3.2.1 Objectif général

Développer un nouveau modéle de co-culture représentant le microenvironnement du cancer

du sein hormono-dépendant utilisant les lignées cellulaires Hs578t et T-47D.

3.2.2 Objectifs spécifiques

1. Validations des lignées cellulaires et la formulation d’'un milieu de co-culture.
Réponses cestrogéniques des deux compartiments du modéle par WST-1 et RT-gPCR.
Optimisations des paramétres de cultures et validations des communications intercellulaires
entre les deux unités.

4. Evaluations du modéle avec les insecticides néonicotinoides afin de comparer avec I'étude

précédente portant sur les cellules Hs578t.

3.3 MATERIEL ET METHODES

3.3.1 Culture cellulaire des lignées humaines Hs578t et T-47D

Les cellules Hs578t sont mises en culture dans un milieu de base DMEM ayant un contenu
élevé en glucose (ATCC® 30-2002). Le milieu de culture de base est complété avec du
PenStrep ainsi que de I'insuline bovine. La mise en culture des cellules Hs578t se fait dans les
flacons de 75 cm? (Cellbind T75, Corning Life Science). Les cellules T-47D sont mises en
culture dans un milieu de base RMPI-1640 contenant de la glutamine, HEPES, glucose, sodium
pyruvate et du bicarbonate de sodium (ATCC® 30-2001 ; Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA). Le milieu de culture de base est complété avec du sérum bovin feetal (FBS) (10%) et
0.01 mg/mL d’insuline bovine. La mise en culture des cellules T-47D se fait dans les flacons de
75 cm? (Cellbind T75, Corning Life Science). Toutes les cellules sont incubées a 37°C avec 5%
de CO; et 95% d’air et le milieu de culture est changé aux 48 heures. Lorsque les cellules
présentent un pourcentage de confluence de 95%, elles subissent des passages cellulaires
et/ou mises en plaques. Les cellules sont alors nettoyées avec du PBS 1% et décollées par la

trypsine trypLE (Life Technologies).

89



3.3.2 Méthodologie RT-qPCR générale

Pour les expériences d’expression génique individuelles, les cellules Hs578t et T-47D sont
mises en culture dans des plaques a 6 puits Cellbind (Corning Life Science) a une densité de
2,0 x 106 cellules/puits pendant 24h. Par la suite, ces cellules sont exposées a des molécules
d’'intéréts par ajout du composé dans le milieu de culture pendant 24 a 72h, selon

I'expérimentation.

L’'extraction d’ARNm se déroule en utilisant le kit RNAeasy mini kit (Qiagen,
Mississauga, ON) selon les recommandations du fabricant, suivi de la RT-PCR utilisant le kit
iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) afin d’obtenir 1 ug d’ADNc avec
lappareil T300 Thermocycler (Biometra, Allemagne). Pour les cellules Hs578t, une pré-
amplification de 'ADNc est nécessaire afin de réduire le nombre de cycles lors de la qPCR.
Cette pré-amplification est réalisée avec le réactif SsoAdvanced PreAmp Supermix (Bio-Rad).
La PCR en temps réel (QPCR) a été reéalisée en utilisant l'intercalant SYBR, précisément le
réactif Super mix Ssofast EvaGreen avec le thermocycleur et logiciel CFX96 Real-Time PCR
Detection System de la compagnie Bio-Rad, en respectant les recommandations MIQE (Taylor
et al., 2010). Les génes de références utilisés pour les cellules Hs578t sont RPLPO et TBP.
Pour les T-47D, les génes PBGD et TBP.

3.3.3 Amorces

L’expression d’enzymes clés impliqués dans la stéroidogenése a été vérifié chez les deux types
cellulaires de la co-culture par RT-qPCR. La présence des ARNm des enzymes 173-HSD type
1, 5 et 7 (HSD17B1, HSD17B5/AKR1C3 et HSD17B7), la 3B-HSD type 2 (HSD3B2),
laromatase (CYP19) et CYP17 a été analysée chez les deux types cellulaires. D’ailleurs chez
les cellules T-47D, la présence des ARNm du géne TFF1 a été analysé afin d’identifier ce gene
comme rapporteur de l'activité cestrogénique. Les amorces utilisées sont présentées dans le
tableau 3-1.
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Tableau 3- 1. Amorces utilisées chez les cellules Hs578t et T-47D

Géne Séquence nucléotidique (5’—3’) Caractéristiques d’amplifications Référence
HSD17B1 | 5. GTCTTCCTCACCGCTTTGCGCGCC T-47D (Watzka,
- u .U
(7B-HSDU | ) - ceactecacccaacetcateete o e, Steckelbroeck and
AKR1C3 . T-47D .
S : GGGATCTCAACGAGACAAACG
(17B-HSD5) | Courbe standard 12 : 0.957 (Doig et al., 2016)
A : AAAGGACTGGGTCCTCCAAGA Efficacité : 117.8%
Hs578t
Courbe standard r2 : 0.967
Efficacité : 115.0%
HSD3B2 | 5. GGGCCCAACTCCTACAAGGA Hs578t
(36-HSD2) | - Courbe standard r2 : 0.821 onte e
A : ACTTGGGGCCTTCTTGGGGT Efficacité : 155.0%
TFF1 S : TTTGGAGCAGAGAGGAGGCAATGG T-47D (Gillesby and
) Courbe standard r2 : 0.975 Zacharewski, 1999)
A : TGGTATTAGGATAGAAGCACCAGGG | Efficacits - 114.9% ’
CYP19 S : TGTCTCTTTGTTCTTCATGCTATTTCTC | . _ Hs578t _ (Sanderson et al.,
Mise au point (Caron-Beaudoin et 2000
A : TCACCAATAACAGTCTGGATTTCC al., 2018) )
CYP17 S : GCCTTCCTGCTGCACAATCCT Non exprimés :;‘SZ Hsd78tet T- | Ropitaille, Rivest
A

: AAACTCACCGATGCTGGAGTCAAC

and Sanderson,
2014)

S :Sens ; A: Anti-sens

3.3.4 Viabilité et prolifération cellulaire

La prolifération cellulaire des lignées Hs578t et T-47D dans le milieu de co-culture proposé a

été testée par le réactif WST-1 (Roche; Manheim, Allemagne). Les cellules ont été mises en

culture séparément dans une plaque a 96 puits a une densité de a 4 x 103 cellules/puits et

mises en culture dans leur milieu de culture respectifs ainsi que le milieu de co-culture pendant
24 heures a 37°C, 5% COo.. Par la suite, 10 L (ratio 1 :10) du réactif WST-1 a été ajouté aux

puits pendant 4 heures a 37°C, 5% CO.. L'absorbance a été mesurée a toutes les 30 minutes

de l'incubation afin d’obtenir une courbe plus exacte de la prolifération (absorbance du produit

formazan a une longueur d’'onde de 450 nm). Le réactif WST-1 est un substrat pour les

réductases mitochondriales qui permet la quantification spectrophotométrique de la viabilité

cellulaire et la réponse cellulaire aux expositions chimiques (Peskin and Windterbourn, 2000).
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3.3.5 Assemblages et expérimentations en co-culture

Pour les expériences de co-cultures, les cellules sont mises en plaques dans un milieu de base
DMEM F-12 sans rouge de phénol, 2 mM glutamine (Fisher #21041-025). Ce milieu est
complété avec 1% de stripped-FBS au dextran-charcoal (Sigma-Aldrich F6765), 0.01 mg/mL
d’insuline bovin et de 5% PenStrep. Les cellules sont mises en plaques séparément pendant
24h. Plus précisément, les cellules T-47D sont mises dans des plaques a six puits a une
densité de 1 x 108 cellules/puits tandis que les cellules Hs578t sont mises en plaque dans des
inserts a six puits Transwell® (Corning) a une densité de 2 x 10° cellules/insert. Pour
'assemblage de la co-culture, les inserts contenant les cellules Hs578t sont déplacés dans les
plagues a six puits contenants les cellules T-47D. Pour s’y faire, le milieu de culture a d( étre
changé pour celui contenant le traitement désiré (préalablement préparé). Précisément, 3.5 mL
de milieu est utilisé par répétition de co-culture (1.5 mL dans l'insert et 2 mL dans le puit) afin
que les cellules puissent communiquer par I'entremise du milieu de culture. Les cellules
assemblées en co-cultures sont ensuite exposées pendant 72h avant I'extraction dARNm et la
récupération du milieu de co-culture pour des dosages subséquents par ELISA (DRG
International, No EIA-2693). A partir de '’ARNm, '’ADNc est synthétisé par la RT-PCR et suivie

de la qPCR, comme décrite dans la section 3.2.2.

3.4 RESULTATS ET DISCUSSIONS

3.4.1 Validations des lignées cellulaires

Les cellules choisies pour notre modeéle de co-culture proposé expriment les enzymes
stéroidogéniques nécessaires pour la biosynthése de l'estradiol a partir des précurseurs
androgénes. Leurs expressions vont valider la production et la sécrétion d’estradiol retrouvées
dans le microenvironnement stroma-tumoral. Autrement dit, c’est un indicateur pour déterminer
si les cellules de chaque compartiments vont pouvoir produire I'estradiol a partir de précurseurs

androgéniques comme le DHEA et/ou I'androstenedione dans le milieu de co-culture.
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Figure 3- 1. Schématisation de I’expression génique des enzymes stéroidogéniques chez les
cellules Hs578t et T-47D.

