Université du Québec
INRS-Institut Armand-Frappier

Centre de recherche en Santé Humaine

EFFETS D’UN MELANGE DE BPC SUR LA COMMUNICATION
INTERCELLULAIRE DANS LE FOIE CHEZ LE RAT

Par
Patrick Gauvin

Mémoire présenté
pour I’obtention
du grade de Maitre és science (M.Sc.)

en Sciences expérimentales de la santé

Jury d’évaluation

Examinateur interne Dr Michel Fournier
INRS ~Institut Armand-Frappier
Centre de recherche en Santé Humaine

Examinateur externe Dr. Gaétan Carrier
Département de santé environnementale
et santé au travail
Université de Montréal

Directeur de recherche Dr Michel Charbonneau
INRS -Institut Armand-Frappier
INRS-Université du Québec

Codirecteur de recherche Dr Daniel G. Cyr
INRS -Institut Armand-Frappier
INRS-Université du Québec



RESUME

Les biphényls polychlorés (BPC) sont des carcinogénes fortement rejetés dans
I’environnement, principalement dans les milieux aquatiques. Depuis leur premicre
utilisation en 1930, les diverses et multiples applications industrielles des BPC, de
concert avec leur stabilité exceptionnelle, en font des produits considérablement
bioaccumulables dans 1’environnement, car ils se dégradent difficilement. Ces polluants,
dits épigénétiques, causent plusieurs effets biologiques chez les organismes vivants. Le
développement de cancer, par la modulation de la communication entre les cellules au

niveau des jonctions lacunaires, en est un exemple.

Les travaux de ce mémoire visent & caractériser et 3 définir les effets d’un
mélange de six congénéres de BPC au niveau de la communication intercellulaire par
I’étude de I’expression de la connexine 32 (Cx32) dans le foie de rats femelles. De plus,
les travaux veulent caractériser I’impact du mélange de BPC sur la communication
intercellulaire par les jonctions lacunaires et sur les protéines de ces jonctions intervenant
dans cette communication, notamment par des analyses immunohistochimiques chez les
lignées cellulaires MH1C1, MCF-7 et MCF-10A.

La selection des BPC utilisés pour les études chez le rat Spragues-Dawley femelle
se base sur des études épidémiologiques de consommateurs de poissons contaminés. La
durée des traitements des rats au mélange de BPC est de 41 et 90 jours, soit la durée
typique d’une étude sous-chronique. Cependant, les résultats présentés dans ce manuscrit
ne reflétent que le traitement des rats avec le mélange durant 90 jours. Une analyse des
foies prélevés chez ces animaux a permis de déterminer par immunobuvardage de type
Northern le niveau d’expression de la Cx32 des hépatocytes. Les résultats ont démontré
une baisse significative de I’expression de I’ARNm de la Cx32 chez les hépatocytes des
animaux traités quotidiennement durant 90 jours avec une dose totale de 3000 ug/kg (6 x

500 pg/kg) du mélange de BPC.
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L’étude in vitro des effets du mélange de BPC sur la communication
intercellulaire a été effectuée & 1’aide d’une lignée d’hépatocytes exprimant la Cx32
(MHICI) et deux lignées de cellules mammaires exprimant la Cx43 (MCF-7 et MCF-
10A). Les résultats obtenus par la technique du «Scrape loading dye transfert» (SLDT)
ont démontré une perte de communication pour les cellules mammaires saines MCF-10A
ayant subies une exposition au mélange de BPC. Les analyses immunohistochimiques
ont révélé que le mélange de BPC est en mesure de changer la localisation intracellulaire
de la Claudine-1 et de la Cx43, deux protéines de jonctions impliquées dans la
communijcation intercellulaire. Les résultats démontrent que la délocalisation des
protéines de la membrane vers le cytoplasme de la cellule dépend de la dose du mélange
utilisée. Enfin, les résultats suggérent que le mélange de BPC peut induire un
changement du niveau protéique de la Cx43. Les modifications épigénétiques de ces
protéines entrainées par la présence du mélange de BPC dans les cellules hépatiques et
mammaires semblent donc venir moduler la communication intercellulaire. Ainsi,
Pextrapolation des données mécanistiques recueillies dans ce travail, nous suggere que le

mélange de BPC étudié peut engendrer une cancérogenése de type épigénétique.

