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Résumé

Le présent travail illustre une étude immunotoxicologique sur le toxaphéne et le
chlordane. Nous nous sommes plus précisément concentrés sur les effets de ces deux
composés en relation avec les phénomeénes inflammatoires en utilisant les neutrophiles
humains comme modele in vitro. Malgré que les deux composés soient connus pour avoir
des effets toxiques, incluant quelques effets pro-inflammatoires potentiels, peu de
données sont encore disponibles concernant leur action sur des cellules du systéeme

immunitaires et tout spécialement sur les neutrophiles.

Le toxaphene et le chlordane sont des polluants organiques persistants (POPs)
composés de plusieurs congéneres différents. La formulation technique de toxaphéne
appliqué comme pesticide consiste en plus de 800 congéneres. Parmi ceux-ci, le T2 et le
T12 sont les deux formes prévalentes détectables chez I’humain. Nous avons donc utilisé
les formulations techniques de toxaphéne et de chlordane in vitro, ainsi que les
congénéres T2 et T12 pour étudier les réponses des neutrophiles isolés a partir de sang de

volontaires sains.

Nous avons examiné plusieurs fonctions particuliéres des neutrophiles, et avons
démontré que le toxaphéne et le chlordane sont tous deux capables d’induire une
production de superoxyde et d’augmenter le phagocytose de maniére concentration-
dépendante chez les neutrophiles humains. Ces effets ont été notés apres des temps
d’incubation courts (<1 heure). Le toxaphene a été le seul des deux produits capable

d’augmenter I’apoptose chez les neutrophiles incubés pendant 24 heures.

Le potentiel et la cinétique d’induction du superoxyde chez les neutrophiles par le
toxaphéne et le chlordane ont été similaire a ceux du phorbol 12-myristate 13-acetate
(PMA), un agoniste classique des neutrophiles. De plus, ’'usage de divers inhibiteurs de

voies de signalisation cellulaires (génistéine, pertussis toxin, staurosporine, H-7 et HA-



1077) ont suggéré que, comme pour le PMA, la signalisation engendrée par le toxaphéne

utilise principalement les PKCs et, 2 moins forte rajson, les tyrosines kinases.

Les congénéres de toxaphéne T2 et T12 ont €i¢ testés pour leur potentiel 4 induire -
une production de superoxyde chez les neutrophiles humains. Les résultats indiqueat que
leur potentiel d’induction est faible comparativement a la fornmulation technique, mais

tout de méme significatif.

Dans son ensemble, 1a présente étude apporte de nmombreuses et importantes
conclusions sur les effers toxiques potentiels du toxaphéne et du chlordane sur la santé
humaine et celle des écosystémes. De plus amples informations seraient nécessaires afin
de mieux mesurer l’impact réel de ces produits tels qu’ils somt présents dams

|'environnement et chez les populations humaines actuellement exposées.
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Introduction

Le syst¢tme immunitaire (SI), qui nous protége contre les infections de toutes
sortes, est constamment mis a I'épreuve dans notre vie de tout les jours. En plus de toutes
les bactéries, virus, champignons et autres pathogénes potentiels pouvant attaquer le SI,
ce dernier est sujet 2 de multiples stimuli, comme les hormones, les variations de
température ou d’humidité, etc. qui I’empécheront trop souvent de faire son travail
convenablement. De nos jours, un nouvel obstacle se dresse contre le SI : I’exposition
aux xénobiotiques de toutes sortes, issus du développement industriel. Ces expositions
menacent, par leurs effets toxicologiques, I’immunité de méme que les autres fonctions

physiologiques normales qui assurent I’homéostasie des organismes vivants.

Le présent travail portera donc sur les effets toxiques potentiels de deux composés
chimiques, le toxaphéne et le chlordane, sur un aspect précis du SI, soit I’inflammation.
Le toxaphéne et le chlordane sont deux pesticides de la classe des organochlorés qui
présentent des dangers pour I’environnement a cause de leur grande persistance. En effet,
les deux composés sont classés parmi les douze polluants organiques persistants (POPs)

et considérés comme prioritaires par Santé-Canada.

Si beaucoup de données ont été accumulées jusqu’a ce jour sur les effets toxiques
de ces deux composés, peu de choses restent encore dites a propos de leurs effets sur le
systéme immunitaire. Les neutrophiles serviront ici de modéle afin de déterminer et
quantifier les effets immunotoxicologiques potentiels des deux produits. Ce sont des
cellules du SI qui sont particuli¢rement impliquées dans les processus inflammatoires, et
qu’il est possible d’isoler 4 partir de sang frais. En utilisant ici du sang humain obtenu de

donneurs volontaires, nous pouvons fournir ici une étude pertinente et révélatrice.

La revue de la littérature est divisée en deux parties bien distinctes, soit une
premiere traitant de Iinflammation et de la physiologie des neutrophiles, qui sont les

globules blancs les plus impliqués dans les premiers stades de I’inflammation. La



Xiv

deuxiéme partie est une revue de la toxicologie des deux composés chimiques en

question.



Premiére partie

Revue de la littérature sur I’inflammation et les neutrophiles






1. L’inflammation

1.1 Définition et généralités

L’inflammation est un processus de défense propre aux organismes supéricurs en
réponse a différents stimuli. Ceux-ci peuvent étre de trois types, soit bactérien, physique
ou chimique. Si les deux premiers sont connus de longue date, la littérature scientifique
récente présente de nouvelles données concernant les agents chimiques a propriétés pro-
inflammatoires. Ces données confirment I’importance de la compréhension de la réaction

inflammatoire dans le domaine de I’immunotoxicologie.

Les chercheurs ceuvrant dans le domaine de [!’inflammation reconnaissent
actuellement I’importance de I’acquisition de nouvelles données concernant les effets des
xénobiotiques sur la réponse inflammatoire (Tryphonas, 1998). A ce chapitre, les
neutrophiles sont certainement les cellules les plus fréquemment étudiées. Elles le sont
pour leur capacité a réagir rapidement a de nombreux stimuli, mais aussi parce qu’elles
initient souvent la réponse inflammatoire. Leur capacité a produire des radicaux libres est
également une caractéristique importante, pouvant interagir avec le xénobiotique lui-
méme en le dégradant ou encore en [’activant (Eastmond et Smith, 1990). Les
particularités des neutrophiles suscitent d’ailleurs le développement de nouvelles
approches expérimentales afin d’en permettre I’étude avec les xénobiotiques (Parchment,

1998 ; Kochel et Sajewicz, 1997)

La littérature scientifique récente propose ainsi un grand nombre d’études sur les
effets de xénobiotiques sur les neutrophiles, utilisant des composés aussi divers que des
polluants organiques comme les biphényles polychlorés (Tithof et al., 1997 ; Lee et Park,
1980), des polluants atmosphériques comme les sulfites (Pelletier, Savoie et Girard, 2000
; Mishra et al., 1995), des métaux lourds comme le cadmium et le nickel (Macia et
Hemandez, 1995), des agents de conservation et de formulation pour I’industrie

alimentaire, cosmétique et pharmaceutique comme le propyléne glycol (Morisaki, 1989 ;



Denning et Webster, 1987). Ainsi, les neutrophiles sont de plus en plus considérés

aujourd’hui dans les études immunotoxicologiques.

1.2 Le processus inflammatoire

Le processus inflammatoire est une réaction stéréotypée, au cours de laquelle une
série d’événements prend place, favorisant I’élimination de I’agent menagant. On
distingue les processus d’inflammation aigué, chronique et le processus de résolution de

I’inflammation.

L’inflammation chronique se distingue par une prolifération de fibroblastes et de
petits vaisseaux sanguins ainsi que par un influx de cellules inflammatoires chroniques
(lymphocytes, cellules plasmatiques et macrophages). L’inflammation chronique peut ne
pas €tre précédée d’un stade d’inflammation aigué et elle est en fait une condition
primaire rencontrée lors de certaines conditions immunologiques précises. Elle différe
aussi de I'inflammation aigué en ce qu’elle est presque entiérement dirigée par les

cellules du systéme imunitaire.

Les premiére phases de I’inflammation sont caractérisées par des événements
vasculaires (vasodilatation et augmentation de la perméabilité vasculaire) régis par des
mediateurs chimiques comme [’histamine, la bradykinine et les métabolites de 1’acide
arachidonique (prostaglandines et leukotriénes). La production de ces médiateurs
implique parfois une boucle d’amplification et plusieurs d’entre eux partagent des modes
d’activation ainsi que des modes d’action semblables. En plus de moduler les fonctions
vasculaires, la présence de ces médiateurs chimiques attirera au site inflammatoire les

cellules du SI et causera également une sensation de douleur associée 4 la réponse

inflammatoire.

Les mastocytes et les neutrophiles sont parmi les premiéres cellules a favoriser la

production de ces médiateurs chimiques, grice a leur capacité de dégranuler en réponse a



divers stimuli. Situées prés des vaisseaux sanguins et des surfaces cutanées, ces cellules
vont ainsi activer les parois des vaisseaux sanguins et les cellules des tissus environnants.
Les médiateurs chimiques produits au site inflammatoire en conjonction avec
"augmentation de I'influx et de la perméabilité sanguine vont par la suite favoriser un

influx de cellules du SI vers le site inflammatoire.

Les phagocytes, c’est-a-dire principalement les granulocytes et les macrophages
seront les premiéres cellules a arriver a un site inflammatoire (Figure 1). Parmi celles-ci,
les neutrophiles seront les toutes premiéres a y arriver grice a leur capacité accrue de
migration. Cette migration s’effectue en quatre étapes: premiérement I’adhésion et
roulement des cellules contre la paroi de I’endothélium (1), I’adhésion ferme par le biais
des intégrines (2), I’émigration vers le tissu ou diapédése (3), puis leur mouvement a

intérieur du tissu vers le site inflammatoire, que I’on nomme chimiotactisme (4).

6- Phagocytose 5- Production
radicaux libres

4- Chimiotactisme

2- Adhsion
ferme

1- Adhésion et
Roulement

Figure 1 : Implication des neutrophiles dans la réponse inflammatoire.




Une fois arrivés sur les lieux, les neutrophiles pourront reconnaitre la présence de
"agent infectieux ou menagant et le combattre par différents moyens. Cette
reconnaissance peut étre ou non améliorée par la présence d’opsonines, de molécules
comme des anticorps ou comme la partie C3b du complément qui vont se fixer a la
surface de la particule 4 ingérer ou a détruire, facilitant ainsi leur ingestion par

phagocytose.

Au site inflammatoire, le neutrophile pourra a son tour produire des facteurs de
chimioattraction et de modulation de la réponse immunitaire (cytokines, prostaglandines
et leukotriénes). Il pourra également produire et/ou relacher dans le milieu environnant
des agents chimiques dirigés contre les microorganismes présents (5). Parmi ceux-ci,
notons la présence de radicaux libres, (substances oxydantes trés puissantes) et d’enzymes
digestives comme des protéases diverses qui vont contribuer a dégrader les composantes
cellulaires des microorganismes. Ensuite, tel que mentionné, les granulocytes et
macrophages peuvent également phagocyter (6), c’est-a-dire avaler littéralement les

particules ou microorganismes.

Par suite de ces événements, il est important que le processus inflammatoire se
termine, et ceci débute par I’apoptose, ou mort programmée, des cellules du SI. Les
débris cellulaires sont phagocytés par les macrophages, et le fluide (cedéme) absorbé par

les cellules environnantes et redirigé vers la circulation.

2. Le neutrophile

2.1 Généralités

Les neutrophiles, comme les éosinophiles et basophiles, sont des granulocytes.
Egalement nommés leucocytes polymorphonucléaires, les granulocytes sont des
phagocytes, tout comme les monocytes/macrophages. Aprés les globules rouges et les

plaquettes, les neutrophiles sont les cellules les plus abondantes du SI, constituant de 50 a



70% des leucocytes totaux. Ces cellules sont d’autant plus importantes qu’elles
constituent la premiére ligne de défense contre les microorganismes (bactéries, virus,

parasites et autres) qui tentent d’envahir notre corps.

La genése des neutrophiles s’effectue a partir de la moelle osseuse et passe par
plusieurs étapes de maturation. Les précurseurs, les myéloblastes, se divisent et maturent
graduellement du stade promyélocyte a myélocyte, métamyélocyte, neutrophile immature
puis finalement au stade de neutrophile mature. Cette maturation s’accompagne de
I"acquisition progressive de récepteurs extracellulaires, ainsi que des différents types de
granules. Les granules primaires, par exemple, apparaissent a partir de I’état de
promyélocyte tandis que les granules secondaires se forment a I’état de myélocyte
seulement. Le neutrophile immature, appelé aussi « band neutrophil », ne posséde déja
plus la capacité de se diviser et le neutrophile mature, s’il n’est pas activé, posséde une
demi-vie de six a neuf heures dans la circulation. Cette demi-vie trés courte et le nombre
impressionnant de neutrophiles en circulation impliquent donc que le taux de production
de ce type cellulaire par la moelle osseuse est trés élevé. La production quotidienne a été
estimée a 0,9x10° neutrophiles par kilo de poids corporel chez une personne moyenne

(Edwards, 1994).

2.2 Les fonctions cellulaires du neutrophile

Comme mentionné auparavant, le role des ne itrophiles au cours du processus
inflammatoire passe par plusieurs étapes conduisant & I’arrivée des neutrophiles au site
inflammatoire, leur combat contre I’agent infectieux puis leur retrait et élimination.
Chacune de ces étapes implique certaines fonctions cellulaires qui sont détaillées ici selon

un ordre chronologique.