Le milieu de co-culture a été formulé en se basant sur une étude qui a démontré la
prolifération des cellules T-47D dans le milieu de culture de base DMEM au lieu du milieu de
base natif RMPI pour accomoder les cellules Hs578t (Chottanapund et al., 2014b). Le milieu de
co-culture qui avait été proposé est approprié pour les deux types cellulaires choisis pour ce

modéele de co-culture (Figure 3-2).
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Figure 3- 2. Comparaison de la croissance des cellules T-47D (A) et Hs578t (B) dans leurs milieu
respectif et le milieu de co-culture proposé (avec rouge de phénol et FBS régulier).

Contrairement au modéle pré-établi de I'unité féto-placentaire (Thibeault et al., 2014), ce

modéle n’est pas capable de synthétiser les cestrogénes de novo. Donc, ce modeéle requiert
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'ajout d’un précurseur androgénique afin de stimuler la biosynthése de I'estradiol dans I'unité
stromale. Afin de mieux représenter la réalité, la DHEA serait le précurseur idéal a ajouter dans
le milieu de co-culture. Cependant, il est trés difficile d’obtenir cette molécule di a sa nature
controversée. En premier lieu, la DHEA est une substance controllée par Santé Canada, donc il
nécessite une demande d’exemption pour y avoir accés (Health Canada, 2012). De plus, le
DHEA est reconnu comme produit dopant (agent anabolisant) par I'Agence Mondiale
d’Antidopage (Pipe et al., 2002). Donc, la testostérone a été utilisé comme précurseur

androgénique dans le modéle de co-culture puisqu’il était déja disponible dans le laboratoire.

3.4.2 Compartimentation et densité

La compartimentation est un concept important dans les modéles de co-cultures. Il existe une
variété de modéles et de techniques distinctes ayant chacun leurs applications et pertinences.
L'utilisation d’'inserts Transwell® permet de pouvoir étudier les communications intercellulaires
via le milieu de co-culture tout en récupérant les cellules pour des analyses subséquentes.
Malgré les bénéfices de compartimentation et de récupération, I'utilisation d’inserts peut étre un
facteur limitant par rapport aux manipulations au laboratoire ainsi que ses frais associés. Donc,
la compartimentation des cellules Hs578t et T-47D a été évaluée en regardant I'expression de
CYP19 et TFF1 suite a une exposition de 72h a 17p-estradiol (Figure 3-3). Les résultats
suggeérent qu’il 'y a pas d’effets significatifs pour I'expression de CYP19 et ses promoteurs
(Figure 3-3A), mais qu’il y a une induction de I'expression de TFF1 a 100 pM de 173-estradiol
(Figure 3-3B). Malgré la facilité et la simplicité technique de la préparation et les analyses des
co-cultures mixtes, il est plus difficile de distinguer et d’évaluer les deux compartiments malgré
leurs différences d’expressions géniques. Afin d’éviter le blocage des pores de la membrane
microporeuse des inserts par les cellules tumorales, les Hs578t sont placés dans les inserts et
les T-47D dans les puits lors des assemblages de co-cultures. Donc, la compartimentation des
cellules stromales et tumorales est nécessaire pour la co-culture afin d’assurer la qualité et la

reproductibilité (rendement) des données expérimentales.
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Figure 3- 3. Expression génique de CYP19 et ses promoteurs (A) et (B) TFF1 dans la co-culture
mixte exposée au 17B-estradiol.

Une fois que la compartimentation des cellules du modéle a été établie, il était
nécessaire de déterminer la densité de ces compartiments afin de maximiser les réponses. La
densité a été mesurée en comparant I'expression de TFF1 suite a une exposition d’E2 pendant
72h puisqu’il s’agit d’'un géne médié aux ER. Autrement dit, 'augmentation de I'expression de
TFF1 indique la stimulation de I'activité cestrogénique de l'unité tumorale en réponse a l'unité
stromale productrice d’E2 par la CYP19. Deux ratios de cellules ont été testés avec le modéle
de co-culture afin de vérifier les hypothéses, notamment un ratio de 1:1 (ex: 100 000
Hs578t/insert versus 100 000 T-47D/puits) et 2 :1 (ex :200 000 Hs578t/insert versus 100 000 T-
47D/puits). Le ratio de 2 :1 a été estimé afin de maximiser la production d’cestrogénes via I'unité
stromale du modeéle pour qu’elle puisse ensuite enclencher le mécanisme de rétrocontrble
positif avec les cellules tumorales. Selon les résultats obtenus, il est favorable de maintenir un

ratio de 2 :1 pour les cellules Hs578t pour les expérimentations en co-cultures (Figure 3-4).
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Figure 3- 4. Comparaison de I’expression génique de TFF1 en utilisant deux ratios de cellules
pour la densité des compartiments du modéle de co-culture Hs578t/T-47D.

3.4.3 Réponses e;estrogéniques en mono-cultures vs. co-cultures

Il est essentiel que les cellules tumorales T-47D répondent aux composés cestrogéniques afin
d’assurer les interactions entre les deux compartiments lors des essais en co-cultures.
Seulement 'unité tumorale doit répondre aux composés cestrogéniques puisqu’ils sont les seuls
a exprimer les ER et AR. Ces profils ont été effectués en vérifiant la viabilité et prolifération
cellulaire par le réactif WST-1 et I'expression génique de TFF1 (RT-gPCR) des cellules
exposées a l'estradiol. En premier lieu, la prolifération cellulaire est véritablement stimulée par
la présence d’estradiol, précisément jusqu’a 1 nM ou il commence a y avoir une inhibition aux
concentrations supérieures (Figure 3-5). Les profils d’expression ont étés comparés entre les
expositions en mono- et co-cultures pour vérifier l'influence des cellules stromales Hs578t en
présence d’E2 (Figure 3-6). L’expression de TFF1 est plus importante a une dose inférieure en
co-culture versus en mono-culture, a 30 pM et 100 pM respectivement (Figure 3-6B). Ceci
suggere fortement que I'estradiol agit sur les T-47D et permet l'induction de CYP19 chez les
cellules Hs578t. D’autre part, I'expression promoteur-spécifique de CYP19 chez les cellules
stromales a été vérifiée en mono- et co-culture (Figure 3-7). L’expression du promoteur pll et .7
sont plus stimulées en mono-culture seulement aux concentrations plus faibles d’E2, dont 1 pM
et 10 pM respectivement (Figure 3-7A). En co-culture, I'expression de 1.7 et 1.3 sont plus
importantes a 1 pM d’estradiol et se maintiennent aux concentrations plus élevées, jusqu’a 100
pM (Figure 3-7B).
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représentée (A) par I’absorbance corrigée et (B) I'induction.
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Figure 3- 7. Expression génique de CYP19 et promoteurs-spécifiques chez Hs578t en mono- (A) et
en (B) co-culture exposées a la 17-estradiol.

3.4.4 Validations des communications intercellulaires

Afin de valider les conversions des composés cestrogéniques dans les compartiments, les co-

cultures ont été co-traitées avec la testostérone et un inducteur du promoteur 1.4 de CYP19, le
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dexamethasone, afin de stimuler davantage la production d’E2. Précisément, la testostérone a
été ajoutée comme précurseur androgénique dans le milieu de co-culture afin d’étre converti en
E2 par l'unité stromale du modéle par la CYP19. Les co-traitements de testostérone et de
dexamethasone ont stimulé I'expression globale de CYP79 da a l'induction du promoteur 1.4
(Figure 3-10B et C). Le profil d’expression du promoteur 1.4 suggére d’étre dose-dépendant
(Figure 3-10C). Chez les cellules T-47D, I'exposition au dexamethasone semble augmenter la
réponse de TFF1 (Figure 3-10D). La conversion de la testostérone en estradiol est fortement

augmentée di a l'induction (environ 1000x) de CYP19 chez les Hs578t.