Etudiant Directeur de recherche

A@AMJ Ap —
A" 4

Co-directeur de recherthe

iii



AVANT-PROPOS

Les biphényls polychlorés, couramment appelés BPC, sont des contaminants
faisant partie de la famille des organochlorés qui sont largement répandus dans
Penvironnement. Les BPC n’existent pas & I’état naturel. Bien qu’ils furent synthétisés
pour la premiére fois en Allemagne en 1881, ils n’ont été introduits sur le marché qu’en
1929 par une compagnie américaine. Entre 1929 et 1977, ces produits ont été fabriqués
et vendus par différentes sociétés dans le monde sous plusieurs noms commerciaux.
L’Aroclor, un produit utilisé au Canada et regroupant différents types de BPC, en est un
exemple. Depuis leur premiére utilisation en 1930 comme solvants pour I’épandage
d’insecticides, les applications industrielles des BPC ont beaucoup varié en raison de
leurs propriétés physico-chimiques particuliéres (Twaroski et al., 2001.). Cependant, la
stabilité¢ exceptionnelle des BPC provoque leurs bioaccumulation dans 1’environnement
et chez les organismes vivants. De plus, puisque les BPC sont difficilement dégradables,
plusieurs effets biologiques néfastes surviennent chez 1’homme et chez les animaux suite
a leurs expositions. La persistance des BPC dans I’environnement entraine alors un arrét
de la production commerciale contenant des BPC en 1977. Le 23 aodt 1988, & Saint-
Basile-Le-Grand, un incendie survenu dans un entrepét de déchets dangereux contenant
des BPC a rappelé a la population les risques reliés a la pollution industrielle par les BPC
et depuis, plusieurs recherches scientifiques tentent d’évaluer les effets biologiques de ces

contaminants sur I’homme et I’environnement.

Certaines données préliminaires concernant la consommation de poissons ont
démontré la présence de composés liposolubles tels que les BPC chez des pécheurs
sportifs. Suite & ces observations, il était donc important d’évaluer le risque de toxicité et
les effets de ces organochlorés sur la santé des consommateurs de poissons contaminés
(Gouvernement du Canada., 1998.). Différentes habitudes de consommation et degrés
d’exposition ont été testés chez les rats femelles, plus sensibles aux BPC que les rats
méles. Les organochlorés rejetés dans I’environnement sont reliés a la perte ou a la

modulation de mécanismes de communication intercellulaire (Trosko et Ruch., 1998.;
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Trosko et Chang., 2000.). Ils semblent étre de bons promoteurs dans le développement
de tumeurs (MillsJ.J., 1995.; Holder et al.,, 1993.). D’ailleurs, certaines études ont
démontré qu’il se produit une perte de communication intercellulaire chez les cellules
cancéreuses ou lors du développement de tumeurs (Krutovskikh et al., 1994.; Yamasaki
et al,, 1999.). Depuis quelques années, plusieurs chercheurs associent la formation et la
promotion de tumeurs & un probléme de communication entre les cellules via les

jonctions lacunaires (Mesnil., 2002.; Krutovskikh et Yamasaki., 1997.).

La contamination directe de ’homme et des animaux domestiques par les BPC
peut survenir de fagon accidentelle ou étre d’origine alimentaire. En effet, une
intoxication massive des habitants de la ville de Fukuoka et Nagasaki au Japon ont été
provoquée par une contamination de I’huile de riz (maladie de Yusho). Les principales
sources de contamination connues sont les rejets industriels et la diffusion progressive
des BPC dans I’environnement a partir des matériaux qui en contiennent. En raison de
leur caractére liposoluble, les BPC s’accumulent trés rapidement dans les tissus riches en
lipides comme les graisses et les tissus nerveux. Le foie et les glandes mammaires sont
aussi des organes ciblés par les BPC. Ils possédent des propriétés estrogéniques et anti-
estrogéniques. Ils provoquent alors des perturbations de 1'équilibre hormonal autant chez
I'homme que chez la femme. Ils peuvent donc étre impliqués dans le cancer du sein. Ces
substances sont appelées contaminants épigénétiques puisqu’ils altérent 1’homéostasie
cellulaire via la modulation de I’expression de génes et de protéines, mais ne sont pas

génotoxiques, car ils ne réagissent pas directement avec I’ADN.