2.2.1 Adhésion



La premiére étape menant a l'arrivée des leucocytes au site inflammatoire
implique que ceux-ci doivent adhérer aux parois des vaisseaux sanguins afin de quitter la
circulation sanguine. Cette adhésion se subdivise elle-méme en deux étapes distinctes et

successives, soit I’adhésion via les sélectines et ensuite via les intégrines.

Les sélectines représentent donc le premier groupe de molécules d’adhésion qui
permettront aux neutrophiles de ralentir leur course d’abord, puis de rouler ensuite vers
’endroit ou ils choisiront de traverser I’endothélium. Ce mouvement se fait par
I’attachement et le détachement successif des sélectines sur leur récepteurs situés a la
surface des neutrophiles et des cellules de I’endothélium. La sélectine majeure exprimée
a la surface des neutrophiles est la L-sélectine, tandis que I’endothélium exprime la P-

sélectine et la E-sélectine (Edwards, 1994).

Apres I’attachement des neutrophiles aux cellules endothéliales par les sélectines,
vient I'attachement par les intégrines. Ces molécules d’adhésion fournissent une
adhérence beaucoup plus ferme que les sélectines et peuvent conduire vers le stade
ultérieur de la diapédese. Sous I’activation des intégrines, un clivage protéolytique des
sélectines de la surface des neutrophiles s’effectuera. Les intégrines sont cependant peu
actives a la surface des neutrophiles au repos, et la présence de facteurs d’activation
comme le PAF (platelets activating factor) est ainsi nécessaire pour permettre aux
intégrines de jouer leur role. Les principales intégrines exprimées par les neutrophiles
sont la CR3 (CD11b/CD18) et la LFA-1 (CD11a/CD18). Le bon fonctionnement des
intégrines semble étre dépendant de certains cations: le Ca® est lié aux intégrines
inactives et doit &tre remplacé par le Mg pour que la liaison se produise (Edwards,

1994).

Mentionnons également la présence de certaines molécules de la superfamille des
immunoglobulines comme les « intercellular adhesion molecule » (ICAM-1, ICAM-2 et
ICAM-3 ainsi que VCAM-1 ou vascular cells adhesion molecule). Ces molécules
contribuent aussi a I’adhésion cellulaire ferme en interagissant avec les intégrines.

ICAM-1 est présente a la surface de tous les endothéliums et son interaction avec les



intégrines des neutrophiles est le mécanisme principal menant a la migration

transendothéliale.

2.2.2 Diapédeése

Afin de traverser le tissu, les neutrophiles doivent passer dans un espace restreint
entre les cellules de ’endothélium activé. Cette migration implique une déformation de
la cellule et des mouvements cellulaires suite & I’action des protéines du cytosquelette.
Le mouvement s’initie par la formation d’un pseudopode qui traverse le tapis cellulaire.
Il n’existe pas encore de modéle définitif quant aux mécanismes impliqués, mais on sait
que les filaments d’actine, composante majeure des microfilaments, et les microtubules
en sont responsables, en conjonction avec d’autres protéines. Une fois arrivée de I’autre
cote, la cellule devra se réorganiser afin de poursuivre sa migration, cette fois 4 travers le

tissu lui-méme (chimiotactisme).

2.2.3 Chimiotactisme

Tout comme la diapédese, le chimiotactisme est un mouvement cellulaire
engendré par I’action des protéines du cytosquelette. Cette fonction s’opére cependant
obligatoirement vers un gradient de concentration d’un agent chimiotactique. Parmi
ceux-ci, notons certaines cytokines comme [I’interleukine-8 (IL-8), des médiateurs
lipidiques comme le leucotriétne By (LTB4), le fragment C5a du complément et des
peptides d’origine bactériens comme le N-formyl-méthionine-leucine-phénylalanine
(fMLP) (Trowbridge et Emling, 1997). D’autres agents comme [’histamine peuvent
augmenter le chimiotactisme en réponse a d’autres agonistes sans avoir d’effets directs

sur cette fonction (Edwards, 1994).

Suite & une stimulation appropriée, les neutrophiles peuvent ainsi migrer a une
vitesse allant jusqu’a 20 umemin™'(Edwards, 1997). Des récepteurs variés permettent de

repondre a différents stimuli et ainsi, le neutrophile peut effectuer un trajet en plusieurs



etapes, répondant a des gradients successifs de différents agonistes (Foxman, Campbell et

Butcher, 1997)
2.2.4 Dégranulation

Les organelles les plus abondantes chez le neutrophile sont de loin les granules.
Ces petites inclusions entourées d’une membrane contiennent de nombreuses substances
dont le but est de dégrader les constituants cellulaires des agents infectieux. Parmi ces
substances, notons la présence d’enzymes de dégradation comme des protéases diverses
(cathepsine G, azurocidine et élastase), des enzymes participant a la flambée oxydative
(myéloperoxydase et des composantes de la NADPH oxydase), des hydrolases et des
enzymes s’attaquant plus spécifiquement aux bactéries: les défensines et la BPI
(bactericidal permeability-inducing protein). On y trouve également d’autres enzymes de

toutes sortes comme I’ ATPase, la collagénase, la gélatinase, etc. (Edwards, 1994).

On distingue les granules azurophiles primaires (lysosomes), qui sont peroxydase-
positives et contiennent toute la panoplie des enzymes antimicrobiennes et des
hydrolases. Viennent ensuite les granules secondaires (spécifiques), tertiaires et les

vésicules sécrétrices, peroxydase-négatives.

Suite a une activation, le contenu des granules des neutrophiles peut étre relaché
directement vers le milieu extracellulaire pour combattre les bactéries et infections
diverses. Celles-ci peuvent également se fusionner avec les phagosomes nouvellement
formés afin de dégrader les microorganismes ingérés, formant ainsi les phagolysosomes
lors de la phagocytose. Les granules secondaires, tertiaires et les vésicules sécrétrices,
qui contiennent beaucoup moins d’enzymes anti-microbiennes, ont cependant la
caractéristique intéressante de posséder de nombreux récepteurs de surface variés inclus
dans leur membrane. En se fusionnant avec la membrane cytoplasmique, ces granules
participent donc & I’activation des neutrophiles en enrichissant leur surface en récepteurs
divers. Parmi ceux-ci, les récepteurs au fMLP, CR1, CR3, gp150 et gp95, CD45 et les

récepteurs a laminine (Edwards, 1994).



2.2.4 Flambée oxydative

Un moyen de défense tres puissant que posséde le neutrophile dans sa lutte contre
les microorganismes envahisseurs est la flambée oxydative. Activée en réponse a une
présence bactérienne ou autre agression, cette attaque consiste en la production de
radicaux libres et autres substances oxydantes par un complexe enzymatique nommé la
NADPH oxydase. On compte parmi les substances produites I’anion superoxide (Oy), le
radical hydroxyle (OH), le peroxyde d’hydrogéne (H,0-) et I’oxygéne singulet (O). II est
aujourd’hui connu que le radical hydroxyle est celui ayant la plus grande toxicité, mais
tous ces dérivés sont liés entre eux par de multiples réactions biochimiques qui les
rendent tous susceptibles de générer une toxicité au bout du compte. Par exemple, dans la
réaction de Haber-Weiss catalisée par le présence d’ions métalliques, le Oy et le H,O,

peuvent se combiner pour donner, entre autres, un radical hydroxyle "OH.
Réaction de Haber-Weiss : O,” + H0, — 'OH + O, + OH

En plus de la NADPH oxydase, une autre enzyme vient aussi jouer un rodle
important dans la flambée oxydative. La myéloperoxydase est une enzyme qui utilise
comme substrat le peroxyde d’hydrogene, produit lors de la flambée oxydative et le
transforme en hypochlorite d’hydrogéne (HOCI). Cette substance trés réactive ira par la
suite réagir avec les groupements aminés pour les transformer en chloramines, avec les
thioethers pour les transformer en sulfoxydes, et générer plusieurs autres réactions

toxiques (Edwards, 1994).

Il est a noter que, si les substances oxydantes sont trés toxiques pour les bactéries
présentes, il en va de méme pour les cellules et tissus environnants, ainsi que pour les
leucocytes eux-mémes. La flambée oxydative est donc une stratégie assez radicale de

tenter de régler une infection, un moyen qui entraine la destruction d’un bon nombre de
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cellules en périphérie de la zone concernée. Un bon mécanisme de régulation est donc

évidemment nécessaire afin de limiter I’action de cette fonction.

2.2.5 Production de cytokines

En plus de réagir a plusieurs cytokines, les neutrophiles sont également capables
d’en synthétiser un bon nombre. Notons parmi celles-ci I'IL-1c, IL-1B, IL-8, TNF-
o (tumor necrosis factor o) et INF-y (interféron y) (Edwards, 1994). Beaucoup de ces
cytokines ont des propriétés autocrines, ce qui veut dire qu’elles auront des effets sur les
neutrophiles eux-méme. Par exemple, I'IL-8, qui est une chimiokine (stimule le
chimiotactisme), peut étre synthétisée par les neutrophiles qui arrivent & un site
inflammatoire dans le but d’attirer d’autres neutrophiles. Le réseau des cytokines et leurs
modes d’action est trés complexe, certaines cytokines étant produites en réponse a

d’autres, et les effets variant selon le type cellulaire et le niveau d’activation.

2.2.6 Phagocytose

La phagocytose est une fonction importante chez le neutrophile. Elle lui permet
d’englober la particule 4 ingérer, qu’elle soit bactérienne ou autre, et de la capter dans une

inclusion cytoplasmique entourée d’une membrane.

La phagocytose est donc une autre fonction qui requiert des mouvements
cellulaires dépendants du cytosquelette et actionné par les protéines qui y sont reliées.
Ces mouvements débutent par la formation d’une invagination de la membrane
cytoplasmique afin d’englober la particule & ingérer. La particule ainsi englobée
constituera le phagosome et comme mentionné plus haut, des granules
intracytoplasmiques contenant des enzymes de digestion viendront s’y fusionner afin de

dégrader les particules s’y trouvant, formant le phagolysosome.
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Ainsi confiné, le microorganisme peut étre détruit de maniére beaucoup plus
efficace, puisque les substances qui Iattaquent se trouvent plus concentrées que si elles

étaient dans le milieu extracellulaire.

Comme mentionné auparavant, la reconnaissance des microorganismes et autres
particules a ingérer peut étre ou non facilitée par I’action d’opsonines, des molécules qui
vont se lier a la particule en question. Les phagocytes (neutrophiles et macrophages)
possedent des récepteurs pouvant reconnaitre les deux principaux types d’opsonines
présentes a la surface des microorganismes, soit le fragment C3b du complément (C3bR)
et les immunoglobulines (FcyR). Sans la présence de ces opsonines, le processus de
phagocytose serait trés difficile, puisque certaines bactéries ont développé des

mécanismes qui leur permettent d’échapper aux phagocytes.

2.2.7 Apoptose

Les neutrophiles meurent assez rapidement, et cette mort volontaire ou
programmée est nommée apoptose, par opposition au processus de nécrose.
Contrairement a ce dernier, I’apoptose est un processus cellulaire bien établi, qui posséde
ses enzymes effectrices, ses récepteurs et ses voies de signalisation. Parmi les récepteurs
pouvant enclencher I’apoptose, on compte le récepteur Fas (CD95), le death receptor 1
(DR1), DR2, DR3 et le récepteur pour la cytokine TRAIL (TNF-related apoptosis-
inducing ligand). Le récepteur du TNF-a peut également stimuler 1’apoptose dans
certaines conditions. Les facteurs qui vont le plus communément engendrer 1’apoptose
chez le neutrophile sont certaines cytokines comme le TNF-a ainsi que le ligand de Fas
(FasL) mais aussi certains radicaux libres, qui peuvent étre produits par les neutrophiles
eux-mémes. La suite du signal apoptotique, qu’il soit induit via un récepteur ou de fagon
intracellulaire, est assurée par une famille d’enzymes protéolytiques nommées les

caspases.



Lors de I’apoptose, plusieurs enzymes de dégradation sont activées et iront
attaquer les constituants cellulaires des neutrophiles. Plusieurs protéines du cytosquelette
et divers organelles seront ainsi dégradées, des récepteurs seront clivés et se détacheront
de la surface, et méme I’ADN sera dégradé par P’action de certaines endonucléases. La
cellule ainsi transformée deviendra graduellement incapable de remplir ses fonctions
(Whyte et al., 1993) et verra son noyau rapetisser et méme la taille de la cellule va
diminuer légérement. Cet état de choses va entrainer sa reconnaissance par les
macrophages, qui viendront phagocyter les neutrophiles apoptotiques, menant ainsi a la

résolution de I’'inflammation.

3.3 La signalisation cellulaire chez le neutrophile

Les voies de signalisation menant a la régulation et au bon fonctionnement des
différentes fonctions des neutrophiles sont multiples, complexes et encore mal connues.
De plus, certaines fonctions partagent des voies communes de signalisation, et
Iactivation d’'un méme signal peut se faire par plusieurs récepteurs ou agonistes
différents. Malgré toute cette complexité, plusieurs acteurs importants ont été bien
caractérisés jusqu’a ce jour, et leur importance physiologique chez le neutrophile a été
démontrée. Nous passerons ici en revue quelques-unes de ces protéines de signalisation

intracellulaire, leur action biochimique et leurs conséquences physiologiques connues.