A 10- Testostérone B 10- + DEX
5o 1 o
8 I
‘g‘. & 6
w
E 4 E a-1
: E
2 2 2
- L 0=

;g?,\a*?& A A A

'P '@ * x x
& “9«9 @é'
Bl CYP19(Exonll-X) EH pll B 1.3 /= 17
C + DEX D
151 mm + DEX
s 3097 s -
s R >
é 2000- $ 1.0
o
F :
2 10004 2 0.5
: _ §
5 ’——2‘ [
[=]
= Ly T T T T 0.0-
& F & & R q?o"‘ qu“
& & @ ° s
N 4 R Testosterone (nM)
N

Figure 3- 8. Expression génique relative CYP19 et TFF1 en co-culture exposés a la testostérone et
en co-traitement avec DEX. Expression CYP19 promoteurs-spécifiques sans (A) et avec
dexamethasone (B et C) chez Hs578t et (D) TFF1 chez T-47D.
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3.4.5 Premieéres évaluations des insecticides néonicotinoides

Les effets des néonicotinoides sur l'expression promoteur-spécifique ainsi que [activité
catalytique de I'aromatase chez les cellules Hs578t ont été démontrés dernierement par Dre
Caron-Beaudoin (voir Annexe). Les résultats obtenus de cette étude a déclenché le
développement du nouveau modéle de co-culture utilisant les cellules Hs578t et T-47D. Les
insecticides néonicotinoides imidaclopride et thiaclopride ont été étudiés et ont démontré des
effets a des doses de 0.1 yM a 10 yM, ce que I'on retrouve dans la realité (Main et al., 2014;
Starner and Goh, 2012). Donc, afin de comparer les effets de ces néonicotinoides en mono-
culture et en co-culture, les doses utilisées pour les évaluations en co-cultures ont demeurée
les mémes que celles ayant des effets significatifs, avec et sans la présence de la testostérone
comme précurseur. Premiérement, les effets des néonicotinoides ont été vérifiés chez les
cellules T-47D seules afin de pouvoir comparer avec les expérimentations en co-cultures. Le
thiaclopride, le thiamethoxame et limidaclopride tous a 3 pM ne semble pas affecter
I'expression génique de TFF1 chez les cellules T-47D (Figure 3-11A). Une exposition de 72h en
co-culture d’imidaclopride aux concentrations provenant de I'étude précédente (0.1, 0.3 et 3 uM)
ne semblent pas affecter 'expression de TFF1 (Figure 3-11B). Malheureusement, des difficultés
techniques n’'ont pas permis une extraction d’ARN efficace des cellules Hs578t en co-culture
exposées a l'imidaclopride 72h donc il n’est pas possible de comparer I'expression CYP19
promoteur-spécifique des Hs578t exposés a I'imidaclopride pendant 24h (voir annexe) et 72h.
Sans précurseur androgénique, les néonicotinoides n’ont pas d’effets cestrogéniques chez les
T-47D en mono-culture et en co-culture. Comme décrit précédemment, un précurseur
androgénique comme la DHEA est nécessaire afin de provoquer la réaction desmoplastique
entre les deux compartiments du modéle du microenvironnement stromale-tumorale du cancer

du sein.
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recréant le microenvironnement stroma/tumoral du cancer du sein hormono-dépendant.

La DHEA environnant entre dans les cellules Hs578t afin d’étre convertie en estradiol. Cet
estradiol est ensuite relachée et se lient aux récepteurs aux cestrogenes des cellules tumorales
T-47D, ce qui enclenche I'expression génique du gene TFF1. Cette activation stimule la
prolifération des cellules tumorales, ce qui permet la sécrétion de facteurs inflammatoires dont
linterleukine-6 et -11, ainsi que la prostaglandine E2. Ces facteurs induisent I'activité de
'aromatase des cellules stromales, ce qui stimule davantage la biosynthése et le relachement
d’estradiol dans le microenvironnement, créant cette boucle de rétrocontrdle positive.

3.5 CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

En conclusion, les lignées cellulaires humaines Hs578t et T-47D choisies pour ce nouveau
modeéle sont pertinentes pour recréer le microenvironnement stromal-tumoral du cancer du sein
hormono-dépendant. Les premiéres évaluations démontrent que les deux types cellulaires
répondent aux hormones stéroides comme l'estradiol et la testostérone comme prévues, selon
les profils d’expressions géniques pour CYP19 et TFF1 en mono- et co-cultures. Précisément,
les évaluations avec les néonicotinoides en co-cultures démontrent que les profils
d’expressions promoteurs-spécifiques de CYP719 correspondent aux profils observés dans

l'étude précédente (en annexe). De plus, les profils d’expressions de TFF1 confirment
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davantage les communications entre les deux compartiments du modéle de co-culture. Donc,
ce nouveau modele de co-culture est promettant comme outil pertinent pour le criblage et les
études fondamentales des produits chimiques avec des propriétés perturbatrices

endocriniennes.

Comme perspectives, plusieurs évaluations sont encore nécessaires pour le nouveau
modele afin de confirmer que le microenvironnement stromale/tumorale est véritablement
recréé en utilisant ces deux lignées cellulaires. Une série d’évaluations devrait étre effectuée
utilisant des inducteurs et inhibiteurs de I'aromatase, en plus de mesurer la sécrétion des
facteurs inflammatoires et stéroidogénique afin de valider la réaction desmoplastique entre les
cellules Hs578t et T-47D. Ces évaluations devront étre bien établies précédemment aux
dépistages avec divers perturbateurs endocriniens. Parallélement, les cellules transfectées T-
47D-KBluc (ATCC CRL-2865) exprimant la luciférase (Wilson, Bobseine and Jr., 2004)
devraient étre utilisées comme modéles supplémentaires pour valider les réponses
cestrogéniques en évitant ['utilisation de I'expression de TFF1 par RT-gPCR comme

biomarqueur dans le modéle de co-culture.
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4 CHAPITRE 4 : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES GENERALES

Dans les deux modéles de co-cultures représentant des environnements endocriniens féminins
importants, les insecticides néonicotinoides exercent des effets sur la stéroidogenése. Ces
modeéles cellulaires en co-cultures ont permis d’approfondir 'importance des communications
intercellulaires des microenvironnements endocriniens humains. Les modéles cellulaires en co-
cultures physiologiquement représentatifs sont des approches trés prometteuses non
seulement pour tester les composés chimiques mais aussi pour les recherches fondamentales.
Ces modeéles permettent d’étudier des paramétres tissulaires importants qui ne sont pas
possibles avec les modéles cellulaires en monocultures. Ces travaux en sciences
expérimentales de la santé ont contribué a l'initiative des trois « R », premiérement en utilisant
un modeéle en co-culture de l'unité féto-placentaire préétabli comme outil de dépistage et
deuxitmement en développant un nouveau modéle recréant spécifiquement le
microenvironnement stromal-tumoral du cancer du sein hormono-dépendant. Une perspective
future pour le modéle de 'unité féto-placentaire serait de remplacer les cellules BeWo et H295R
pour des cellules souches humaines afin de répondre aux limites posées par ['utilisation des
lignées cellulaires cancéreuses pour ce microenvironnement physiologique. Le raffinement du
nouveau modeéle de co-culture Hs578t/T-47D va étre poursuivi afin de pouvoir I'utiliser comme
outil de dépistage pour les perturbateurs endocriniens. Ces modeles de co-cultures visent a

réduire I'utilisation des animaux en recherche fondamentale et appliquée.
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6 ANNEXE

ARTICLE : EFFECTS OF NEONICOTINOID PESTICIDES ON
PROMOTER-SPECIFIC AROMATASE (CYP19) EXPRESSION
IN HS578T BREAST CANCER CELLS AND THE ROLE OF THE
VEGF PATHWAY

Elyse Caron-Beaudoin, Rachel Viau et J. Thomas Sanderson
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6.1 Résumé de l’article

L’aromatase (CYP19) est un enzyme clé dans la biosynthése des cestrogénes. Dans la glande
mammaire, le géne CYP19 est exprimé faiblement sous la régulation de son promoteur 1.4.
Dans le cancer du sein hormono-dépendant, les cellules de fibroblastes entourant la tumeur
expriment des niveaux surélevés dARNm de CYP19 di a une diminution de lactivité du
promoteur 1.4 et une augmentation de l'activité des promoteurs PII, 1.3 et I.7. Peu d’information
existe en ce qui concerne les effets de contaminants sur I'expression promoteur-spécifique de
CYP19. L'objectif des travaux étaient de déterminer les effets de deux néonicotinoides
(thiaclopride et I'imidaclopride) sur I'expression promoteur-spécifique de CYP719 dans les
cellules de cancer du sein Hs578t et de comprendre les voies de signalisations impliquées. Les
cellules Hs578t ont été exposées a des stimulants variés de voies de signalisations ou les
néonicotinoides pendant 24h. L’'expression promoteur-spécifique de CYP19 a été déterminée
par réaction en chaine PCR en temps réel et I'activité catalytique de I'aromatase par I'essai du
libération d’eau tritiée. A notre connaissance, nous sommes les premiers & démontrer que le
promoteur normal 1.4 et les promoteurs pertinents au cancer du sein pll, 1.3 et 1.7 de CYP19
sont actifs chez ces cellules. Nous avons trouvé que I'expression de CYP19 via les promoteurs
Pll, 1.3 et 1.7, chez les cellules Hs578t, étaient, en partie, dépendantes de I'activation de deux
voies de signalisations VEGF: MAPK (mitogen-activated protein kinase) 1 et 3 et
phospholipase C (PLC). Les expositions aux cellules Hs578t a des concentrations
environnementales d’imidaclopride et thiaclopride ont résulté a un changement dans ['utilisation
des promoteurs, impliquant linhibition de I'activité du promoteur 1.4 et une augmentation de
l'activité et I'expression de 'aromatase médiée par les promoteurs PlI, 1.3 et |.7. Les effets les
plus importants ont été observés a des concentrations plus faibles. Nos résultats suggérent que
I'imidaclopride et le thiaclopride exercent leurs effets, au moins en partie, en induisant les voies
de signalisations MAPK 1 et 3 et/ou PLC. Nous avons démontrés in vitro que les
néonicotinoides pourraient stimuler un changement dans l'utilisation des promoteurs CYP19 de
fagon similaire a ce qui a été observé chez des patientes atteintes du cancer du sein hormono-

dépendant.
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6.2 CONTRIBUTION DE L’ETUDIANT A L’ARTICLE