Ce manuscrit se divise en quatre sections distinctes. Il débute par une revue de
littérature sur les BPC quant 2 leurs effets sur la santé, leurs roles dans la cancérogenése
et leurs effets sur la communication cellulaire. Cette section se termine par la
présentation des buts et objectifs du projet de recherche. La seconde partie présente de
facon détaillée le matériel et les techniques employées. Les résultats et les différentes
observations obtenus lors des expériences menées sur les effets du mélange de
congénéres de BPC sur I’expression de I’ARNm de la Cx32 chez les hépatocytes ainsi

que sur certaines protéines impliquées dans la communication intercellulaire dans



différents types de cellules sont rapportés 2 la troisiéme section. Enfin, une discussion de
Pimpact des résultats quant aux effets des BPC impliqués dans un processus de

cancérogenése par la modulation de la communication intercellulaire est présentée 3 la

derniére section.
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CHAPITRE 1 : REVUE DE LA LITTERATURE

1.1 Les biphényls polychlorés (BPC)

1.1.1 Généralités

Les biphényls polychlorés (BPC) sont des composés chimiques de synthése constitués
d'atomes de chlore, de carbone et d'hydrogéne qui ont fait I’objet de plusieurs études dans
le milieu de I’écotoxicologie. La substitution d’un a plusieurs atomes d’hydrogéne par un
atome de chlore sur deux molécules de benzéne crée les biphényls chlorés (Figure 1.1).
Les BPC font partie de la famille des hydrocarbures aromatiques polyhalogénés ol 1’on
retrouve la 2,3-7,8-TCDD et I’hexachlorobenzéne. Entre 1929 et 1977, les BPC ont été
fabriqués et vendus par diftérentes compagnies sous plusieurs noms commerciaux tel
I’Aroclor, produit le plus utilisé au Canada regroupant différents congénéres de BPC. 1l

existe entres autres différents Aroclors dans lesquels les mélanges de BPC varient.

Figure 1. 1 Structure chimique de la molécule de biphényl polychlorés

La molécule est composée de deux anneaux de benzénes reliés ensemble et ou les atomes

d’hydrogéne sont substitués par des atomes de chlore.

Depuis leur premicre utilisation en 1930, diverses applications industrielles des

BPC en ont éte faites graice a leurs propriétés physico-chimiques particuliéres.



Cependant, étant donné leur stabilité exceptionnelle, les BPC sont des composés qui se
dégradent difficilement provoquant leur bioaccumulation dans 1’environnement et dans
les organismes vivants. Les BPC sont la cause de certains effets biologiques néfastes
pour I’homme et pour les animaux. L’intérét public a d’ailleurs été éveillé quant aux
risques reliés a la pollution industrielle suite & ’incendie de déchets dangereux contenant
des BPC survenu le 23 aolt 1988, & Saint-Basile-Le-Grand. Egalement, depuis cet
événement, plusieurs recherches scientifiques tentent d’évaluer les effets biologiques de

ces contaminants sur I’homme et 1’environnement

1.1.2 Fabrication des BPC

Les BPC ont été synthétisés en Allemagne en 1881, mais introduits sur le marché
industriel en 1929 aux Etats-Unis. Entre 1929 et 1977, leurs utilisations industrielles ont
été trés variées : fluides di€lectriques, machineries hydrauliques, pompes 2 vide, turbines
a gaz, fluides pour échangeurs de chaleur, lubrifiants, caoutchoucs et résines
synthétiques, plastiques divers, peintures, abat poussiére pour les routes de terre, solvants
pour I’épandage d’insecticides (Twaroski et al., 2001.). Les BPC ont également eu
diverses utilisations militaires dans 1’équipement électrique et électronique. Avant
I’instauration d’une réglementation sur les méthodes d’élimination de ces contaminants,
les BPC ont surtout été introduits dans I'environnement par 1'élimination non réglementée
de produits tels les encres a papier, les agents d'étanchéité, les peintures et les huiles
usées (Environnement Canada, résumé 2001). DG a leur persistance dans
I’environnement et & la découverte d’effets toxiques leur étant attribués, la production
commerciale contenant des BPC est arrétée, puis interdite en 1977. En 1996, le Canada,
le Mexique et les Etats-Unis établissent un cadre de gestion écologique des BPC pour
I’ Amérique du Nord (Groupe d'étude sur les BPC, décembre 1996).