3.3.1 Protéines G

De nombreuses fonctions pouvant étre régulées par un récepteur extracellulaire
chez le neutrophile utilisent les protéines G comme instigateur du signal intracellulaire.
Les protéines G tiennent leur nom du fait qu’elles se lient au GTP (Guanosine
triphosphate) et sont divisées en deux groupes : les protéines G hétérotrimériques et les

protéines G de faible poids moléculaire.



Les protéines G hétérotrimériques, comme leur nom I’indique, sont composées de
trois sous-unités distinctes, soit deux grandes sous-unités o (39-52 kDa) et B (35-36 kDa)
et une plus petite sous-unité y (<10 kDa) (Edwards, 1994). Le dimére Py est trés stable et
hydrophobe, ce qui le confine a demeurer au niveau de la membrane cytoplasmique. La
sous-unité o est plus facilement dissociable du trimére, et c’est d’ailleurs son
détachement qui fera suite a I’activation de récepteur. Une fois dissociée, cette sous-unité
ira alors activer ou inhiber la ou les voies de signalisation qu’elle peut influencer. Les
deux sous-unités B et y sont conséquemment beaucoup plus homologues entre les
différentes protéines G hétérotrimériques, alors que la sous-unité a est trés variable entre
les différentes protéines G hétérotrimériques, mais contenant toujours un site de liaison

pour le GTP.

Les protéines G de faible poids moléculaire sont une superfamille de protéines
structurellement reliées a la protéine ras. Plus de trente membres de cette famille ont été
identifiés jusqu’a maintenant, jouant presque toujours un rble dans la signalisation
cellulaire. Tout comme les protéines G de haut poids moléculaire, elles possédent toutes

un site de liaison au GTP et une activité hydrolytique transformant le GTP en GDP.

3.3.2 Protéines kinases

Les protéines kinases sont des enzymes possédant un ou plusieurs sites de
phosphorylation. Elles transmettent habituellement le signal de phosphorylation vers
d’autres facteurs en les phosphorylant a leur tour. Ce type de signal est trés courant et
plusieurs familles de kinases existent ainsi, regroupées selon leur mode d’activation et le

type de phosphorylation qu’elles subissent.

Protéines kinases de type A (PKA): Cette famille de kinases est activée par la
présence de cAMP (adénosine monophosphate cyclique). La production de cAMP est
contrélée par ’adenyl cyclase, une enzyme activée en réponse a 1’engagement d’un

récepteur couplé aux protéines G. Ce type de kinase a pour effet d’inhiber, dans certaines
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conditions, la dégranulation, le chimiotactisme et la production de radicaux libres,

agissant ainsi comme régulateur négatif de ces fonctions (Edwards, 1994).

Protéines kinases de type C (PKC): Cette famille de kinases est activée par
I’élévation de calcium ionique (Ca’") dans le cytosol. La famille des PKCs est subdivisée
en sous-groupes, selon que I’enzyme soit ou non activable par le diacylglycérol (DAG).
L’action des PKC est bien connue pour stimuler la phagocytose, la production de
radicaux libres et le chimiotactisme (Edwards, 1994). Plusieurs isoformes de PKC sont

connues a ce jour, et le neutrophile en exprime cing: a, BI, BII, & et € (Sergeant et

McPhail, 1997).

Protéines tyrosine kinases : Il a été démontré que la stimulation des neutrophiles
entraine la phosphorylation d’un certain nombre de protéines au niveau d’un résidu
tyrosine. Les protéines tyrosines kinases, qui sont responsables de cette activité, sont
connues pour jouer un réle important dans la régulation de certaines fonctions d’un grand
nombre de cellules. Les protéines tyrosine kinase se divisent en deux groupes : celles qui
sont liées a des récepteurs et celles qui ne le sont pas (Edwards, 1994). En effet, plusieurs
recepteurs membranaires possédent des motifs de liaison tyrosine kinase qui sont
particllement responsables de la transmission de leur signal d’activation. Par exemple,
'oligomérisation du récepteur FcgRIIla (CD32) va entrainer la phosphorylation de la
protéine Syk, qui est une tyrosine kinase impliquée entre autres dans la phagocytose
(Raeder et al., 1999). Parmi les autres tyrosine kinases d’importance pour le neutrophile,
notons aussi toute la famille des JAKs dont il existe plusieurs isoformes, qui participent a

la voie de signalisation JAK-STAT (Edwards, 1994).

Protéines sérine-thréonine kinases: Les «mitogen-activated protein kinases »
(MAP kinases) sont parmi les plus importantes sérine/thréonine kinases chez le
neutrophile. Trois types de MAP kinases ont été découverts jusqu’a maintenant, soit
erk1&2, p38 et INK/SAPK (stress activated protein kinase). Les MAP kinases ont la

propriété de se transloquer au noyau de la cellule pour y transmettre leur signal. Elles ont
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un réle a jouer dans la régulation de la phagocytose, de la flambée oxydative et

possiblement dans I’apoptose (Edwards, 1994).

3.3.3 Phospholipases

Les phospholipases regroupent une famille d’enzymes qui ont la capacité de
scinder certains phospholipides membranaires. Elles exercent un réle important dans la
signalisation, puisque cette scission va entrainer la formation de produits qui joueront le

réle de seconds messagers.

Phospholipases de type C (PLC) : Trés diversifiée, cette famille de phospholipases
attaquent spécifiquement les phosphatidylinositols membranaires. Le clivage d’un de ces
lipides, le phosphatidylinositol 4,5-biphosphate (PIP,), relache dans le cytosol de
Pinositol 1,4,5-triphosphate (IP;) et du diaylglycérol (DAG). L’IP; est un activateur de
protéines de transport de calcium, qui augmente !’influx calcique intracytosolique.
L’activité PLC entraine donc la potentialisation des PKCs chez plusieurs types cellulaires,
puisqu’elle augmente le DAG et le Ca’*. Chez le neutrophile, cette activation méne
presque toujours a la flambée oxydative, puisque les PKCs concernées phosphorylent par

la suite des composantes de la NADPH oxydase et I’active (Edwards, 1994).

Phospholipases de type A, (PLA;): L’action enzymatique de cette famille de
phospholipases méne a une production d’acide arachidonique, un autre second messager
important. L’acide arachidonique est un substrat pour la cyclooxygénase et pour la
lipoxygénase, menant ainsi a la formation d’éicosanoides (prostaglandines et
leucotriénes). Le fMLP, le fragment CS5a du complément et le LTB4 sont tous des

agonistes qui activent les phospholipases de type A; (Edwards, 1994).

Phospholipases de type D (PLD): Les PLDs constituent une autre famille de
phospholipases qui peuvent générer une production de DAG, cette fois-ci par la scission
des phosphatidylcholines, le phospholipide le plus commun de la membrane des

neutrophiles (Edwards, 1994). Le clivage des phosphatidylcholines produit de I’acide
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phosphatidique, qui peut par la suite étre transformé par la phosphatidate
phosphohydrolase en DAG. De plus, la DAG kinase peut par la suite renverser cette
reéaction et transformer le DAG en acide phosphatidique. L’acide phosphatidique et le
DAG ont tous les deux des réles comme seconds messagers, et ’action de cette série
d’enzymes régule ainsi leur niveau dans le cytosol. L’activité PLD peut étre inhibée par
la présence de cAMP et activée suite a la phosphorylation par certaines PKCs et aurait un

role a jouer dans la flambée oxydative (Edwards, 1994).



Seconde partie

Revue de la littérature sur le chlordane et le toxaphene






4. Les POPs

4.1 Définition et généralités

Les polluants organiques persistants (POPs) sont des substances chimiques
persistantes dans I’environnement qui se bio-accumulent dans la chaine trophique et
présentent un risque pour la santé humaine et une menace pour I’environnement. Suite
aux preuves du transport de ces substances sur de longues distances et vers des contrées
ou elles n’ont jamais été utilisées ou produites et suite aux dangers qu’elles représentent
pour I’environnement a I’échelle mondiale, la communauté internationale a souligné a de
multiples occasions ’urgence d’actions globales pour réduire et éliminer les rejets de ces

produits chimiques.

A sa dix-neuvieme session, en février 1997, le Conseil d'administration du
programme des nations unies pour P’environnement (PNUE) est arrivé a la conclusion
qu'une action internationale, y compris un instrument juridiquement contraignant de
portée mondiale, est nécessaire pour réduire les risques que présente pour la santé des
personnes et l'environnement la libération des 12 polluants organiques persistants. Le
Conseil d'administration a demandé au PNUE de créer et de convoquer au début de 1998
un Comité de négociation intergouvernemental qui serait chargé d'élaborer un instrument
international juridiquement contraignant visant & la mise en oeuvre d'une action

internationale concernant les 12 polluants organiques persistants (UNEP, 2001).

Le conseil a en outre demandé que soit constitué, sous 1'égide du Comité de
négociation intergouvernemental, un groupe d'experts appelés a définir des critéres
scientifiques ainsi qu'une procédure pour déterminer quels autres polluants organiques
persistants pourraient faire l'objet d'une action internationale future. Le Conseil
d'administration a aussi demandé au PNUE de prendre immédiatement des mesures en
vue de mettre au point et de mettre en commun des informations, d'évaluer et de suivre

les résultats des stratégies appliquées, de trouver des solutions de remplacement des
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pesticides qui sont des polluants organiques persistants, de repérer les biphényles
polychlorés et d'en dresser des inventaires, de répertorier les moyens de destruction
disponibles, de recenser des sources de dioxines et de furanes et de déterminer les

différents aspects de leur gestion.
Les gouvernements du Canada, des Etats-Unis et d’autres pays impliqués
financent actuellement des programmes de recherche visant a fournir plus d’informations

sur les POPs et leurs impacts sur la santé humaine et celle des écosystémes en général.

Douze produits sont actuellement listés par le programme des Nations Unies pour

I'environnement (PNUE) comme étant des POPs prioritaires, dont huit pesticides :

Tableau I : Liste des différents POPs et leur usage.

POP Usage
Aldrine Pesticide
Chlordane Pesticide
Dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) Pesticide
Dieldrine Pesticide
Mirex Pesticide
Toxaphéne Pesticide
Hexachlorobenzene Pesticide et produit chimique industriel
Biphényles polychlorés (BPC) Produit chimique industriel
Dioxines Produit de dégradation dérivé des POPs

Furanes Produit de dégradation dérivé des POPs
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Figure 2 : Structure chimique des douze POPs (PNUE, 2001).
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4.2 Aspects structuraux

Les douze POPs ont en commun deux importantes caractéristiques de structure
chimique : ce sont tous des organochlorés cycliques (Figures 3). La liaison chlore (C-Cl)
etant une liaison covalente trés stable, les organochlorés sont en général des composés
difficilement biodégradables. Le processus de chlorination remplace donc les liens
doubles entre les molécules de carbones (C=C) et les liens hydrogénes (C-H). De plus,
comme ce type de liaison est exogene dans les systémes biologiques, il existe peu
d’enzymes capables de dégrader de tels composés. Ceci est particuliérement vrai chez les
organismes supérieurs (Boon er al., 1998) comparativement aux bactéries (Furukawa,

2000 ; Wittich, 1998).

En plus de ces deux caractéristiques qui le rendent persistant, un composé doit
également étre liposoluble et donc bio-accumulable pour étre classifié comme un POP.
Cette condition se rencontre lorsque les atomes de chlore sont répartis sur la molécule
entiere de maniere a diminuer la polarité de la structure finale. Autrement, le moment
dipolaire résultant tend a augmenter I’hydrosolubilité et donc I’excrétion du composé
ainsi que sa biodisponibilité. Comme dernier critére, le produit doit étre ou avoir été
produit et rejeté dans I’environnement en quantité suffisante pour présenter une menace

pour la santé humaine et les écosystémes (UNEP, 2001).

Concernant les pesticides organochlorés cependant, de nouvelles classes de
composés ont fait leur apparition depuis les vingt derniéres années, dont les
organophosphorés et les carbamates qui sont beaucoup plus biodégradables. Alinsi,
'usage des pesticides organochlorés faisant partie des POPs est en train de disparaitre peu

a peu mondialement.

4.3 Le chlordane et le toxaphéne
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Le chlordane et le toxaphene sont deux pesticides & large spectre qui partagent
plusieurs caractéristiques de distribution et modes de toxicité, puisque ce sont deux

composés dont la structure moléculaire est trés semblable.

La figure 4 illustre les squelettes carbonés non chlorés de molécules de camphéne
(un des composés de base du toxaphéne ; de Geus ef al., 1999) et de 4,7-méthanoindéne

(composé de base du chlordane ; US DSSH, 1992).

/

A: Camphene B: 4,7-Méthanoindéne

Figure 3 : Structures du camphéne et du 4,7-méthanoindéne.

Outre cette similarité de structure, le toxaphéne et le chlordane sont également les
deux composés pour lesquels les niveaux d’ingestion chez les populations nordiques du
Canada sont plus élevés que les niveaux jugés acceptables (Kuhnlein er al., 1995 ;
Oostdam er al., 1999). Iis sont également tous deux suspectés comme étant cancérigénes

(de Geus et al., 1999 ; Goldsmith, 2000).