Rachel Viau a collaboré dans le lancement de ce projet pendant les deux années précédant son
inscription au programme de maitrise en sciences expérimentales de la santé (stagiaire
pendant I'été 2015 et étudiante libre de deuxiéme cycle durant I'été 2016). Elle a contribuée
dans la I'obtention de données ainsi qu’aux analyses de PCR en temps réel quantitatif (QPCR)
de CYP19 et aux analyses de l'activité catalytique de I'aromatase par la libération d’eau ftritiée.
Ce projet a été le déclenchement pour le nouveau modéle de co-culture du cancer du sein
hormono-dépendant utilisant les lignées cellulaires Hs578t et T-47D. Le développement du
nouveau modele de co-culture recréant le microenvironnement stromale/tumorale était une des
perspectives de ce projet. Ces travaux ont permis a Rachel Viau de se familioriser avec les
cellules Hs578t avant de poursuivre au développement du nouveau modéle de co-culture. Cette
article est placé en annexe au mémoire puisque les résultats sont complémentaires au chapitre
3.
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Effects of Neonicotinoid Pesticides on Promoter-Specific
Aromatase (CYP19) Expression in Hs578t Breast Cancer Cells
and the Role of the VEGF Pathway

Elyse Caron-Beaudoin, Rachel Viau and J. Thomas Sanderson

INRS-Institut Armand-Frappier, Université du Québec, Laval, QC, Canada

Department of Occupational and Environmental Health, School of Public Health, Université de Montréal,
Montreal, Quebec, Canada

ABSTRACT

Aromatase (CYP19) is a key enzyme in estrogens biosynthesis. In the mammary gland, CYP19

gene is expressed at low levels under the regulation of its 1.4 promoter. In hormone-dependent
breast cancer, fibroblast cells surrounding the tumor express increased levels of CYP19 mRNA
due to a decrease of 1.4 promoter activity and an increase of PlI, 1.3, and |.7 promote ractivity.
Little is known about the effects of environmental chemicals on the promoter-specific CYP19
expression. We aimed to determine the effects of two neonicotinoids (thiacloprid and
imidacloprid) on promoter-specific CYP719 expression in Hs578t breast cance rells and
understand the signaling pathwaysinvolved. Hs578t cells were exposed to various signaling
pathway stimulants or neonicotinoids for 24h. Promoter-specific expressionof CYP19 was
determined by real-time quantitative polymerase chain reaction and catalytic activity of
aromatase by tritiated water release assay. To our knowledge, we are the first to demonstrate
that the normal 1.4 promoter and the breast cancer-relevant PII, 1.3, and 1.7 promoters of CYP19
are active in these cells. We found that the expression of CYP19 via promoters PII, 1.3, and 1.7
in Hs578t cells was, in part, dependent on the activation of two VEGF signaling pathways:
mitogen-activated protein kinase (MAPK) 1/3 and phospholipase C (PLC). Exposure of Hs578t
cells to environmental concentrations of imidacloprid and thiacloprid resulted in a switch in
CYP19 promoter usage, involving inhibition of 1.4 promoter activity and an increase of PlII, 1.3,
and 1.7 promoter-mediated CYP19 expression and aromatase catalytic activity. Greater effects
were seen at lower concentrations. Our results suggest that thiacloprid and imidacloprid exert
their effects at least partially by inducing the MAPK1/3 and/or PLC pathways. We demonstrated
in vitro that neonicotinoids may stimulate a change in CYP19 promoter usage similar to that

observed in patients with hormone-dependent breast cancer.
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6.3 INTRODUCTION

In 2015, 25 000 women were diagnosed with breast cancer in Canada (Canadian Cancer
Society, 2015). In the United States, it was expected that 246 660 new cases of breast cancer
would be diagnosed in 2016 (Siegel et al., 2016). Of these, 70% of diagnosed breast cancers
are hormone-dependent. In this type of cancer, increased local estrogen is produced, resulting
in greater concentrations in the tumor microenvironment, which stimulates the proliferation of
breast cancer epithelial cells (Ghosh et al., 2009, Yamaguchi et al., 2009). Aromatase (CYP19)
is a key enzyme in the biosynthesis of estrogen, since it is responsible of the final conversion of
androstenedione to estrone, and testosterone to estradiol (Bulun et al., 2003). CYP19 gene is
expressed in a tissue-specific manner by the activation of various promoters located in the non-
coding region of the gene. For example, in premenopausal women, CYP19 is mostly expressed
in ovaries by the activity of promoters PIl and 1.3. In pregnant women, the placenta expresses
CYP19 via the 1.1 and, to a lesser extent, 1.8 promoter (Demura et al., 2008, Simpson et al.,
1994). In the breast, CYP19 is expressed at low levels in fibroblast cells (stromal preadipocytes)
and driven by the 1.4 promoter. In breast cancer, a series of unknown events leads to the
inhibition of .4 promoter activity, and the activation of several promoters that are normally
inactive in the stromal cells of the mammary gland, namely PII, 1.3 and 1.7 (Agarwal et al., 1996,
Bulun et al., 2012, Harada et al., 1993, Subbaramaiah et al., 2012, Zhou et al., 1997, Zhou et
al., 2005). This unique switch in promoter usage results in an increase of overall CYP19 gene
expression, aromatase catalytic activity and subsequent estrogen biosynthesis. In addition,
malignant breast epithelial cells secrete a number of cytokines into the tumor microenvironment,
such as tumor necrosis factor 1-alpha (TNFa) and interleukin-11 (IL-11). These cytokines are
involved in triggering a desmoplastic reaction, which is characterized by a blockade of the
normal differentiation of fibroblast cells expressing high levels of aromatase, into adipocytes,
which express lower enzyme levels, resulting in the accumulation of undifferentiated estrogen-
producing fibroblast cells surrounding the malignant epithelial cells (Meng et al., 2001).
Moreover, malignant epithelial cells synthesize prostaglandin E2 (PGE>), which binds to its G-
protein-coupled PGE: receptor to stimulate the production of cyclic AMP (cAMP), which
increases CYP19 expression by activating promoters PIl and 1.3 (Chen et al., 2007,
Subbaramaiah et al., 2012). PGE: can also activate the orphan nuclear receptor homologue-1
(LRH-1), known to induce CYP19 expression in breast tissue (Zhou et al., 2005). Increased
levels of PGE,, TNFa and IL-11 in the tumor microenvironment only partially explain the

promoter-switch in regulation of CYP19 expression that occurs in hormone-dependent breast
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cancer patients. Another potential contribution to the promoter-switch in CYP19 expression is
the vascular endothelial growth factor (VEGF) receptor signalling pathway. The VEGF receptor
(VEGFR) signalling pathway plays a central role in angiogenesis. More precisely, secretion of
VEGF is associated with proliferation of vascular endothelial cells (Schneider et al., 2007). It has
been demonstrated that VEGF and its receptors are overexpressed in breast cancer (Adams et
al., 2000, Konecny et al., 2004). Furthermore, we know that VEGF promotes angiogenesis and
endothelial cells permeability by activating ERK 1/2 (MEK/MAPK1/3) (Breslin et al., 2003, Pai et
al., 2001, Xu et al., 2008) and PLC/PKC (Cross et al., 2001, Jiang et al., 2015).

Given the importance of aromatase in hormone-dependent breast cancer, understanding
the regulation of promoter-specific expression of CYP19 is paramount to assess potential
impacts of environmental contaminants on the development of this disease. Indeed, there is
growing evidence that exposure to contaminants, such as pesticides, is a risk factor for
hormone-dependent breast cancer (Cohn et al., 2007, Fernandez et al., 2004, Mathur et al.,
2002, Xu et al., 2010). A lot of research has focused on effects of endocrine disruptors on the
estrogen receptor (Bouskine et al.,, 2009, Roy et al., 2009, Rubin et al., 2001). The enzyme
aromatase has been identified as a target for endocrine disrupting chemicals including
environmental pesticides. However, we have little information on the roles that environmentally
relevant levels of chemicals may play in these events. It was demonstrated that atrazine, an
herbicide, induces estradiol synthesis in human cell lines by the activation of Pll/l.3-mediated
CYP19 expression (Caron-Beaudoin et al., 2016, Sanderson et al., 2002). More precisely,
atrazine induces the synthesis of cAMP, which can have a direct effect on the signalling
pathways implicated in the activation of the PIlI and 1.3 promoters of CYP19 (Fan et al., 2007b,
Sanderson et al.,, 2002, Sanderson et al, 2001). Furthermore, our laboratory recently
demonstrated that the neonicotinoids thiacloprid and thiamethoxam induce PII/l.3-mediated
CYP19 expression as well as aromatase catalytic activity in a non-monotonic manner in H295R
adrenocortical carcinoma cells, at relatively low concentrations (Caron-Beaudoin et al., 2016).
We also demonstrated that three neonicotinoids (thiacloprid, thiamethoxam and imidacloprid)
increased the production of estrone and estradiol, yet strongly inhibited the production of estriol,
in a fetoplacental co-culture model of steroidogenesis during pregnancy (Caron-Beaudoin et al.,
2017). The impacts of neonicotinoid insecticides on human health have not been studied in any
detail, but an increasing body of evidence suggests they have the potential to disrupt endocrine
functions (Bal et al., 2012, Hoshi et al., 2014, Kapoor et al., 2011, Sekeroglu et al., 2014). For

example, female rats exposed to imidacloprid through diet (20 mg/kg/day) showed decreased
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ovarian weights and alterations in progesterone and follicle-stimulating hormone levels (Kapoor
et al., 2011).