1.1.3 Distribution environnementale des BPC

Les contaminants organiques (biphényls polychlorés, insecticides, herbicides,
hydrocarbures aromatiques polycycliques, etc.) ont la capacité de voyager avec les
particules minérales et les matiéres organiques en suspension dans 1’eau. Selon les
conditions hydrodynamiques, les matiéres en suspension se déposent, par la suite, sur le
fond des cours d’eau pour former des sédiments (Saint-Laurent Vision 2000). La grande
stabilité des BPC dans l'air favorise leur déplacement sur des milliers de kilométres dans
l'atmosphére (Sans-nom..,1994.) avant de tomber au sol. Cependant, ils demeurent
volatiles jusqu'a leur destruction. Le Tableau 1.1 répertorie la demi-vie suggérée des
différents congénéres de BPC dans I’environnement (Environnement Canada BPC,
1997; Mackay., 1992.).

Composés Air Eau Sol Sédiment
Monochlorobiphényl ~ 1 semaine ~ 8 mois ~2ans ~2ans
Dichlorobiphényl ~ 1 semaine ~ 8 mois ~2ans ~2ans
Trichlorobiphényl ~ 3 semaines ~2ans ~6 ans ~6 ans
Tetrachlorobiphényl ~2 mois ~6ans ~ 6 ans ~6ans
Pentachlorobiphényl | ~ 2 mois ~6 ans ~6 ans ~6 ans
Hexachlorobiphényl | ~ 8 mois ~6ans ~ 6 ans ~6ans
Heptachlorobiphényl ~ 8 mois ~6 ans ~6 ans ~6ans
Octachlorobiphényl ~2 ans ~6 ans ~6 ans ~6 ans
Nonachlorobiphéhyl ~2ans ~6 ans ~ 6 ans ~6 ans
|Decachlorobiphényl ~6 ans [ ~6ans ~6ans | ~6ans

Tableau 1. 1 Demi-vies suggérées pour les biphényls polychlorés dans divers milieux

naturels

En présence de rayons ultraviolets, les BPC peuvent se transformer en un autre
congénére par un processus de photolyse. Dans un milieu aquatique, la photolyse peut
étre le seul processus efficace de la dégradation abiotique, I'hydrolyse et l'oxydation ne
jouant pas de role important (Organisation Mondiale de la Santé, 1993). Les BPC sont

insolubles dans l'eau. Par conséquent, les BPC s'adsorbent facilement aux particules. En



milieu aquatique, ils s'intégrent aux particules en suspension et aux particules de
sédiments. Les BPC sont difficiles 4 détruire parce qu’ils sont trés stables, mais il existe
un centre spécial fixe canadien de traitement des déchets en Alberta prés de Swan Hills

qui incinére les déchets albertains.

1.1.4 Exposition aux BPC

La contamination directe & des niveaux élevés de I’homme et des animaux par les
BPC peut survenir de fagon accidentelle ou étre d’origine alimentaire. L’intoxication
massive des habitants de la ville de Fukuoka et Nagasaki au Japon qui a été provoquée
par une contamination de I’huile de riz (maladie de Yusho) en est un exemple (Deml et
Oesterle., 1987.). Des particules de BPC ont également été trouvées dans des oeufs de
volailles nourries avec de la farine de poisson contaminée. Autres que les contaminations
dites ponctuelles, il existe des contaminations constantes et insidieuses des milieux
naturels par les BPC. La bioaccumulation des BPC dans I’environnement par les
organismes vivants se fait davantage par les espéces aquatiques. En effet, les résidus de
BPC peuvent pénétrer 1’organisme par voie cutanée, mais surtout par voie brachiale en
raison des échanges permanents des espéces aquatiques avec leur milieu (Portigal et al.,
2002.). De plus, grice a leur extréme stabilité et a leur solubilité dans les lipides
tissulaires, les résidus de BPC se retrouvent en concentration croissante dans la chaine
alimentaire chez les organismes animaux. Les espéces au sommet de la pyramide
alimentaire, comme I’homme, seront donc plus exposés aux BPC. Cependant, la plupart

des Canadiens ne sont exposés qu’a de faibles niveaux (Santé Canada., 2003.).