Pour toutes ces raisons, le toxaphéne et le chlordane ont trés réguliérement été pris
de pair pour de nombreuses études toxicologiques, et bon nombre d’entre elles ont obtenu
pour ces deux composés des résultats trés semblables (Moser et Smart, 1989 ; Gauthier,

Dubeau et Rassart, 1999 ; Vonier et al., 1996 ; Arnold er al., 1997; Yang et Chen, 1999).
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5. Le toxaphéne

5.1 Aspects généraux

Le toxaphene, qui a fait son apparition comme pesticide a large spectre en 1940,
est un composé formulé a partir d’extrait de résine de pin qui est par la suite chlorée.
Cette chlorination, qui n’est pas portée jusqu’a saturation, résulte en un produit final dont
la composition est extrémement complexe. En fait, un calcul théorique révele la
possibilité de plus de 3000 composés (de Geus er al., 1999), mais ce nombre est en réalité
plus restreint. Les différents auteurs ne s’entendent toujours pas sur le nombre exact a
considérer, et la co-élution de plusieurs congénéres pose encore des problemes de
séparation et de détection. Les auteurs les plus modestes parlent ainsi de 180 composés
environ (de Boer et Wester, 1993 ; Shoeib et al., 1999) et les autres mentionnent
I’existence de 800 congénéres, par exemple (Stelzer et Chan, 1999). Ces composés sont
détectables par des techniques analytiques de pointe comme la chromatographie en phase

gazeuse et la spectrométrie de masse (Stern et al., 1993 ; Gill et al., 1996).

Apres que I'utilisation du DDT (dichlorodiphényltrichloroéthane) ait été banni au
Canada et aux Etats-Unis en 1970, le toxaphéne devint rapidement le plus utilisé des
pesticides en Amérique du nord et un peu partout a travers le monde jusqu’a son
interdiction en 1982. Son utilisation comme insecticide, miticide et méme piscicide lui a
permis d’étre rejeté dans I’environnement en des quantités impressionnantes estimées a
1330 X 10° kg entre 1950 et 1993 (Voldner et al., 1993). Une étude longitudinale
réalisée entre 1982 et 1992 indique que les niveaux de toxaphéne n’ont diminués que trés
peu durant cette période (Glassmeyer et al., 1997), témoignant de sa grande résilience et

confirmant alors son statut de POP.

La bio-concentration du toxaphéne a travers la chaine alimentaire méne vers des
concentrations allant jusqu’a 46 pg/g de tissus adipeux chez le dauphin de Terre-neuve

(de Geus er al., 1999), par exemple, et jusqu’a 67,7 ng/g de lipides dans le lait maternel
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de populations inuit canadiennes (Newsome et Ryan, 1999), le lait maternel étant le

principal moyen d’excrétion du toxaphéne.

La bio-accumulation du toxaphéne tout au long de la chaine trophique donne lieu
a une sélection des composés de toxaphéne qui entraine la diminution du nombre de
congéneres prévalents. Ainsi, on ne retrouve qu’une vingtaine des 180 congénéres
détectables en quantité significative chez les poissons des grands lacs, huit chez les
mammiféres marins, et seulement deux chez I’humain (Stelzer et Chan, 1999). Ces deux
derniers sont les 2-exo,3-endo,5-ex0,6-endo,8,8,10,10-octachlorobornane également
nommé T2 et le 2-exo0,3-endo,5-ex0,6-endo,8,8,9,10,10-nonachlorobornane ou T12 (Stern
et al, 1992). La bio-disponibilité trés faible de ces derniers est principalement
responsable de ce phénoméne, les autres congénéres moins bio-accumulables étant
dégradés chez les organismes concernés. (Boon et al., 1998 ; Vetter et Luckas, 2000).
Récemment, I’isolation de ces composés individuels a permis de les mettre a la
disposition des toxicologistes et autres scientifiques, ouvrant ainsi de nouveaux espoirs
pour la compréhension de leurs effets potentiels sur la santé humaine et leur mode

d’action.

5.2 Toxicologie du toxaphéne

L’exposition chronique et aigué au toxaphéne a fait I’objet de nombreuses
recherches par le passé, et nous ne présenterons donc ici qu’une revue succincte des
principaux effets démontrés lors de tests en laboratoire chez différents mammiféres ainsi

que les quelques études conduites chez ’homme (de Geus et al., 1999 ; Saleh 1981).

5.2.1 Exposition aigué :

La plupart des études conduites a ce chapitre ont eu lieu entre 1950 et 1980.
Comme le relate Saleh (1981), la DLso (dose létale pouvant affecter 50% des animaux

traités) pour les mammifeéres de laboratoire varie entre 5 et 1075 mg Kg™', selon la voie
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d’administration et I’espéce (Tableau 2). Les principaux symptomes généralement
rencontrés lors d’une intoxication au toxaphéne sont des convulsions précédées d’une
salivation importante, de régurgitation et de spasmes musculaires. Des pathologies
comme I’cedéme pulmonaire et une dégénération des tissus céphaliques et rachidiens

peuvent aussi survenir (Saleh, 1981).

Tableau 2 : DLsp pour le toxaphéne technique selon l'espéce et la voie d'administration

(Saleh, 1981).

Espéce Voie d'ingestion DL50 (mg/Kg)

Rat Méle Orale 90
Rat Femelle Orale 80
Rat Male Dermale 1075
Rat Femelle Dermale 780
Rat iv. 13
Souris Orale 120
Lapin Orale 75-100
Lapin Dermale <250
Cochon d'Inde Orale 270
Chat Orale 25-40
Chien Orale 49
Chien iv. 05-oct
Mouton Orale 200
Cheévre Orale 200
Vache Orale 144
Cerf mulet Orale 60
Homme Orale  139-240

5.2.2 Exposition chronique :

Parmi les nombreux effets chroniques d’une exposition au toxaphéne, notons :

Neurotoxicité : Des effets sur le comportement et troubles d’apprentissage ont été
notés chez le cochon d’Inde (Saleh, 1991). Des changements histologiques cervicaux ont
¢galement été observés chez cette espéce, c’est-d-dire une désorganisation et un

élargissement des neurones.



26

Hépatotoxicité : Le foie est le principal organe métabolisant le toxaphene, et une
induction de différentes enzymes de biodégradation a été notée a de maintes reprises chez
différentes espéces. Parmi celles-1a, notons le cytochrome P450, la benzo[a]pyrene
hydrolase et I’aliesterase (de Geus et al., 1999). D’autres enzymes sont inhibées, comme
I’ATPase et I’acétylcholinestérase ainsi que le métabolisme du calcium et du collagene.
Des changements morphologiques accompagnent également ces effets a des doses
semblables (2 4 5 mgeKg'*Jour™) chez le cochon d’inde, c’est-a-dire une augmentation
du poids de I’organe, une congestion veineuse chronique, des infiltrations de cellules

mononucléaires et un changement dans les taux de graisse des hépatocytes (Saleh, 1981).

Néphrotoxicité : Méme si peu de changements morphologiques ont été observés
au niveau des reins des animaux intoxiqués, des changements enzymatiques (réduction de
’activité ATPase et acétylcholinestérase et une augmentation du contenu en cytochrome
P450) indiquent que les reins peuvent eux aussi métaboliser le toxaphéne un peu comme

le foie (de Geus et al., 1999).

Effets endocriniens : Des recherches plus récentes ont démontré qu’un certain
nombre de polluants environnementaux peuvent avoir des effets endocriniens. Le
toxaphéne ne semble avoir que des propriétés oestrogéniques trés limitées (0,0001
comparativement a ’estradiol qui est la valeur de référence, soit 1), tel que démontré par
le « E-screen test » chez les humains (de Geus et al., 1999). Ce test a pour principe de
mesurer la prolifération de cellules humaines sensibles aux oestrogénes, les cellules
MCF-7. Mis en présence d’autres polluants oestrogéniques, 1l peut cependant présenter
un effet synergique (de Geus et al., 1999). Des études in vivo ont également démontré que
le toxaphéne ne semble pas interagir avec les récepteurs a cestrogéne et progestérone
(Vonier et al., 1996 ; Arnold et al., 1997). Une étude in vitro a cependant démontré qu’il

peut étre un antagoniste pour un autre récepteur de la méme famille, le ERR-u-1

(Estrogen-related receptor) (Yang et Chen, 1999).
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L’effet des congénéres du toxaphéne T2 et T12 a lui aussi été testé (Stelzer et
Chan, 1999), mais ceux-ci se sont avérés encore moins efficaces que la formulation

initiale in vitro et n’ont pas démontré d’effet synergique.

Carcinogénicité : Beaucoup d’efforts ont été déployés jusqu’a présent dans le but
de prouver la cancérogénicité du toxaphéne. Malgré que la génotoxicité et la
mutagénicité du toxaphéne aient été démontrées in vitro, (Saleh, 1981 ; Gauthier, Dubeau
et Rassart, 1999) seule une étude épidémiologique tend a démontrer la cancerogénicité du
toxaphene chez des travailleurs exposés (Goldsmith, 2000). Des travaux supplémentaires
seraient nécessaires afin d’en faire la preuve in vitro, et des expériences faites avec les
congénéres T2 et T12 ont démontrés qu’ils étaient moins mutagéniques que la
formulation initiale de toxaphéne (Steinberg er «l, 1998) et également moins

génotoxiques (Boon et al., 1998).

En ce qui concerne le mode d’action possible du toxaphéne sur la cancérogenese,
Moser et Smart (1989) ont démontré que ce POP pouvait stimuler une augmentation de
I"activité des protéines kinases de type C (PKC) in vitro tout comme le font les esters de
phorbol qui sont des agents promoteurs de cancers, sans que le lien causal direct n’en soit

encore établi.

5.3 Immunotoxicologie

Beaucoup de travaux in vitro et in vivo ont été menés jusqu’a ce jour, mais encore
beaucoup reste a faire 4 ce chapitre, principalement dans le but d’en saisir les effets sur la
santé humaine. Si les effets aigus et chroniques d'une intoxication au toxaphene ont été
relativement bien documentés chez les animaux et méme chez les humains, les
conséquences d’une exposition chronique par suite d’ingestion de denrées contaminées au
toxapheéne apres biotransformation (effet de certains congénéres seulement) sont encore
largement inconnues. Les populations inuit du Canada et les populations nordiques

d’autres pays subissent actuellement ce type d’exposition, ce qui porte le gouvernement
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du Canada a déconseiller aux femmes inuit un allaitement trop prolongé de leurs enfants

(Pohl et Tylenda, 2000).

Ce type d’exposition récurrente a faible dose entraine donc une bio-accumulation
des deux congénéres T2 et T12 dont nous avons discuté plus haut. Ce phénoméne est
courant pour les organochlorés, résultant généralement en des effets toxiques différents de
la formulation initiale. Les deux congénéres T2 et T12, par exemple, sont beaucoup

moins oestrogéniques que le toxaphéne technique (Stelzer et Chan, 1999)

Tryphonas (1998) mentionne que des impacts de I’exposition aux organochlorés
sur le SI sont envisageables, malgré que ce mode de toxicité ait été peu étudié jusqu’a
maintenant. Un mauvais fonctionnement du SI entrainerait ainsi une augmentation de la
susceptibilité aux infections, un effet plutot difficile a mesurer par des études
epidémiologiques. Dans le cas de I’exposition aux BPC par exemple, une diminution de
la production d’anticorps a été démontrée chez le singe au niveau du developpement de la
réponse immunitaire normale du rejeton exposé in utero. Le jeune singe ainsi exposé
était par la suite moins capable de répondre a une stimulation antigénique pour laquelle

une production d’anticorps plus forte aurait du étre observée (Tryphonas, 1998).

Dans le cas du toxaphéne, des soupgons existaient déja sur sa capacité a perturber
le ST de I’homme depuis qu’une tentative de suicide par I’ingestion de toxaphéne a eu lieu
en 1983 (Milhomn et Wells, 1983). Aprés avoir démontré un compte de globules blancs
totaux anormalement élevé, ’homme a étrangement souffert de la goutte (une maladie
semblable a I’arthrite) au niveau de I’épaule. Des études ont par la suite é&té menées au
niveau cellulaire, étudiant la mortalité induite par différentes concentrations de pesticides
sur des lignées lymphocytaires humaines (Sobti er al., 1983). Cette premiere série de
résultats présente le toxaphéne comme le plus toxique des huit organochlorés lorsque
testés & faible concentration (10°M). Des résultats ont également mis en évidence des
anomalies dans le processus de division cellulaire chez les lignées lymphocytaires
ctudiées (Sobti et al., 1983 ; Steinel et al., 1990), suggérant un effet génotoxique du

toxaphene.
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Une premiére étude immunotoxicologique in vivo a été menée en 1983 (Allen er
al., 1983) sur des rats nourris avec de la nourriture contaminée au toxaphéne de facon
controlée. Les traitements au toxaphéne ont diminué la capacité phagocytaire des
macrophages dans tout les cas, et les rejetons issus de femelles traitées ont démontré une

production d’anticorps plus réduite que les individus contrdles.

Plusieurs années plus tard, une autre étude immunotoxicologique in vivo a été
menée chez le singe (Tryphonas et al., 2000). Celle-ci suggére que I’exposition
chronique au toxaphéne (mélange initial) perturbe la production d’anticorps (a la hausse
ou a la baisse selon le type d’antigene), diminue le titre de lymphocytes T accessoires et
diminue la flambée oxydative chez les monocytes et granulocytes en réponse a divers
stimuli (PMA et fMLP conjointement). Ces effets n'étaient cependant pas significatifs et

le nombre de sujets de chaque groupe était trés restreint (n=4).