Neonicotinoids are widely used pesticides that have been linked to Honey Bee Colony
Collapse Disorder (Goulson, 2013, Henry et al.,, 2012a). In 2012, 216 000 kg of active
neonicotinoids were applied on 11 million hectares in Canada (Main et al., 2014). These
insecticides exert their effects by binding to nicotinic acetylcholine receptors, and they are used
as seed coating in a variety of crops, fruits and vegetables. Neonicotinoids’ half-lives can reach
1250 days for imidacloprid (Main et al., 2014), and these insecticides are detected in surface
water and soil (Schaafsma et al., 2015, Starner et al.,, 2012, Stokstad, 2013). Due to their
relative persistence in the environment, and because neonicotinoids are used as seed
treatments and repeatedly applied, concerns regarding human exposure have been raised.
Imidacloprid has been detected in 89% of water samples in California, and concentrations were
exceeding the United States Environmental Protection Agency’s aquatic life benchmark dose in
19% of samples (Starner et al., 2012). In wetlands in Saskatchewan, Canada, concentrations of
clothianidin and thiamethoxam were found to be as high as 3110 ng/L (Main et al., 2014).
Furthermore, it was recently demonstrated that residues from at least one neonicotinoid were
detected in vegetables and fruits purchased from grocery stores in Boston, United States, with
concentrations reaching 100.7 ng/g. In this study, at least two different neonicotinoids were
detected in 72% of fruits and 45% of vegetables (Chen et al., 2014). Finally, a study conducted
in Japan analyzed neonicotinoids metabolites in urine samples of farmers. 3-furoic acid, the
major metabolite of the neonicotinoid dinotefuran, was detected in all urine samples with
concentrations reaching 0.13 pM (Nomura et al., 2013). Ueyama et al. (2015) also measured
urinary neonicotinoid levels in females from the general Japanese population. Thiacloprid and
imidacloprid were detected at concentrations up to 0.01 yM. The human exposure to
neonicotinoid insecticides highlights the need to investigate their potential endocrine disrupting

effects, especially at environmentally relevant concentrations.

Objectives. Using Hs578t cells as a breast cancer-relevant in vitro model, we aimed to
understand the signalling pathways implicated in the expression of CYP19 via the activity of
promoters 1.4, 1.7, 1.3 and PIl, and whether neonicotinoids can induce a promoter-switch in

CYP19 expression, as has been described in breast cancer patients.
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6.4 MATERIAL AND METHODS

6.4.1 Reagents

Thiacloprid (Pestanal® #37905, purity>99%) and imidacloprid (Pestanal® #37894, purity>99%)
were obtained from Sigma-Aldrich (Saint-Louis, MO) and dissolved in sterile dimethylsulfoxide
(DMSO) (Sigma-Aldrich) as 100 mM stock solutions. The selective MAPK 1/3 pathway inhibitor
PD98059 was purchased from Fisher Scientific (Waltham, MA) and dissolved in DMSO as a 50
mM stock solution. The phospholipase C (PLC) inhibitor U73122 (Calbiochem, LaJolla, CA) was
dissolved in DMSO as a 2 mM stock solution. Forskolin and dexamethasone were dissolved in
DMSO as 10 mM and 100 pM stock solutions, respectively. VEGF was purchased from
American Type Culture Collection (ATCC) (Rockville, MD) at a concentration of 5.0 ug/mL.

6.4.2 Cell Culture

Hs578t cells (American Type Culture Collection, no. HTB-126) are triple-negative breast cancer
epithelial cells derived from a 74-year-old patient with mammary carcinoma. Triple negative
cells do not express estrogen or progesterone receptors, and do not display amplification of the
human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) (Chavez et al.,, 2010). Cells from low
passages (below 9) were cultured in Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM #30-2002)
containing 4 mM of L-glutamine, 4500 mg/L of glucose, 1 mM of sodium pyruvate and 1500
mg/L of sodium bicarbonate. Medium was completed with 10% fetal bovine serum (FBS) and
with 0.01 mg/mL of bovine insulin (Sigma Aldrich). Hs578t cells were exposed to various
concentrations of each compound in culture media at a final DMSO concentration of 0.1%. To
determine which CYP19 promoters are active, Hs578t cells were exposed for 24 hours to 10 uM
forskolin, 100 nM dexamethasone or 2.5 ng/mL VEGF. To determine which VEGF signalling
pathways are implicated in the promoter-specific expression of CYP19 in Hs578t cells, cells
were exposed to the PLC or MAPK 1/3 inhibitors 4 hours prior to the addition of forskolin,
dexamethasone or VEGF for 24 hours. To investigate the effects of neonicotinoids on CYP1719
expression, Hs578t cells were exposed to various concentrations of thiacloprid or imidacloprid
for 24 hours. Finally, to determine if neonicotinoids exert their effects on CYP19 expression via
the PLC and/or MAPK1/3 pathways, Hs578t cells were exposed to the selective inhibitors for 4

hours prior to a 24 hours exposure to 0.1 uM thiacloprid or imidacloprid.
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6.4.3 Cell viability

The cytotoxicity of thiacloprid and imidacloprid was determined using a WST-1 kit (Roche,
Basel, Switzerland), which measures mitochondrial reductase activity in viable cells. Hs578t
cells were incubated for 24 hours in 96-well plates (5 x 10° cells/well) in their culture medium
(see section 6.4.2). After this period, cells were exposed for 24 hours to fresh medium
containing various concentrations of thiacloprid or imidacloprid. Cells were then incubated with
WST-1 substrate for 1.5 hour after which the formation of formezan was measured at an
absorbance wavelength of 440 nm using a SpectraMax M5 spectrophotometer (Molecular

Devices, Sunnyvale, CA).

6.4.4 RNA isolation and amplification by quantitative RT-PCR

Real-time quantitative PCR (qPCR) is a well-established method used to determine gene
expression levels. Our method, insuring strong RNA quality, primer design and choice of
reference genes was previously published (Caron-Beaudoin et al., 2016) following
recommendations from Taylor et al. (2010). Hs578t cells were cultured for 24 hours in 6-well
plates (CellBind, Corning Incorporated, Corning, NY) (7.5 x 10° cells/well) containing 2 ml
medium/well. To investigate signalling pathways implicated in CYP19 expression in Hs578t
cells, cells were exposed to various potential inducers and inhibitors of signalling pathways
implicated in the activation of specific promoter (see section 6.4.2).

Dexamethasone (100 nM), a glucocorticoid known to induce 1.4 promoter-mediated
CYP19 expression (Sigma-Aldrich), and forskolin (10 uM) (Sigma-Aldrich), a known inducer of
Pll/I.3-mediated CYP19 expression, were used as positive controls. VEGF (2.5 ng/mL) was
used as a positive control for the induction of CYP719 expression via its endothelial .7 promoter.
U73122 (2 pM) and PD98059 (50 uM), inhibitors of PLC and MAPK 1/3 pathways, respectively,
were used to determine the role of these pathways in the promoter-specific expression of
CYP19. DMSO (0.1% or 0.2% for co-exposures) was used as vehicle control. RNA was isolated
using an RNeasy mini-kit (Qiagen, Mississauga, ON) according to the enclosed instruction, and
stored at -80°C. Purity of the RNA samples was determined by measuring the 260nm/280nm
absorbance ratio. Reverse transcription was performed using 0.5 pg of RNA with an iScript
cDNA Synthesis Kit (BioRad, Hercules, CA) and T3000 Thermocycler (Biometra, Goéttingen,
Germany); resultant cDNA was stored at -20°C. Preamplification of the obtained cDNA was

performed using a PreAmp Kit (BioRad, Hercules, CA). Briefly, preamplification is a
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supplemental step that amplifies cDNA for 10 cycles using classic PCR, along with the
necessary primer pairs (for reference genes and genes of interest). This method is useful to
determine the level of expression of genes that are expressed at endogenously low levels,
which is the case for CYP79 in the mammary gland. The preamplified cDNA obtained after this

step was stored at -20°C and used to perform real-time quantitative PCR.