Une autre etude récente a démontré que le toxaphéne, le chlordane et d’autres
organochlorés semblent pouvoir diminuer la réponse chimiotactique des neutrophiles et
monocytes in vitro envers I'IL-8 pour les neutrophiles et le RANTES (Regulated upon
activation, normal T expressed and presumably secreted) pour les monocytes (Miyagi et
al., 1998). Ces effets ont curieusement été mesurables jusqu’a de trés faibles
concentrations (10"*M). Aucune étude immunotoxicologique n’a cependant été conduite

avec les congénéres de toxaphéne séparés jusqu’a ce jour.
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6. Le chlordane

6.1 Aspects généraux

Le chlordane est un autre pesticide organochloré qui a fait son apparition au
Canada et aux Etats-Unis en 1948. 1l est aussi connu sous le nom d’Octachlor ou de
Velsicol 1068 (US DSSH, 1992). L’utilisation du chlordane a été bannie au Canada et
aux Etats-Unis en 1988 suite aux inquiétudes environnementales que le produit suscitait.
Déja, en 1983, son utilisation était restreinte au contrdle des termites preés des maisons.
Une étude épidémiologique a d’ailleurs suggéré par la suite que ce type d’utilisation
pouvait €tre néfaste pour les habitants des demeures traitées, qui pouvaient souffrir de

symptomes d’intoxication plusieurs années plus tard (Kilburn et Thomnton, 1995).

Le chlordane est trés persistant, et peut subsister dans certains sols pour plus de 20
ans. Depuis 1946, 70 000 tonnes de chlordane ont été produites et, selon le département
de santé humaine des Etats-Unis (1992), de 25 a 50% de cette production existe toujours
dans I’environnement sous sa forme initiale. Le composé se laisse transporter sur de
longues distances dans I’atmospheére, jusqu’a des endroits ot il risque de persister encore
plus longtemps comme dans les régions arctiques. Des estimations laissent croire que
pres de 3 300 Kg de chlordane se déposent chaque année dans les régions arctiques (US

DHHS, 1992).

Le chlordane technique est un mélange de plus de 140 composés chimiques issus
du processus de syntheése (chlorination). De ces composés, le cis-chlordane et le trans-
chlordane sont les deux plus importants et composent & eux seuls 65 4 80% du chlordane
technique (Buckert ef al., 1989 in US DSSH 1992). Parmi les autres produits notons la
présence de I’Heptachlore, du Nonachlore et du Chlordéne. Ces derniers peuvent

également découler dela dégradation du chlordane aprés sa distribution dans

I’environnement.
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6.2 Toxicologie du chlordane

6.2.1 Exposition aigué :

Le chlordane, selon des criteres toxicologiques largement acceptés, est un agent
chimique de toxicité modérée (Grutsh et Khasawinah, 1991). Sa DLsq chez les souris est
de 300mg/Kg, et une telle dose produit des effets physiologiques modérés (US DHHS,
1992). Parmi les pathologies typiques découlant d'une telle intoxication, on note des
lésions hépatiques et de l'cedéme, principalement pulmonaire et cervicale. Chez les

humains, la DLsj a été estimée a environ 25 a 50 mg/Kg (US DSSH, 1992).

6.2.2 Exposition chronique :

Parmi les effets d’une intoxication chronique au chlordane, notons :

Neurotoxicité : Les symptomes neurologiques de maux de téte, étourdissements,
confusion, spasmes musculaires, irritabilité, excitabilité, convulsions et coma sont les plus
souvent associés aux intoxications humaines accidentelles au chlordane (Kilburn, 1997).
Une étude épidémiologique menée aupres de 216 personnes exposées suite au traitement
de leur maison au chlordane a dénoté une plus haute fréquence de symptomes
neurologiques divers, respiratoires, neuro-comportementaux et rhumatoides (Kilburn et
Thornton, 1995). Les expériences menées chez les souris nous indiquent que des doses
chroniques sous-1étales de 5Smg/Kg/jour peuvent induire des convulsions et que des doses
de 1,25mg/K g/jour sont suffisantes pour entrainer une diminution de I’activité ATPase du
cerveau, qui pourrait étre un facteur important de cette neurotoxicité (Drummund et al.,

1983 in US DHHS, 1992).

Hépatotoxicité : Une induction de plusieurs enzymes microsomales et I’inhibition
de certaines enzymes mitochondriales ont été notées, de méme que des lésions
morphologiques et une augmentation du poids du foie. Si I’induction d’enzymes de

dégradation est normalement percue comme un mécanisme de détoxification, il a été
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démontré dans le cas du chlordane que ce type de réaction entraine la formation de
produits de dégradation plus toxiques que le compos€ initial, tel que le Chlordéne et le

Chlorohydrine (US DSSH, 1992).

Le chlordane s’avere étre un composé assez bio-disponible et bio-transformable
chez les animaux, de telle sorte que Poonawalla et Korte (1964 in US DHHS, 1992) ont
demontré que, selon la dose, de 10 a 80% de la radioactivité presente dans les excrétions
et les tissus de rats ayant regu une dose intraveineuse de chlordane radioactif s’y trouvait
sous forme de métabolites hydrosolubles. Malgré ceci, il n’en reste pas moins que le

chlordane est trés bio-accumulable dans I’environnement 2 travers la chaine trophique.

Néphrotoxicité : Malgré que les reins ne soient pas un organe cible typique d’une
intoxication au chlordane, il a été démontré (Truhaut ez al. 1974, in US DHHS, 1992) que
des doses sous-létales pouvaient entrainer une congestion des reins, sans faire augmenter

le poids de I’organe ni causer de 1ésions apparentes.
p

Effets endocriniens: Le chlordane est connu pour causer un déséquilibre
hormonal & des concentrations généralement moins fortes que les concentrations
génotoxiques (US DHHS, 1992). Parmi les principaux effets, un retard de croissance
(Talamantes et Jang, 1977), une augmentation des hormones corticostéroidiennes
(Cranmer et al., 1978 ; Cranmer er al., 1984) et une diminution des niveaux de
testosterone et de progestérone (Willingham et al., 2000) ont été notés. Tout comme le
toxaphéne, le chlordane ne semble pas interagir avec les récepteurs des cestrogénes et

progestérones selon des études in vivo (Vonier et al., 1996 ; Amold et al., 1997).

Cancerogénicité :  Une étude épidémiologique (Menconi et al., 1988 in US
DHHS, 1992) a démontré que les populations humaines habitant des maisons dont le sol
avoisinant a été traité au chlordane présentent un plus haut taux de cancer de la peau que
les populations de référence. D’autres études épidémiologiques menées chez des fermiers
exposés et chez des épandeurs professionnels de pesticides tendent également a

démontrer la cancérogénicité du chlordane. Toutefois, le chlordane n’étant pas le seul
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pesticide présent dans ’environnement des populations ciblées, ces analyses n’ont pu étre

concluantes (US DHHS, 1992).

Les essais faits sur les animaux de laboratoire indiquent sans équivoque que les
expositions chroniques au chlordane provoquent la formation de cancers hépatiques (US
DHHS, 1992). Une étude faite avec des neurones de rat par Moser et Smart (1989)
démontre que le chlordane peut également (tout comme le toxaphéne, voir section 5.2.2)

causer une augmentation de I’activité des PKC in vitro.

Au niveau cellulaire, la majorité des essais de génotoxicité effectués sur le
chlordane technique se sont avérés négatifs, (US DHHS, 1992) sauf pour ceux menés plus

récemment par Gauthier, Dubeau et Rassart (1999).

6.3 Immunotoxicologie

Les études menées sur les effets toxiques du chlordane in vivo n’ont pas détecté
d’effet sur le SI, sauf une atrophie thymique chez le rat (Khasawinah et al., 1989 in US
DHHS) et une augmentation du nombre de lymphocytes périphériques (Johnson et al.,
1986 in US DHHS, 1992). Une étude plus récente suggere cependant que le chlordane
pourrait inhiber le chimiotactisme des monocytes et des granulocytes de singe in vitro
(Miyagi et al., 1998). Une autre étude fait également état de l'effet stimulateur du
chlordane sur les leukocytes polymorphonucléaires de cochons d'Inde isolés in vitro,
démontrant une augmentation de calcium (Ca®) cytosolique, une production de
superoxide (O;") et une altération du potentiel membranaire cytosolique (Suzaki et al.,

1988).
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7. Article # 1 : Activation of human neutrophils by technical toxaphene.

7.1 Résumé francais de Particle #1

Activation des neutrophiles humains par le toxaphéne technique.

Marc Gauthier, Charles J. Roberge, Martin Pelletier, Philippe A. Tessier et Denis Girard.

Le toxaphene est un polluant organique persistant (POP) composé de plusieurs
congeneres. La formulation technique de toxaphéne appliquée comme pesticide consiste
en plus de 800 congénéres. Parmi celles-ci, le T(2) et le T(12) sont les deux formes
prévalentes détectables chez I’humain. Malgré que le toxaphéne soit connu pour avoir des
effets toxiques, incluant quelques effets pro-inflammatoires potentiels, peu de données
existes concernant son action sur les cellules du systéme immunitaire et tout spécialement
sur les neutrophiles. Au cours de la présente étude, nous avons démontré que le toxaphene
n’est pas nécrotique pour les neutrophiles incubés jusqu’a 24 heures en présence de
concentrations variant de 0,1 & 50 pg/mL. Le toxaphéne a été capable d’induire une
production de superoxyde de maniére concentration-dépendante. Le potentiel et la
cinétique d’induction du superoxyde chez les neutrophiles par le toxaphéne ont été
similaires 4 ceux obtenus avec le phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), un agoniste
classique des neutrophiles. De plus, I’usage de divers inhibiteurs de voies de signalisation
cellulaires (génistéine, pertussis toxin, staurosporine, H-7 et HA-1077) ont suggéré que,
comme pour le PMA, la signalisation engendrée par le toxaphéne utilise principalement
les PKCs et, a un degré moindre, les tyrosines kinases. Ainsi, la staurosporine, le H-7 et la
génistéine ont été capable d’inhiber la réponse au toxaphéne de 52, 72 et 31% et pour le
PMA de 63, 62 et 23%, respectivement. Le toxaphéne a aussi été capable d’augmenter
significativement la phagocytose de globules rouges de mouton par les neutrophiles et
d’induire leur apoptose. L’induction d’apoptose était accompagnée d’une diminution de
I'expression du récepteur de surface CD16. Le T(2) et le T(12), les deux congéneéres

trouvés chez I’humain, ont également induit une production de superoxyde significative a
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5 pg/mL. En conclusion, nous avangons que les neutrophiles sont d’importantes cibles
pour le toxaphéne, et que ce POP peut ainsi activer la production de superoxyde par une
voie PKC- et tyrosine kinase-dépendante, augmenter la phagocytose et accélérer
I’apoptose. Cette étude est la premiére & s’intéresser spécifiquement aux interactions

toxaphéne/neutrophiles.

7.2 Article #1
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Activation of Human Neutrophils by Technical Toxaphene

Marc Gauthier,* Charles J. Roberge,t Martin Pelletier,* Philippe A. Tessier,t and Denis Girard*"

*INRS-Institur Armand-Frappier/Santé Humaine, Universite cu Quebec; tAssociation du Cancer de I'Est du Québec (ACEQ), and
¥Cenitre de Recherche en Infectiologie, CHUQ. Pavillon CHUL, Université Laval, Pointe-Claire., Quebec HIR 1G6, Canada

Toxaphene is a persistent organic pollutant (POP)
known to be composed of numerous congeners. Toxa-
phene technical mixture applied as a pesticide con-
sists of over 800 congeners. Among these, T, and T,,
are the two environmentally prevalent forms found in
humans. Although toxaphene is known to exert some
toxic effects, including potential proinflammatory
properties, little is known concerning its action on
cells of the human immune system, especially neutro-
phils. In the present study, we found that toxaphene
was not necrotic for human neutrophils incubated for
up to 24 h with concentrations ranging from 0.1 to 50
mng/ml. Toxaphene was found to induce neutrophil su-
peroxide production (O;) in a concentration-depen-
dent manner. The potency and the kinetics of toxa-
phene-induced O; by neutrophils were found to be
similar to that of the classical neutrophil agonists
phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA). Furthermore,
the use of various transduction signal inhibitors
(genistein, pertussis toxin, staurosporine, H-7, and
HA-1077), suggests that, as for PMA, toxaphene medi-
ates its effect primarily via PKCs and, to a lesser ex-
tend, via tyrosine kinases. In this respect, staurospor-
ine, H-7, and genistein were found to inhibit
toxaphene- and PMA-induced O; production by 52, 72,
and 31% and by 63, 62, and 23%, respectively. Toxa-
phene was also found to significantly enhance neutro-
phil phagocytosis of opsonized sheep red blood cells
and to induce neutrophil apoptosis. The induction of
neutrophil apoptosis was paralleled with a decrease in
CD16 expression. T, and T,,, the two prevalent conge-
ners found in humans, were also found to significantly
increase the O; production in neutrophils at a concen-
tration of 5 pug/ml. We conclude that neutrophils are
important targets for toxaphene, as this POP can ac-
tivate O; production by a PKC- and tyrosine kinase-
dependent mechanism, induce phagocytosis, and ac-
celerate the apoptotic rate. This is the first study that
focuses on toxaphene/human neutrophil interactions.
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INTRODUCTION

Toxaphene is a chlorinated hydrocarbon insecticide
that belongs to a group of chemicals of environmental
concern designated persistent organic pollutants
(POPs).? Toxaphene technical mixture applied as a pes-
ticide consists of over 800 congeners (1, 2). It was used
primarily on cotton, fruits and vegetables, cereal grains,
and nuts, as well as to control ticks and mites in livestock
(1. 2). It was estimated that 1330 X 10° kg of toxaphene
were used throughout the world between 1950 and 1993
(2). Because of its high vapor pressure and spread in the
environment, this POP can be transported through the
atmosphere far from its site of application. Toxaphene is
ubiquitous in the environment and persists in soils and
lake sediments. Due to its lipophilic properties, this con-
taminant can bioaccumulate in living organisms. In this
respect, toxaphene has been found in fish, marine and
terrestrial mammals, and even in human breast milk (3.
4). Differences in the biological half-life of the congeners
can explain the general reduction of the number of con-
geners along the food chain. Among these congeners,
about 20 are found in fish and 8 in marine mammals (2).
The 2 environmentally prevalent congeners found in
humans are T, (2-exo0,3-endo,5-ex0,6-endo,8,8,10,10-
octachlorobornane) and T,; (2-exo0,3-endo,5-exo0,6-
endo,8,8,9,10,10-nonachlorobornane) (5-7).

Cumulative data indicate that toxaphene is of inter-
mediate acute toxicity to most mammals when com-
pared to other organochlorine insecticides (1). In a
study conducted with human volunteers exposed to
toxaphene (both dermally and by inhalation) for sev-
eral days, no apparent adverse effects based on physi-
cal examinations and blood and urine analysis were
noted. This unpublished study was conducted by Her-
cules Inc., one of the four major producers of toxaphene

¢ Abbreviations used: T,, 2-ex0,3-endo.5-ex0,6-endo,8.8.10,10-octa-
chloro-bornane; T,,, 2-exo0,3-endo.5-ex0,6-endo,8,8,9,10.10-nonachlo-
robornane; O,, superoxide; POPs, persistent organic pollutants;

SRBCs, sheep red blood cells.
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in the United States (1). In contrast, results from an
other study evaluating the chronic toxicity of various
organochlorine pesticides to human beings indicated
that toxaphene may be one of the most toxic chemicals
among these contaminant compounds (8). Despite the
conclusion from this study conducted more than 25
years ago, very few data concerning its toxicity to hu
mans are available. At the cellular level, it was re-
ported that toxaphene, as chlordane, difocol, and en
dosulfan, can increase the frequency of sister exchange
chromatides in the human lymphoid B cell line LAZ
007, testifying that these compounds can alter DNA
replication (9).

Although immunotoxicological studies have paid at
tention to various chemicals of environmental concern
in the past 2 decades, very few have focused on toxa
phene. One study conducted in mice fed for 8 weeks
with 100 or 200 ppm of toxaphene revealed a depressed
IgG antibody formation in those animals when com
pared to controls, while cell-mediated immune re-
sponses were not affected (10). Another study reported
elevated murine neutrophil counts in toxaphene-
treated animals (11). More recently, results from an
immunotoxicological pilot study on the effects of
chronic exposure to low levels of toxaphene on cyno-
molgus monkeys (Macaca fascicularis) treated with
toxaphene for 52 weeks suggest that toxaphene may be
immunosuppressive for monkeys and may pose a haz-
ard to human health (12). In this latter study, the
respiratory activity of blood monocytes and granulo
cytes was slightly reduced in toxaphene-treated ani-
mals, whereas no change in the phagocytic activity was
noted. In another study, the chemokine-induced che-
motaxis of toxaphene-treated neutrophils and mono-
cytes isolated from rhesus monkeys (Macaca mulatta)
was found to be suppressed (13). Finally, inflammatory
signs, such as an increase in the leukocyte count, were
observed in the blood of an individual who attempted a
suicide by toxaphene ingestion (14).

Cumulative recent reports and data have indicated
that inflammation is a common manifestation of xeno-
biotic toxicity. Although different immunotoxicological
studies have focused on the role of various environmen-
tal contaminants on murine lymphocytes and cells of
the monocyte/macrophage lineage, curiously, less at-
tention has been paid to the potential effects of these
chemicals on neutrophil cell physiology, the first cell
type to arrive at inflammatory sites. Furthermore, the
use of neutrophils of human origin as targets of pollut-
ants is not well documented despite the fact that some
of their functions were found to be altered when iso-
lated from accidentally exposed workers (15, 16). We
have recently initiated studies in order to better un-
derstand xenobiotic/neutrophil interactions. We have
documented that sodium sulfite (Na,SO;) can activate
human neutrophils but is toxic for the promyelocytic

HL-60 cell line (17, 18). We have also found that diel
drin, but not lindane, can activate various neutrophil
responses (19). In this study, we demonstrate for the
first time that toxaphene is a potent human neutrophil
activator. We also show that toxaphene induces O,
production via protein kinases C and, to a lesser ex
tend, via tyrosine kinases. In addition, T, and T,, con
geners were found to induce neutrophil O, production.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals and agonists. Technical toxaphene (Lot
22914B), freshly prepared from a stock solution in low
endotoxin level DMSO (Sigma-Aldrich Canada Ltd.,
Oakville, Ont.), was purchased from Ultra Scientific
(North Kingstown, RI). Final concentrations of toxa-
phene used in our experiments were based on previ
ously reported concentrations studied during in vitro
experiments (7). T, (BgVV component 1, Parlar 26) and
T, (BgVV component 2, Parlar 50) congeners were
purchased from ChemService Inc. (West Chester, PA)
and were also dissolved in low endotoxin DMSO. Phor-
bol 12-myristate 13-acetate, LPS, genistein (tyrosine
kinases inhibitor), pertussis toxin (G protein inhibitor),
staurosporine (PKC inhibitor), and H-7 (PKC inhibi-
tor) were purchased from Sigma. HA-1077 (PKA inhib-
itor) was purchased from Calbiochem-Novabiochemn
Corporation (La Jolla, CA) and recombinant human
GM-CSF (specific activity 9 x 10° U/mg) was a gift
from the Genetics Institute (Boston, MA). IL-4 was
purchased from R&D Systems Inc. (Minneapolis, MN}).
The final concentration of DMSO in each treatment
never exceeded 0.1%. The neutrophil responses studied
were similar whether toxaphene was diluted in DMSO
or anhydrous ethyl alcohol (data not shown).

Neutrophil isolation. Neutrophils were isolated
from the venous blood of healthy volunteers by dextran
sedimentation followed by centrifugation over Ficoll-
Hypaque (Pharmacia Biotech Inc., Que.), as previously
described (17-21). Blood donations were obtained from
informed and consenting individuals according to in-
stitutionally approved procedures. Cell viability was
monitored by trypan blue exclusion and the purity
(>98%) was verified by cytology from cytocentrifuged
preparations colored by Diff-Quick staining. Toxa-
phene was not toxic for neutrophils following treat-
ments of 1-60 min or after 4, 12, and 24 h when used
at 0.1, 1, 5, 25, or 50 pg/ml (data not shown). A con-
centration of 50 ug/ml of toxaphene is approximately
1.3 x 10" M.

Superoxide production. Superoxide production was
monitored by the reduction of cytochrome c, as previ-
ously reported (17-21). Briefly, neutrophil suspensions
(1 X 10°% cel/ml in HBSS-1.6 mM CaCl,) were incu-
bated in the presence or the absence of 10 pg/ml su-
peroxide dismutase (Sigma) with 130 uM cytochrome ¢
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(Sigma) for 5 to 120 min at 37°C in the presence of
buffer, diluent, PMA (107 M), or an increasing concen-
tration of toxaphene. The absorption of cytochrome ¢
was monitored at 550 nm and the number of superox-
ide anions produced was calculated from the difference
between corresponding wells either with or without
superoxide dismutase using a molar coefficient extinc-
tion of 21.1.

Phagocytosis of sheep erythrocytes. Sheep red blood
cells (SRBCs) (Quelab, Montreal, Quebec) were opso-
nized with a 1/200 dilution of a rabbit IgG anti-SRBC
antibody (Sigma) for 45 min at 37°C, as previously
described (19, 20). Neutrophils (2.5 X 10° cells in RPMI
1640 alone) pretreated 30 min with buffer, diluent
(<1% DMSO), IL-4 (10 ng/ml), or increasing concentra-
tions of toxaphene were incubated with 50 X 10° opso-
nized SRBCs for 45 min as described above. The sam-
ples were centrifuged at 200g for 10 min at 4°C.
Supernatants were discarded and an osmotic shock
was performed on the pellets by treating them with 500
nl H,O for 15 s, followed immediately by the addition of
10 ml HBSS. The samples were washed and the final
pellets were suspended in 1 ml HBSS. Duplicate cyto-
centrifuged preparations were prepared in aliquots of
-200 pnl and processed as for apoptosis (described
later). Phagocytosis was measured and expressed as
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the percentage of neutrophils ingesting at least one
opsonized SRBC. IL-4 was used herein as a positive
control since it has been previously reported that IL-4
increased neutrophil phagocytosis (19, 20).

Assessment of neutrophil apoptosis by cytology and
by CD16 expression. Freshly isolated human neutro
phils (100 wl of a 10 X 10° cells/m! suspension in RPMI
1640 supplemented with 10% autologous serum) were
incubated for the indicated times in the presence or the
absence of toxaphene or a control as illustrated in the
appropriate figure legend and apoptosis was evaluated
by cytology. Cytocentrifuged preparations of neutro-
phils were performed with a Cyto-tek centrifuge (Miles
Scientific, Elkhart, IN) essentially as previously de-
scribed (17-21) and were stained with a Diff-Quick
staining kit (Baxter, FL) according to the manufactur-
er's instructions. Cells were examined by light micros
copy at X400 final magnification and apoptotic neutro-
phils were defined as cells containing one or more
characteristic darkly stained pyknotic nuclei. An ocu-
lar containing a 10 X 10 squares grill was used in order
to count at least five different fields (>100 cells) for
assessment of apoptotic cells. Results were expressed
as percentages of neutrophils in apoptosis.

CD16 expression is known to be down-regulated in
apoptotic neutrophils and the level of CD16 expression
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FIG. 1. Toxaphene induces O, production in a concentration-dependent manner. Freshly isolated human neutrophils were treated with
buffer (Ctrl), the diluent (Dil), or increasing concentrations of 0.1, 1, 5, 25, or 50 pg/ml toxaphene for 15 min and the O, production was
measured as described under Materials and Methods. Results are means + SEM (n = 4 different blood donors). *P < 0.05 by Student’s ¢
test (vs corresponding diluent). (Inset) A kinetic and concentration-dependent experiment representative of four. (A, O, @, <, ¢, O, V) diluent,
PMA (107" M), and 0.1, 1, 5, 25, and 50 ug/ml toxaphene, respectively).
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was measured in order to confirm the toxaphene-in-
duced apoptosis according to previous procedures (22,
23). To do so, after 24 h of incubation in the presence or
the absence of toxaphene, cells were suspended at a
concentration of 1.5 X 10° cells/ml, washed, and prein-
cubated for 30 min (4°C, light protected) with 20%
autologous serum to prevent nonspecific binding via Fc
receptors. Cells were then washed and incubated with
2 ul of FITC-mouse anti-human CD16 mAb (PharMin-
gen Canada) for 30 min at 4°C, light protected, before
FACS analysis. Flow cytometric analysis (10,000
events) was performed using a FACScan (Becton-Dick-
insorn).

RESULTS

Toxaphene induces neutrophil superoxide produc-
tion. 1In order to study the effect of toxaphene on
neutrophil responses, we first investigated the O; pro-
duction. As illustrated in Fig. I, toxaphene induced O,
production in a concentration-dependent manner. The
O, production was monitored for up to 120 min and, as
illustrated in the inset of Fig. 1, reached a plateau after
30 min and then remained stable. The magnitude as
well as the kinetics of O, production induced by toxa-
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FIG. 2. Toxaphene induces the neutrophil phagocytosis of opso-
nized sheep red blood cells. Phagocytosis was evaluated by ingestion
of opsonized SRBCs by neutrophils pretreated 30 min with buffer
(Ctrl); the diluent (Dil); 10 ng/ml interleukin-4 (IL-4); or increasing
concentrations of toxaphene as described under Materials and Meth-
ods. Results are expressed as the percentage of phagocytosis (cells
ingesting at least one opsonized SRBC/number of cells counted X
100) and are means * SEM (n = 3 different blood donors). *P <
0.05 by Student's ¢ test (vs corresponding diluent).
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FIG. 3. Toxaphene induces neutrophil apoptosis in a concentra-
tion-dependent fashion. Neutrophils (10 X 10° cells/m| in RPMI 1640
supplemented with 10% autologous serum) were incubated for up to
24 h in the presence of buffer (Ctrl); the diluent DMSO (D11); 65 ng/ml
GM-CSF (a potent inhibitor of neutrophil apoptosis); or an increas-
Ing concentration of toxaphene. (A) Apoptosis was then assessed by
cytology from Diff-Quick-stained cytocentrifuged preparations as de-
scribed under Materials and Methods after 4, 12, and 24 h. Results
are means * SEM (n = 5 different blood denors). *P < 0.05 by
Student’s ¢ test (vs corresponding). (B) Apoptosis was confirmed by a
downregulation of CD16 expression. Results are one representative
experiment of four. Arrow, the apoptotic cell population; Tox, toxa-
phene. Numbers in parenthesis are the percentages of apoptotic
cells. As expected, GM-CSF delays neutrophil apoptosis.

phene was comparable to that observed with PMA.
Toxaphene did not interfere in the assay by itself, since
addition of this chemical to the blank did not alter the
optical density (data not shown). Similar results were
obtained with the use of another lot of toxaphene (Lot
2374C).