Primer pairs were designed to amplify mRNA species containing an untranslated 5'
region uniquely derived from the promoters 1.4, PIl, 1.3 or 1.7 of CYP19; a primer pair designed
to recognize only the coding region (exons 1I-X) was used to amplify overall (promoter non-
distinct) CYP19 transcript. All the primer pairs were analyzed with Blast and Primer-Blast (NCBI)
to ensure their specificity. Real-time quantitative PCR was performed with EvaGreen MasterMix
(BioRad) using a CFX96 Real-Time PCR Detection System (BioRad) (95°C for 5 min; 40 cycles
of 95°C for 5 sec and 60°C for 15 sec) (Table 6-1). For each pesticide treatment, a minimum of
two suitable reference genes was determined using the geNorm algorithm method (Biogazelle

gbase Plus software, Zwijnaarde, Belgium).

Tableau 6- 1. Primer-pair sequence used for amplification of promter-specific CYP79 expression
and their amplification characteristics in Hs578t cells

CYP19 Primer pairs (5'—3’) Amplification Tissue-specific Reference and NCBI
promoter characteristics expression accession number
in Hs578t
g:::;g- Fw: TGTCTCTTTGTTCTTCATGCTATTTCTC rS2t:r6dS£)d1 ourb : Detects all aromatase | Sanderson et al. (2000)
region Rv : TCACCAATAACAGTCTGGATTTCC Efficiency : trafnscrlpts regeylrdless M22246
92.8% of promoter utilized.
CYP19-14 | £\, . GGCTCCAAGTAGAACGTGACCAACTG f}i”&gﬂ curb : Expressed in Heneweer et al. (2004)
Rv : CAGCCCAAGTTTGCTGCCGAA Efficiency : fibroblasts in the S52794
101.9% normal mammary
gland.
CYP19-PIl | £\ . TCTGTCCCTTTGATTTCCACAG rSZting ggd?curb : Expressed in ovaries, | Heneweer et al. (2004)
Rv : GCACGATGCTGGTGATGTTATA Efficiency : btestes and stroma of S52794
108.9% reast cancer patients.
CYP1913 | Fw: GGGCTTCCTTGTTTTGACTTGTAA Slandar U | Expressed inovaries, | Wang et al. (2008)
Rv : AGAGGGGGCAATTTAGAGTCTGTT Efficiency : btestes and stroma of D30796
95.7% reast cancer patients.
CYPISLT | Fw: ACACTCAGCTTTTTCCCAACA Slandard U | Expressed inovaries, | NM_001347251
Rv : TTTCACCCCTTTCTCCGGTC Efficiency : testes and stroma of
90.7% breast cancer patients.

Note: Fw, forward; NCBI, National Center Biotechnology Information; Rv, reverse.
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6.4.5 Aromatase catalytic activity

Aromatase activity was measured using a tritiated water-release assay as described previously
(Caron-Beaudoin et al., 2016, Sanderson et al., 2000). Briefly, Hs578t cells were cultured in 24-
well plates (400,000 cells/well) containing 1 mL of culture medium. After 24 hours, cells were
exposed to various concentrations of pesticides for another 24 hours. The treated medium was
then removed and cells were washed twice with 500 uL PBS (1X). A volume of 250 uL of culture
medium (without phenol red) containing 54 nM 1B-2H-androstenedione was added to each well,
and cells were incubated for 150 minutes at 37°C (5% CO.). Further steps were as described
previously (Sanderson et al., 2000). Tritiated water was counted in 24-well plates containing
liquid scintillation cocktail using a Microbeta Trilux (PerkinElmer, Waltham, MA). Counts per
minute emitted from each sample were corrected for quenching to determine disintegrations per
minute, which were then converted into aromatase activity (fg/h/100,000 cells) and then
expressed as a percent of control activity (DMSO). Formestane (1 pM), a selective and

irreversible aromatase inhibitor, was used to ensure specificity for the aromatase reaction.

6.4.6 Statistical analysis

Results are presented as means with standard errors of three independent experiments using
different cell passages; per experiment, each treatment was tested in ftriplicate. The normal
distribution of the residuals and the homoscedasticity of the data were verified for each analysis
using JMP Software (SAS, Cary, NC). Statistically significant differences (* p<0.05; ** p<0.01;
*** p<0.001) from control were determined by one-way analysis of variance (ANOVA) followed
by a Dunnett post-hoc test to correct for multiple comparisons to control using GraphPad Prism
v5.04 (GraphPad Software, San Diego, CA).

6.5 RESULTS

6.5.1 Promoter-specific expression of CYP19 in Hs578t cells

None of the tested neonicotinoid insecticides (0.03, 0.1, 0.3, 3 and 10 pM) was cytotoxic (data
not shown). We determined the effects of a 24 hours exposure to various pharmacological
compounds on the promoter-specific induction of CYP719 gene expression in Hs578t cells (Fig

6-1). Dexamethasone (100 nM) was used as an inducer of |.4-mediated CYP719 expression,
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while forskolin (10 yM) was used to induce PII/l.3-mediated CYP19 expression. VEGF (2.5
ng/mL) was used as a potential inducer of .7-mediated CYP19 expression (Kalluri et al., 2006).
In Hs578t cells exposed to vehicle control (0.1% DMSO), basal CYP19 expression appeared to
be driven by the 1.4 promoter (Cq=31; quantification cycle; the amplification cycle at which
accurate quantification of expression levels can be made), the PIl (Cq = 32 ), I.7 (Cq = 33.5)
and 1.3 (Cq = 36) promoters of aromatase. In Hs578t cells exposed to 100 nM dexamethasone,
1.4 promoter-derived CYP79 mRNA levels were induced 264 + 85 fold compared to DMSO
control, whereas no changes were observed in Pll, 1.3 and 1.7 promoter-derived CYP79 mRNA
levels. Forskolin (10 uM) induced PIl and 1.3 promoter-mediated CYP719 expression by 4.6 + 0.4
and 2.3 + 0.3 fold, respectively, with no effects observed on transcripts derived from the 1.7
promoter activity (Fig 6-1A). Finally, VEGF significantly induced 1.7 and Pll-mediated CYP19
expression by 13.7 = 1.2 and 6.6 £ 0.4 fold, respectively, in Hs578t cells (Fig 6-1A). 1.3
promoter-mediated CYP19 expression was also slightly increased by VEGF, but this was not
statistically significant. To determine if the observed changes in promoter-derived transcripts
levels translated into changes in aromatase activity, we measured the catalytic activity of
aromatase in Hs578t cells exposed to dexamethasone, forskolin and VEGF. Dexamethasone
(100 nM), forskolin (10 uM) and VEGF (2.5 ng/mL) induced aromatase catalytic activity by 1973
+ 673, 166 + 23 and 169 * 25 fold respectively, compared to DMSO control (Fig 6-1B).
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Figure 6- 1. (A) Relative expression of CYP19 coding region (nonpromoter-specific or total), and
1.4, PIlI, 1.3, and 1.7 promoter-derived CYP19 transcripts in Hs578t cells (fold DMSO control). (B)
Aromatase catalytic activity in Hs578t cells exposed to dexamethasone (DEX) 100 nM, forskolin
(Frsk) 10 pM, vascular endothelial growth factor (VEGF) 2,5 ng/mL, or formestane (Form) 1 uM.

Experiments were performed in triplicate with three different cell passages; per experiment,
each treatment was tested in triplicate. Cells were exposed to treatments for 24h. *, p<0.05.
Statistically significant difference between treatments compared with DMSO (Student t-test).

6.5.2 VEGF-mediated signalling pathways implicated in CYP19

expression in Hs578t cells

To assess the involvement of two VEGF signalling pathways (PLC and MAPK 1/3 pathways) in
the promoter-specific expression of CYP19, Hs578t cells were co-treated with selective
inhibitors of these pathways 4 hours prior to the addition of VEGF or forskolin. Co-treatment of
Hs578t cells with the PLC inhibitor U73122 (2 uM) and forskolin (10 uM) resulted in significantly
reduced relative expression levels of CYP19 (exon II-X: 1.4 £ 0.2 fold) (Fig 6-2A), PII- and 1.3
promoter-mediated CYP19 expression (2.7 + 1.1 and 2.0 £ 0.8 fold, respectively) (Fig 6-2B-C)
compared to forskolin treatment alone for exon [I-X (5.7 £ 0.83 fold) (Fig 6-2A), PIl (33 £ 14 fold)
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(Fig 6-2B) and I.3-mediated CYP19 expression (17.7 + 9.5 fold) (Fig 6-2C). Furthermore, co-
treatment of Hs578t cells with the MEK/MAPK 1/3 inhibitor PD98059 (50 uM) followed by VEGF
(2.5 ng/mL) also resulted in a significantly reduced relative expression of CYP79 exon II-X (0.59
1 0.25 fold) (Fig 6-2A) and |.7-mediated CYP19 expression (2.9 + 1.6 fold) (Fig 6-2D) compared
to VEGF treatment alone for exon II-X (4.3 + 1.3 fold) (Fig 6-2A) and |.7-mediated CYP19
expression (35.0 + 6.4 fold) (Fig 6-2D). Taken together, these results strongly suggest the
involvement of two VEGF signalling pathways, namely PLC and MEK/MAPK 1/3, in the

promoter-specific expression of CYP19 in Hs578t breast cancer cells.
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Figure 6- 2. Relative expression of (A) CYP19 coding region (non promoter-specific or total), and
CYP19 transcripts derived from promoters (B) PIl, (C) 1.3, and (D) 1.7 in Hs578t cells (fold DMSO
control).

Cells were exposed for 24 h to 10uM forskolin (Frsk) or 2.5 ng/mL VEGF, inducers of PII/.3 or
|.7 promoter-mediated CYP19 expression, in the presence or absence of selective inhibitors of
the PLC (U73122; 2 uM) or MEK/MAPK 1/3 (PD98059; 50 uM) signaling pathways.
Experiments were performed in triplicate with three different cell passages; per experiment,
each treatment was tested in ftriplicate. *, p<0.05. Statistically significant difference between
Hs578t cells pretreated with U73122 compared with those treated with Frsk alone, or between
Hs578t cells pretreated with PD98059 compared with those treated with VEGF alone (Student t-
test). #, p<0.05. Significantly different from DMSO control (Student t-test)
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6.5.3 Effects of neonicotinoids on promoter-specific expression of CYP19
in Hs578t cells

In cells exposed to thiacloprid (0.1-10 uM), a switch in promoter usage for CYP19 expression
was observed, characterized by a decrease of |.4-mediated CYP1719 expression and an increase
of PIl-, 1.3- and 1.7-mediated CYP19 expression leading to an overall induction of the expression
of CYP19 transcript containing promoter-non-specific coding region (exon I[I-X) (Fig 6-3A).
Greater effects were seen at lower concentrations. In Hs578t cells exposed to 0.1 uM
thiacloprid, relative expression via the .4 promoter was decreased to 0.046 + 0.041 fold of
DMSO control, while PIl (34.49 + 12.07 fold), |.7-mediated CYP19 (3.54 £ 0.80) and overall
exon II-X expression (57.37 + 37.22 fold) were significantly induced compared to DMSO control
(Fig 6-3A). |1.3-mediated CYP19 expression appeared to increase by 2.00 + 0.05 fold, although
this was not statistically significant. We did not detect any statistically significant differences in
the promoter-specific expression of CYP79 among the tested concentrations. We also observed
an increase of the catalytic activity of aromatase at 0.1, 0.3 and 10 uM thiacloprid, with greater

increases at lower concentrations (Fig 6-3B).
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Figure 6- 3. (A) Relative expression of CYP19 coding region (non promoter-specific or total), and
1.4, PIl, 1.3, and 1.7 promoter-derived CYP19 transcripts in Hs578t cells (fold DMSO control). (B)
Aromatase catalytic activity in Hs578t cells exposed to thiacloprid (0.03, 0.1, 0.3, 3, and 10 pM).

DEX (100 nM) was used as a positive control for 1.4 promoter-mediated CYP19 expression.
Experiments were performed in triplicate with three different cell passages; per experiment,
each treatment was tested in triplicate. DEX, dexamethasone. *, p<0.05; **, p<0.01). Statistically
significant difference between thiacloprid and DMSO control (one-way ANOVA and Dunnett
post hoc test). #, p<0:05. Statistically significant difference between DEX treatment and DMSO
control (Student t-test).

In Hs578t cells exposed to imidacloprid, a switch in promoter usage in CYP19
expression occurred at concentrations above 0.03 pM, again with greater effects at lower
concentrations. Following a 24 hours exposure to 0.1 uyM imidacloprid, the relative levels of 1.4
promoter-derived CYP19 transcripts were significantly decreased to 0.61 £ 0.10 fold of DMSO
control, while PIl (11.0 £ 1.1 fold), 1.3 (1.8 £ 0.3 fold) and I.7 promoter-mediated CYP19 (7.3 £
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0.3) and overall exon II-X expression (2.7 £ 0.4 fold) were significantly induced compared to
DMSO control (Fig 6-4A). The levels of Pll-, 1.3- and I.7-derived CYP19 mRNA in Hs578t cells
were statistically different among the tested concentrations of imidacloprid. The catalytic activity
of aromatase was statistically significantly induced at 0.1 uM (Fig 6-4B).
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Figure 6- 4. (A) Relative expression of CYP19 coding region (non promoter-specific or total), and
1.4, PIl, 1.3, and 1.7 promoter-derived CYP19 transcripts in Hs578t cells (fold DMSO control). (B)
Aromatase catalytic activity in Hs578t cells exposed to imidacloprid (0.03, 0.1, 0.3, and 3 pM).

DEX (100 nM) was used as a positive control for 1.4 promoter-mediated CYP19 expression.
DEX, dexamethasone. Experiments were performed in ftriplicate with three different cell
passages; per experiment, each treatment was tested in triplicate. *, p<0.05; **, p<0.01; ***,
p<0.001. Statistically significant difference between imidacloprid compared with DMSO control
(one-way ANOVA and Dunnett post hoc test). #, p<0.05. Statistically significant difference
between DEX treatment and DMSO control (Student t-test).
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6.5.4 VEGF pathways implicated in promoter-switch of CYP19 expression

in Hs578t cells exposed to neonicotinoids

To investigate whether this switch in promoter usage may be explained by an action of
neonicotinoids on the PLC and/or MEK/MAPK 1/3 pathways, we determined the promoter-
specific expression of CYP19 in Hs578t cells co-treated with either thiacloprid or imidacloprid
(0.1 uM) and a selective inhibitor of either the PLC (U73122) or MEK/MAPK 1/3 (PD98059)
pathways. Co-exposure to thiacloprid 0.1 uM and U73122 2 pM led to statistically significant
inhibition of levels of promoter non-specific CYP19 (exon II-X) transcripts to 32.9 £ 17.8% of the
levels in Hs478t cells exposed to thiacloprid alone; when Hs578t cells were co-treated with
PD98059, levels of promoter-non-specific CYP19 transcripts were decreased to 56.0 £ 19.2% of
the levels in cells exposed to thiacloprid alone, although this inhibition was not statistically
significant (Fig 6-5A). Based on the promoter-specific expression of CYP19, thiacloprid appears
to exert its effects by modulating the PLC pathway, since a co-exposure of thiacloprid and
U73122 significantly decreased PIlI and 1.3 promoter-mediated CYP719 expression to 17.0 +
15.3% and 33.1 + 17.9% of what measured in Hs578t cells exposed to thiacloprid alone (Fig 6-
5B-C). Furthermore, co-treatment of Hs578t cells with thiacloprid and PD98059 decreased 1.7
promoter-mediated CYP1719 expression significantly to 39.0 £ 4.1% of that in Hs578t cells
exposed to thiacloprid alone (Fig 6-5D), suggesting an impact of this neonicotinoid on the
MEK/MAPK 1/3 signalling pathway.

We observed a similar trend for imidacloprid. In Hs578t cells co-exposed to imidacloprid
and U73122, levels of promoter-non-specific CYP19 (exon II-X) transcripts were decreased to
33.2 + 19.3% of levels in Hs578t cells exposed to imidacloprid alone (Fig 6-5A); levels of PIl and
I.3-derived CYP79 mRNA in cells co-treated with imidacloprid and U73122 were decreased to
29.7 £ 1.8% and 26.8 + 13.9%, respectively, compared to levels in cells exposed to imidacloprid
alone (Fig 6-5B-C). It therefore appears that the PLC pathway, which is implicated in PII/1.3
promoter-driven CYP19 expression, is targeted by imidacloprid. In Hs578t cells co-treated with
imidacloprid and PD98059, we also observed a non-statistically significant decreased in the
expression of CYP19 coding region to 37 £ 25% of the response to imidacloprid alone (Fig 6-
5A). However, the same co-treatment did not decrease 1.7 promoter-mediated CYP179
expression (Fig 6-5D), suggesting that the MEK/MAPK 1/3 signalling pathway may not be the
only one implicated in the |.7 promoter-mediated expression of CYP19 in Hs578t cells.
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Figure 6- 5. Relative expression of (A) CYP19 coding region (non promoter-specific or total), and
CYP19 transcripts derived from promoters (B) PIl, (C) 1.3, and (D) 1.7 in Hs578t cells exposed to
thiacloprid (0.1 pM) or imidacloprid (0.1 yM) in the presence or absence of selective inhibitors of
the PLC (U73122, 2 uM) or MEK/MAPK 1/3 (PD98059, 50 uM) signaling pathways.

Relative transcript levels are expressed as a percentage (%) of the response of Hs578t cells
exposed to 0.1 uM thiacloprid or imidacloprid (100%). Experiments were performed in triplicate
with three different cell passages; per experiment, each treatment was tested in triplicate. *,
p<0.05; **, p<0.01; ***, p<0.001. Statistically significant difference between inhibitor pre-
treatment and neonicotinoid treatment alone (Student t-test).

6.6 DISCUSSION

6.6.1 Hs578t cells as a suitable model to study the promoter-specific

expression of CYP19 in hormone-dependent breast cancer

In this project, we successfully developed robust and sensitive real-time quantitative PCR
methods to evaluate the expression of CYP719 by the activation of four specific promoters,
namely the normally active 1.4 promoter and the breast cancer-associated promoters PIl, 1.3 and
I.7 using Hs578t cells as a representative model of the aromatase-expressing and estrogen-
producing cells typically found in the hormone-dependent breast tumor environment. Epithelial

cells normally do not express aromatase, but it has been previously demonstrated that triple
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negative breast cancer cells (MDA-MB-231) expressed CYP19 by the activation of the adipose
1.4 promoter and breast cancer-associated proximal PII/I.3 promoters, and that aromatase was

catalytically active in this cell line (Knower et al., 2010, Su et al., 2008).