Toxaphene enhances neutrophil phagocytosis. We
next investigated whether the effect of toxaphene on
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FIG. 4. Effect of T, and T, congeners on human neutrophil O;
production. Cells were treated with buffer (Ctrl), the diluent (Dil), or
increasing concentrations of 0.01, 0.1, 1, or 5 ug/ml T; or T, congener
for 5, 15, or 30 min and the O, was measured as described under
Materials and Methods. Results are means * SEM (n = 3 different
blood donors). *P < 0.05 by Student's ¢ test (vs corresponding
diluent).

neutrophils was restricted to the generation of O,.
Ingestion of opsonized SRBCs was therefore used as a
measure of the effect of toxaphene on neutrophil
phagocytosis, an important neutrophil function. Re-
sults in Fig. 2 illustrate that toxaphene enhances
phagocytosis of opsonized SRBCs.

Toxaphene induces neutrophil apoptosis at high con-
centrations. As shown in Fig. 3A, toxaphene did not
significantly alter the normal apoptotic rate of neutro-
phils after 4 or 12 h of treatment. However, concentra-
tions of 25 and 50 ug/ml of toxaphene were found to
significantly increase the number of apoptotic neutro-
phils after 24 h of treatment without inducing appar-
ent necrosis, as all cells (normal viable and apoptotic
cells) excluded trypan blue (data not shown). The per-
centages of apoptotic human neutrophils were 60.8 *
8.5 (mean = SEM, n = 5) and 86.5 * 6.2% after a 24-h
treatment with 25 or 50 ug/ml, respectively, while the
percentages were only 28.7 * 1.7 and 30.5 = 3.8%
when cells were untreated or incubated with the di-
luent DMSO for the same time period (Fig. 3A). As
expected, GM-CSF was found to delay neutrophil apo-
ptosis (17, 19, 20) and its effect was reversed by toxa-
phene (data not shown). The toxaphene-induced
neutrophil apoptosis was also confirmed by a down-
regulation of CD16 expression (Fig. 3B).

Effect of T, and/or T,, congeners on neutrophil O,
production. Since T, and T, are the two environmen-
tally prevalent forms of toxaphene congeners found in
humans, their effect on neutrophil O, production was
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investigated. Figure 4 illustrates that treatment of
cells with 5 ug/ml of T, or T,, for 30 min can signifi-
cantly increase O, production from 0.6 + 0.2 (diluent)
to 22 * 0.6 (Ty) or 1.9 + 0.4 (T,,) nmol/10°® cells
(mean = SEM, n = 3). In these experiments, an equiv-
alent concentration of toxaphene was found to increase
O, production to nearly 30 nmol/10° cells (data not
shown). A mixture of T, and T, congeners was also
found to slightly induce O, production in a concentra-
tion-dependent manner but no additive or synergistic
effects were observed (Fig. 5).

Toxaphene induces superoxide production via protein
kinases C and tyrosine kinases. Figure 6 illustrates
that toxaphene-induced O, production is significantly
decreased by preincubation of cells with inhibitors of
PKCs (staurosporine and H7) and of tyrosine kinases
(genistein). Indeed, an inhibition of 51.5, 71.8, or 30.9%
was observed when neutrophils treated with 25 pg/ml
toxaphene were preincubated with staurosporine, H-7,
or genistein, respectively. Similarly, an inhibition of
62.6, 61, or 22.5%, in the same order, was obtained
when the cells were treated with PMA. Also as for
PMA, pretreatments of cells with pertussis toxin (G
protein inhibitor) or HA-1077 (PKA, PKG) had no ef-
fect on the toxaphene-induced O, production (Fig. 6).
We have selected the concentration used for each in-
hibitor according to the literature. Note that we have
always tested a 10 times lower and 10 times greater
concentration than the one proposed (data not shown).
Cytotoxicity was performed in parallel in the presence
or the absence of toxaphene.
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FIG. 5. Effect of a mixture of T, and T, congeners on human
neutrophil O, production. Cells were treated with buffer (Ctrl), the
diluent (Dil), or a 50:50 mixture of T, and T, congeners each at 0.01,
0.1, 1, or 5 ug/ml for 5, 15, or 30 min and the O, was measured as
described under Materials and Methods. Results are means * SEM
(n = 3 different blood donors). *P < 0.05 by Student's r test (vs
corresponding diluent).
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FIG.6. Toxaphene induces O; production via PKCs and tyrosine
kinases. Neutrophils were treated for 30 min with buffer (none); 50
ug/ml genlstein (Geni); 50 ng/ml pertussis toxin (Pt); 100 nM stau-
rosporine (Stau); 0.5 mM H-7; or 40 uM HA-1077 (HA) and then
incubated with 1077 M PMA or 25 pg/ml toxaphene for 30 min,
Superoxide production was assessed as described under Materials
and Methods. Results are means = SEM (n = 4 dilferent blood
danars). *P < 0.05 by Student’s ¢ test (vs corresponding diluent).

DISCUSSION

In this study, we investigated for the first time the
effect of toxaphene on human neutrophil functions. We
found that toxaphene can directly modulate various
neutrophil functions at nonnecrotic concentrations (0. |
to 50 ug/ml). Indeed, we demonstrated that toxaphene
activates O, production, enhances phagocytosis, and
induces apoptosis.

Toxaphene was found to induce O, production as
strongly as the classical neutrophil agonist PMA when
used at a concentration =5 pg/ml. However, PMA ap-
pears to act slightly more rapidly than toxaphene on
the O, production (Fig. 1, inset). In a pilot study,
chronic exposure of cynomolgus monkeys (M. fascicu-
laris) to low levels of toxaphene for 52 weeks was found
to slightly reduce the respiratory burst activity of blood
monocytes and neutrophils when monitored after 32
weeks of treatment (12). Whether their observations
were due to a decrease in the responsiveness state of
the cells is not clear, as no positive controls were in-
cluded in their experiments (12). Unlike this study, we
found that toxaphene is a potent activator of human
neutrophil O, production when administered in vitro
at a single concentration.

The use of a panel of transduction inhibitors in our
experiments allowed us to conclude that PKCs and
tyrosine kinases, but not G proteins, are involved in O,
production. Qur results are in agreement with those
from a unique study which has reported that various
chlorinated hydrocarbons, such as chlordane, kepone,
heptachlor, 2,2-bis(4-chlorophenyl)-1,1-dichloroeth-

arachidonic acid derivatives, the polychlorinated bi

phenyl mixture Aroclor 1242, as well as anti-neutro

phil cytoplasm autoantibody (ANCA), mediate their
response via PKCs (18, 19, 27-30). Also, it was recently
documented that caspase-3-mediated activation of
PKC-8 was involved in spontaneous neutrophil apopto-
sis (31). In addition, PKCs were found to be involved in
neutrophil phagocytosis, degranulation, and adhesion,
as well as to modulate expression of L-selectin by in

ducing proteolysis (27, 31-33). Tyrosine kinases are
also involved in mediating various neutrophil func-
tions, such as phagocytosis, apoptosis, and activation of
various genes (35, 36). The precise nature and roles of
the PKCs and tyrosine kinases involved in toxaphene-
induced neutrophils are not clear and remain to be
determined.

It is frequently suggested that xenobiotic-treated an
imals would be susceptible to infections because of a
reduced capacity of their cells to exert phagocytosis.
Although this has been particularly observed with
phagocytes of the monocyte-macrophage lineage,
fewer studies have been conducted with neutrophils.
Unexpectedly, we found herein that toxaphene can en-
hance the ability of human neutrophils to phagocytose
opsonized SRBCs in vitro. This is unlike other xenobi-
otics we have tested in our laboratory, namely, diel-
drin, lindane, and Na,SO;, where no major changes
were observed (17-19). Our results are not in agree-
ment with the pilot study conducted with monkeys
(12), as no major change in the phagocytic activity of
neutrophils was observed. As for the respiratory burst
activity, it is not clear if the responsiveness state of the
cells was altered during this study. The mechanism by
which toxaphene acts to induce neutrophil phagocyto
sis remains to be determined. It is tempting to specu-
late that PKCs and tyrosine kinases could be involved.
Experiments are in progress in our laboratory to elu-
cidate the signaling events involved in toxaphene-in-
duced neutrophil phagocytosis. Preliminary results
suggest that pertussis toxin, H-7, and HA-1077 cannot
reverse or attenuate this response (data not shown).
Since genistein by itself was found to enhance phago-
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cytosis, this inhibitor cannot be used for inhibitory
experiments. One interesting potential route to inves
tigate in future is the activation of the syk protein,
which is known to be involved in neutrophil phagocy-
tosis (37).

Toxaphene was found to be a potent activator of
neutrophil apoptosis as virtually all cells were apopto-
tic after 24 h without apparent cell necrosis. However,
this was observed at high concentrations of toxaphene.
We have recently observed similar results with the
plant lectin VAA-I (38). This contrasts with high con-
centrations of methyl mercury that were found to be
necrotic as the cells were clearly necrotic (38, and data
not shown). Herein, we confirm the apoptotic state of
the cells by a decrease in CD16 expression. This pro-
cedure has been used by others to demonstrate an
alteration of the cytoskeleton functions (22, 23). Col
lectively. these data demonstrate that human neutro-
phils preferentially undergo apoptosis in vitro instead
of cell necrosis when incubated with high concentra-
tions of chemicals. The mechanism by which toxaphene
can drive neutrophils into apoptosis is presently un-
known.

Toxaphene was previously detected at 0.1 mg/kgon a
milk fat basis by negative ion GC/MS in one study (39).
Others have found that the toxaphene concentration
found in 16 human milk samples from Nicaragua
ranged from 0.3 to 7.6 mg/kg lipid weight using GC/
NCI-MS (40). These data indicate that this chemical
can be found at relatively high concentrations in the
human body. The roles of both T, and T,, congeners
were also investigated in the present study as several
reports indicate their persistence in the environment
and presence in human fat (41), milk, and serum (1-7).
Our results also indicate that these congeners can in-
duce O, production in human neutrophils when used
separately or in combination. This also suggests that
these congeners are not necessarily those involved in
toxaphene-induced neutrophil O, production. If so, one
has to admit that other congeners contained in the
toxaphene preparation are simultaneously involved
since we only observed a slight response of about 3
nmol O,/10° cells at a concentration of 5 pg/ml of T,
and T, after a treatment of 30 min. Under the same
conditions, toxaphene was found to induce ~30 nmol
0./10° cells which is almost equivalent to the maximal
level that could be obtained with PMA in this system.
In our hands, neutrophil O, production cannot exceed
40 nmol O,/10° cells. Our observations are in agree-
ment with a general interest in studying the “techni-
cal” toxaphene formulation in different systems. Since
this POP retains an increasing interest in several stud-
ies, we propose to study in parallel both "technical”
toxaphene and particular congeners in future experi-
ments, when possible. This will certainly be helpful for
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a better understanding of how this chemical can act in
different systems.

In conclusion, since free radicals are known to par-
ticipate in the inflammatory process, as they are highly
toxic to surrounding cells and tissues, and knowing
that toxaphene was previously found to increase neu-
trophil counts in treated animals (11) as well as in a
suicide attempt (14), we propose to classify this POP as
a potential proinflammatory candidate.
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8. Article #2 :

8.1 Résumé francais de article #2

Nous avons récemment rapporté que les neutrophiles humains sont d’importantes
cibles pour différents xénobiotiques, incluant des composés chimiques
environnementaux. Dans la présente étude, nous avons démontré que le chlordane n’était
pas toxique pour les neutrophiles incubés jusqu’a 24 heures en présence de concentrations
variant de 0,1 a 50 pg/mL. Le chlordane a cependant été capable d’induire une
production de superoxyde (O;) de maniére concentration-dépendante et son potentiel
d’induction s’est révélé similaire & celui du phorbol 12-myristate 13-acétate (PMA), un
agoniste classique des neutrophiles. L’utilisation de différents inhibiteurs de signalisation
cellulaire (génistéine, pertussis toxin, staurosporine et calphostin C) nous a indiqué que,
comme pour le PMA, le chlordane induit la production de superoxyde via les protéines
kinases de type C (PKCs). En effet, la staurosporine et le calphostin C ont inhibé la
production de superoxyde induite par le chlordane et le PMA 4 65% et 72% et 4 83% et

85%, respectivement.

Le chlordane a également augmenté de maniére significative la phagocytose de
globules rouges de mouton opsonisés. Malgré cela, le chlordane n’a pas affecté
"apoptose chez les neutrophiles tel que mesuré par cytométrie en flux (expression du
CD16) et par cytologie (coloration Diff-Quick). Le chlordane n’a pas non plus influencé
le chimiotactisme des neutrophiles, mesuré dans une chambre de Boyden. Cependant, les
neutrophiles étaient toujours en état de répondre puisqu’ils ont migré efficacement vers

I’interleukine-8, bien connue pour ses propriétés chimiotactiques.

Nous concluons donc ici que le chlordane peut activer la production de
superoxyde par un mécanisme PKC-dépendant et induire la phagocytose sans altérer

I’apoptose ni le chimiotactisme. Le chlordane peut ainsi donc étre ajouté a la liste
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grandissante des contaminants environnementaux qui possédent des propriétés pro-

inflammatoires.