In breast cancer, increased CYP19 expression and estrogen synthesis is driven by a
promoter-switch involving the activation of PlI, 1.3 and 1.7 promoters, and inhibition of normal 1.4
promoter activity (Irahara et al., 2006, Sebastian et al., 2001). We are the first to demonstrate
that Hs578t cells express CYP19 through these four breast cancer-relevant promoters, which is
key to the relevance of this cell line as an in vitro model of the estrogen producing cells that are
present in the hormone-dependent breast tumor environment. The mechanisms leading to this
change in CYP19 promoter usage are not fully understood. Breast cancer epithelial cells
synthesize prostgaglandin E2 (PGEz), a potent activator of the protein kinase C (PKC) pathway,
leading to production of cAMP. cAMP then activates the protein kinase A (PKA) and PKC
pathways, both leading to the phosphorylation of the cAMP responsive element binding protein
1 (CREB1). CREB1 then translocates to the nucleus and binds to CRE-like sequences in the
P11/1.3 promoter region to stimulate their activity, which leads to increased expression of CYP19
(Sofi et al., 2003, To et al.,, 2015, Zhao et al., 1996). PKA can also phosphorylate the
transcription factor GATA-4, which recruits coactivators such as the CREB-binding protein
(CBP). This complex then binds to the PIl promoter region (Tremblay et al., 2003b). We know
less about the endothelial 1.7 promoter of CYP19. This promoter, originally characterized by
Sebastian et al. (2002), may have implications in regulating the effects of estrogens on blood
vessels through its main regulator, the transcription factor GATA-2. However, it has also been
demonstrated that the 1.7 promoter is overactive in breast cancer (Sebastian et al., 2002). As
VEGF is involved in angiogenesis in breast cancer and has a role in increasing endothelial
permeability (Breslin et al., 2003), we hypothesized that |.7 promoter activation is regulated by
the VEGF/MEK/MAPK 1/3 signalling pathway in Hs578t cells. It is known that MEK/MAPK 1/3 is
activated by the binding of VEGF to its receptors (VEGFR-1; VEGFR-2) (Breslin et al., 2003,
Cross et al., 2001, Lee et al., 1998). We also know that the activation of VEGFR-2 in endothelial
cells stimulates the PLC/PKC pathway (Cario et al., 2004, Cross et al., 2001, Jiang et al., 2015),
thus explaining the overexpression of Pll-derived CYP19 in Hs578t cells exposed to VEGF (Fig
6-1A).

Angiogenesis is associated with tumor growth and metastasis in breast cancer (Adams
et al., 2000) and increased expression of VEGF and its receptors has been denoted in invasive

breast carcinomas (Yoshiji et al., 1996). In our study, VEGF stimulated |.7- and Pll-mediated
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CYP19 expression, resulting in an increase in overall (non-promoter-specific) expression of
CYP19 (Fig 6-1A) and aromatase catalytic activity (Fig 6-1B). Using an inhibitor of the
MEK/MAPK 1/3 pathway, we also demonstrated that the VEGF-mediated overexpression of 1.7
promoter-derived CYP19 was dependent on the MEK/MAPK 1/3 pathway (Fig 6-2A, D). This
result confirms our hypothesis and is consistent with the literature (Breslin et al., 2003, Pai et al.,
2001, Xu et al., 2008). We have also shown that forskolin stimulates PII/I.3-mediated CYP19
expression and induces aromatase activity (Fig 6-1A-B), and that this effect is mediated through
the PLC pathway (Fig 6-2A-B-C). This result is also supported by a study showing that in HEK-
293 cells, forskolin induces calcium release (Schmidt et al., 2001), an important component of
the PLC pathway. These results suggest that VEGF signalling pathways, and more specifically
PLC and MEK/MAPK 1/3 pathways, are implicated in PIl/l.3 and |.7-mediated CYP719

expression in Hs578t breast cancer cells.

6.6.2 Neonicotinoids induce a switch in CYP719 promoter usage in Hs578t

cells

We have found that certain contaminants exert estrogenic activity by increasing CYP19
expression and aromatase catalytic activity, which would result in increased biosynthesis of
estrogens. Indeed, we have shown that the widely used triazine herbicides atrazine, simazine
and propazine, and recently several neonicotinoid insecticides, induce CYP719 expression in

various in vitro cell systems (Caron-Beaudoin et al., 2016).

In the present study, we have found that the neonicotinoids thiacloprid and imidacloprid
induce a switch in CYP19 promoter usage in Hs578t breast cancer cells, leading to an overall
increase in CYP19 expression and catalytic activity of aromatase (Fig 6-3 and 6-4). We have
also demonstrated that thiacloprid exerts its effects by increasing PII/I.3- and 1.7 promoter-
mediated CYP19 expression through activation of the PLC and MEK/MAPK 1/3 pathways (Fig
6-5 and 6-6). We observed a similar promoter-specific response in Hs578t cells exposed to
imidacloprid, although the MEK/MAPK 1/3 pathway did not appear to be statistically significantly
affected by this neonicotinoid (Fig 6-5 and 6-6). Exposure to thiacloprid and imidacloprid
resulted in an increase of predominantly PIl promoter-specific CYP19 transcripts and a more
modest increase in |.3-specific transcripts. This situation is not unusual, as similar expression
patterns have been observed in primary adipose stromal cells exposed to phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA), PGE; or forskolin (Heneweer et al., 2004, Zhao et al., 1996). We also
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previously observed a similar response of the PII/I.3 promoters in H295R cells exposed to the

neonicotinoids thiacloprid, imidacloprid and thiamethoxam (Caron-Beaudoin et al., 2016).
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Figure 6- 6. Proposed signaling pathways implicated in the promoter-specific expression of
CYP19 in Hs578t cells.

It is proposed that thiacloprid and imidacloprid block the JAK/STAT3 pathway, which regulates
I.4 promoter activity via a yet unknown mechanism. In addition, based on the effects of pathway
inhibitors, the neonicotinoids are proposed to increase PlI/l.3-mediated CYP19 expression in
Hs578t cells via stimulation of the PLC pathway. Thiacloprid may also induce |.7-mediated
CYP19 expression by stimulation of the MEK/MAPK 1/3 pathway. Ca?* , calcium ion; cAMP,
cyclic adenosine monophosphate; X, inhibition; ELK, electron transport system transcription
factor; GAS, gamma interferon activation site; Imida, imidacloprid; JAK, Janus kinase; lightning
bolt, activation/stimulation; MAPK, mitogen-activated protein kinases; PGE,, prostaglandin E2;
PLC, phospholipase C; STAT, signal transducer and activator of transcription protein; Thiaclo,
thiacloprid; VEGF, vascular endothelial growth factor; VEGFR, VEGF receptor.

6.7 LIMITATIONS AND PERSPECTIVES

Cell-cell communication during hormone-dependent breast cancer progression has been widely
studied. For instance, communication between epithelial cancer cells and fibroblastic cells
surrounding the tumor leads to a desmoplastic reaction. These cells highly express CYP19 and

are key actors in the overproduction of estrogens in the tumor microenvironment, leading to
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proliferation of cancer cells (Kalluri et al., 2006, Meng et al., 2001, Zhao et al., 1996). Therefore,
using a single-cell bioassay has its limitations, since we are not able to adequately mimic the
cellular interactions during breast cancer progression. However, the present study in Hs578t
cells provides crucial information to a better understanding of the mechanisms underlying the
expression of CYP19 by breast cancer-relevant promoters, as well as the impacts of
neonicotinoids on these processes. We are currently developing a cellular co-culture model in
which Hs578t cells together with estrogen-responsive epithelial breast cancer cells will produce
a more accurate model of the tumor microenvironment. This co-culture model will provide a
considerably more physiologically and toxicologically relevant study tool to better understand

impacts of environmental contaminants on hormone-dependent breast cancer.

6.8 CONCLUSIONS

The present study is the first to describe the promoter-specific expression of CYP19 via the
normal mammary promoter 1.4 and the breast cancer relevant promoters PII, 1,3 and 1.7 in
Hs578t cells. We have further shown that exposure of these cells to environmentally relevant
concentrations of the neonicotinoid insecticides (similar to what is found in urine of farmers and
women from the general population in Japan), thiacloprid and imidacloprid increases CYP19
expression, by a decrease in the activity of the 1.4 promoter and an increase in the activities of
PIl, 1,3 and 1.7 promoters. The observed promoter switch appears to involve VEGF-mediated
PLC and MAPK 1/3 signalling pathways (Fig 6-6). This unique switch in promoter usage
induced by thiacloprid and imidacloprid is a process usually observed in patients with
progressive hormone-dependent breast cancer. However, the molecular targets of thiacloprid
and imidacloprid that induce this promoter-switch remain unknown. These findings highlight the
need for further research to assess the potential impacts of low-dose and chronic exposure to

these insecticides on endocrine processes implicated in women'’s health.
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