8.2 Article #2

Pour des raisons de droits d’auteur, les pages de l'article ont été retirées de ce document.
L’article se trouve a I'adresse URL suivante : http://het.sagepub.com/content/20/5/229.abstract
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9. Discussion

Les expériences qui ont été détaillées dans le présent mémoire nous permettent ici
de tirer d’importantes conclusions concernant les effets des deux polluants organiques
persistants que sont le chlordane et le toxaphéne. La présente discussion portera non
seulement sur les résultats présentés dans les deux articles de référence, mais également
sur d’autres données qui feront partie d’autres articles scientifiques actuellement en

préparation.

Mentionnons tout d’abord que les concentrations utilisées (de 0.1 a 50 pg/mL),
qui sont les mémes pour les deux produits, ont été choisies comme représentant une dose-
réponse sous-létale. En effet, des tests de viabilité nous ont révélé qu’apres 24 heures
d’exposition (en présence de 10% de sérum autologue), les cellules exposées a des
concentrations inférieures 4 50 pg/mL ne démontraient aucun signe de nécrose. Les
concentrations utilisées sont d’ailleurs consistantes avec celles que I’on trouve dans la
littérature scientifique pour des expositions in vitro (Steinel et al., 1990 ; Moser et Smart,

1989 ; Stelzer et Chan, 1999).

Examinons, dans un premier temps, les différentes réponses fonctionnelles
obtenues. Le toxaphéne et le chlordane stimulent la production de superoxyde, de
maniere concentration-dépendante. Toutefois dans le cas du chlordane, la réponse

plafonne a une concentration de Spg/mL.

Le taux d’apoptose, pour sa part, ne semble pas étre influencé par le chlordane,
alors que le toxaphéne induit significativement cette réponse apres 24 heures en présence

de 10% de sérum autologue dans le milieu.

Les résultats issus de récentes expériences sur le point d’étre soumis pour
publication, nous ont révélé que la catalase (2000 U/mL), une enzyme qui dégrade le

peroxyde d’hydrogéne, peut protéger encore plus efficacement les neutrophiles de



60

’apoptose induite par le toxaphéne. Ceci suggere que I’action des radicaux libres est
déterminante pour les effets pro-apoptotiques du toxaphéne. Les effets pro-apoptotiques
du peroxyde d’hydrogeéne étaient déja connus dans la littérature (Rollet-Labelle et al.,

1998 ; Hiraoka et al., 1998).

La fonction de phagocytose est augmentée aussi bien par le toxaphene que par le
chlordane, mais la réponse est en forme de cloche, diminuant a 25 et 50 pug/mL. Certains
tests d’apoptose sans sérum nous permettent de croire que I’apoptose est probablement ce
qui fait diminuer la réponse de phagocytose a hautes concentrations. En effet, le
protocole de phagocytose que nous avons utilisé se fait dans un milieu sans sérum, et
I’observation microscopique des lames de cytologie nous confirme ’apoptose chez les
cellules concernées. Il est bien connu dans la littérature que I’état apoptotique diminue

drastiquement la capacité des neutrophiles a effectuer leurs fonctions cellulaires (Whyte

et al., 1993).

Afin d’éclaircir d’avantage le mode d’action des deux produits sur la physiologie
des neutrophiles, nous avons par la suite employé une série d’inhibiteurs de voies de
signalisation classiques. En utilisant la production de superoxide comme réponse
indiquant ’activation des neutrophiles par les deux produits, nous avons constaté que les
PKCs sont grandement impliquées. En effet, les inhibiteurs staurosporine (PKC, PKA et
PKG) et H-7 (PKC, PKA et PKG) ont démontré un grand pouvoir d’inhibition, alors que
le HA-1077 (PKA et PKQG), la Pertussis toxin (protéines G) et la génistéine (tyrosine
kinases) n’ont démontré que des pouvoirs d’inhibition tres faibles ou nuls. Pour le
chlordane, le Calphostin C a remplacé le HA-1077 et le H-7, qui n’ont pas pu étre utilisés

comme inhibiteurs de PKCs.

Les figures 1 et 2 résument l’action du toxaphéne et du chlordane sur les
neutrophiles humains in vitro. Les deux produits stimulent I’activité des PKCs, qui
entraineront une cascade de phosphorylation menant a la production de superoxyde. Les
radicaux libres produits, en particulier le peroxyde d’hydrogéne, entrainent par la suite

des effets pro-apoptotiques in vitro. Ce n’est cependant pas le cas pour le chiordane, et
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les résultats présentés ici ne permettent pas de déterminer si la production de radicaux

libres plus réduite associée au chlordane en est la cause.

Toxaphéne

Apoptose Radicaux libres

Figure 4 : Résumé schématique de ’action du toxapheéne sur les neutrophiles.

Chlordane

Apoptose Radicaux libres

Figure 5 : Résumé schématique de 1’action du chlordane sur les neutrophiles.
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La ligne pointillée (figure 1 et 2) qui méne des PKCs a I’activation de la
phagocytose fait référence a la voie de signalisation bien connue qui origine des PKCs et
méne a |’activation de certaines MAP kinases et PI-3 kinases en passant par la petite
protéine G ras (Raeder et al., 1999) Cette voie de signalisation est bien connue pour jouer
un rdle non seulement dans la production de superoxyde mais également sur la

phagocytose et sur le chimiotactisme (Scott-Zaki et al., 2000).

En effet, I’oligomérisation du récepteur a phagocytose FcyRlIIla, couplé a la
protéine tyrosine kinase Syk, mene a |’activation de cette voie de signalisation classique
chez le neutrophile (Raeder et al., 1999). Comme les résultats présentés ici ne peuvent
démontrer clairement cette relation, de plus amples expérimentations seraient donc ici

nécessaires afin de démontrer clairement quelle est la voie de signalisation impliquée.

Selon nos résultats in vitro, nous pouvons actuellement conclure que le toxaphéne
est un agent pro-inflammatoire. Cette constatation nous éclaire d’ailleurs sur les
symptdmes inflammatoires étonnants qu’un patient suicidaire avait ressenti apres avoir
ingéré oralement une forte dose de toxaphéne technique (Wells et Milhorn, 1983). Les
effets stimulants du toxaphéne envers les neutrophiles pourraient également expliquer la
diminution de la production de superoxyde chez les neutrophiles de singes exposés in
vivo par voie orale (Tryphonas et al., 2000). En effet, la présence constante de toxaphene
dans I’organisme de ces animaux pourrait altérer le seuil de réponse de leurs neutrophiles
pour un agoniste agissant sur les PKCs. Les résultats obtenus par cette équipe ne
permettent cependant pas de dire si la diminution de la production de superoxyde
observée est effectivement due & une augmentation du seuil de réponse des neutrophiles
ainsi exposés. L’utilisation d’une série croissante de concentrations de I’agent stimulant

(PMA) aurait été nécessaire afin de déterminer précisément ce seuil de réponse.

Dans le but de mieux cemer les conséquences de nos recherches sur la santé
humaine, nous avons par la suite étudié les deux congénéres de toxaphéne prévalant chez
I’humain, soit le T2 et le T12. Ces deux molécules, que nous avons dil utiliser en doses

plus faibles (5 pg/mL maximum), n’ont présenté qu’une activité trés réduite, mais tout de
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méme significative, sur la production de radicaux libres. Les dosages de superoxyde
obtenus sont environ huit a dix fois inférieures a ceux causés par la formulation technique

de toxaphéne a pareilles concentrations

Tous ces résultats semblent donc indiquer que le toxaphéne, tel que bio-accumulé
chez I’humain, ne présente qu’une activité réduite sur les neutrophiles comparativement a
la formulation initiale. Cette observation permet ici de mieux saisir pourquoi les humains
qui accumulent des concentrations élevées de toxaphéne (de I’ordre du ng/g de tissus
adipeux) présentent une condition immunologique généralement normale (Tryphonas,
1998). A I’inverse, les animaux qui bio-accumulent en laboratoire le toxaphéne a partir
de sa forme initiale (toxaphéne technique) présentent des dysfonctions du systéme

immunitaire (Tryphonas et al., 2000).
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10. Perspectives

Plusieurs points importants restent encore a clarifier ici concernant I’action des
deux organochlorés sur les neutrophiles humains. Leur influence sur d’autres fonctions
des neutrophiles pourrait étre un des aspects a explorer. Ainsi la production de cytokines
et d’autres molécules comme la lactoferrine et la myéloperoxydase par exemple, issus de
la dégranulation, pourraient faire ’objet de recherches futures dans notre laboratoire.
L’utilisation de techniques de dosages par ELISA pour ce genre de mesures est une

méthode rapide, simple et trés précise.

La signalisation cellulaire suivant les traitements au toxaphéne et au chlordane
comprend également plusieurs points qui restent encore a explorer. L’implication
possible de phospholipases mériterait d’étre considérée, puisque ces enzymes peuvent
engendrer la production de seconds messagers qui peuvent a leur tour activer des voies de

signalisation comme celle des PKCs.

De la méme fagon, les différents isoformes de PKCs qui peuvent ou non étre
activées par le toxaphene sont encore inconnues. Il est actuellement connu que les
neutrophiles expriment au moins cing de ces isoformes (alpha, betal, betall, delta, et zeta,
selon Sergeant et McPhail, 1997) et leur stimulation différentielle pourrait expliquer, par
exemple, D’activation de multiples fonctions cellulaires par le méme produit. Les
isoformes de PKCs sont connues pour avoir des effets divergents sur les fonctions

cellulaires (Hata et al., 1993)

Le chlordane, qui a été étudié moins en profondeur ici, est aussi une source pour
de multiples avenues de recherche. Des études in vivo, comme celle qui ont été
récemment effectuées dans notre laboratoire avec le dieldrin (Pelletier et al., 2001) a
’aide d’un modéle murin inflammatoire, pourraient également nous renseigner sur les

propriétés pro-inflammatoires du chlordane.
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La stimulation de la fonction de phagocytose demeure encore un mystére au
niveau de la signalisation. Nous savons que les voies de signalisation de la phagocytose
partagent certains aspects avec celles de la production de superoxyde comme I’activation
des MAP kinases et des PKCs. Par contre, nous ignorons toujours quelles sont les voies
empruntées par les deux organochlorés étudiés. Il s’agirait donc maintenant de vérifier
par immunoprécipitation s’il est possible que la phosphorylation de la protéine Syk puisse
survenir suite aux traitements avec le toxaphéne et le chlordane. Si tel est le cas, cette
phosphorylation expliquerait trés bien comment les produits imitent I’activation des
recepteurs a phagocytose en phosphorylant la protéine qui a pour but de transmettre un

signal d’activation.

Egalement, la production de seconds messagers par les phospholipases de toutes
sortes peut avoir un rdle important 4 jouer dans la phagocytose (Lennartz, 1999). Les
phospholipases de type C, les phospholipases de type A, (PLA,) et les phospholipases de
type D (PLD) sont toutes trois importantes dans la physiologie des neutrophiles, comme
decrit plus haut. La production de seconds messagers comme le DAG pouvant entrainer
I"activation des PKCs, il est possible que certaines phospholipases aient un réle a jouer en

amont dans la signalisation cellulaire induite par le toxaphéne et le chlordane.

Enfin les congénéres T2 et T12 méritent aussi trés certainement encore d’étre
étudiés sous d’autres aspects. Leur potentiel immunomodulateur a été mesuré seulement
sur deux fonctions cellulaires des neutrophiles, ce qui représente encore bien peu
comparativement & tout ce qui a été fait et reste 4 faire avec le toxaphéne technique. Des
mesures d’apoptose, de phagocytose et des expériences in vivo seraient aussi nécessaires.
Ces mesures sont évidemment tout aussi irﬁportantes, sinon plus, afin de mieux
comprendre les effets et, ultimement, réglementer les expositions au produit toxique dans

I’environnement.
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Annexe

Cette section présente le résumé en anglais d’un article auquel j’ai participé pour la
réalisation de certaines expériences. C’est un article intitulé « Activation of human
neutrophils in vitro and induction of neutrophilic inflammation in vivo by dieldrin. » qui a
eté publié dans la revue journal of leukocyte biology.

Martin Pelletier, Charles J. Roberge, Marc Gauthier, Karen Vandal, Philippe A.
Tessier and Denis Girard. Activation of human neutrophils in vitro and dieldrin-induced
neutrophilic inflammation in vivo. J Leukoc Biol. 2001 Sep; 70(3):367-73.

Many chemicals of environmental concern are known to alter the immune system
and are considered toxic molecules because they affect immune cell functions.
Inflammation related to environmental chemical exposure, however, is poorly
documented, except that from air pollutants. In this study, we found that the
organochlorine insecticide dieldrin could not alter the ability of human neutrophils to
phagocytose opsonized sheep red blood cells at nonnecrotic concentrations (0.1, 1, 10,
and 50 &mgr;M). However, dieldrin was found to increase human neutrophil superoxide
production, RNA synthesis, and proinflammatory cytokine interleukin-8 production. The
normal apoptotic rate of neutrophils evaluated by both cytology and flow cytometry (CD-
16 staining) was not altered by dieldrin treatments, and this was correlated with its
inability to inhibit spreading of neutrophils onto glass. Using the murine air pouch model,
we found that dieldrin induces a neutrophilic inflammation. Taken together, these results
demonstrated that dieldrin is a proinflammatory contaminant. To our knowledge, this is
the first report establishing that dieldrin is a contaminant exhibiting proinflammatory
properties. In addition, it is the first time that the murine air pouch model has been
successfully used to confirm that a chemical of environmental concern can induce an

inflammatory response in vivo.
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