La plupart des effets biologiques observés résultent d’une exposition répétée ou
chronique aux contaminants. Les effets varient selon le nombre d’atomes de chlore
substitués sur le congénére et I’espeéce contaminée. Il peut donc y avoir une grande
différence dans la réponse toxique selon les espéces. La réponse varie également entre
les individus d’une méme espéce en fonction du sexe, de I’age, de la voie d’exposition,

de la dose d’exposition et de la région de 1’organisme oti les BPC se sont concentrés. Les



effets néfastes sont nombreux et trés variés. Des atrophies ou hypertrophies du foie, des
pertes progressives de poids, des atrophies du thymus et de la rate, des atteintes
immunologiques humorale et cellulaire, des porphyries, des éruptions cutanées appelées
"chloracné", des dysfonctionnements du systéme reproducteur et des toux chroniques
sont quelques-uns des symptomes retrouvés chez les personnes contaminées. Une des
principales conséquences d’une contamination aux BPC est un oedéme généralisé de

’organisme suggérant que les BPC augmentent la perméabilité cellulaire.

L'absorption quotidienne moyenne d'un adulte moyen (70 kg) s’établie 4 3,3 pg et
représente une dose journaliére de 0,047 ug/kg lorsqu'elle est pondérée en fonction du
poids corporel. Pour un nourrisson allaité d’un poids moyen de 5 kg, 1’absorption
quotidienne moyenne est de 2,6 pug ce qui correspond a une absorption estimée de 0,52
pg/kg (Santé Canada., 2003.; Newsome et al., 1998.). L'exposition aux BPC d'un adulte
qui consomme un repas par jour de poisson peut étre supérieure & 120 pg/jour, soit une
dose journaliere de 1,7 pg/kg. Une étude menée par Santé Canada sur différents groupes
d’4ge et de sexe a démontré que 1’apport alimentaire en BPC varie de 20,3 ng/kg/jour
pour un enfant de 0 & 6 mois et diminue progressivement jusqu’a 5-6 ng/kg/jour vers
I’dge de 40 a 65 ans et plus (Santé Canada., 2003.) Les principales sources de
contamination connues sont les rejets industriels et la diffusion progressive des BPC dans

le milieu a partir des matériaux qui en contiennent.

1.1.5 Métabolisme des BPC

Les molécules de BPC sont absorbées par les trois voies d’entrée de 1’organisme
que sont la voie respiratoire, la voie digestive, la peau et les muqueuses (Newsome et al.,
1998.). Le mode de pénétration d'une substance chimique dans l'organisme dépend des
propriétés de cette substance et de la biologie de l'organisme. Les composés chimiques
hydrophobes insolubles dans 1'eau tels les BPC et le DDT peuvent &tre absorbés par la
peau. De plus, comme d'autres composés chimiques volatiles qui existent 4 l'état gazeux,

les BPC peuvent étre inhalés. Le poisson est un exemple d’une espéce qui peut étre



exposée a des substances chimiques pouvant s’introduire durant la respiration par ses
branchies. Une fois absorbées, ces substances passent dans la circulation sanguine et se
distribuent 4 travers les tissus. En raison de leur caractére liposoluble, les BPC
s’accumulent trés rapidement dans les tissus riches en lipides, comme les graisses et les
tissus nerveux. Cependant, I’accumulation dans le foie, les reins, le coeur et les muscles

se fait & des niveaux moins élevés (Casarett and Doull's., 2001.).

Une des modifications observées suite a4 la métabolisation des BPC par
l'organisme consiste en une hydroxylation partielle d’une molécule de benzéne par
fixation de 1 ou 2 groupements OH". Cette modification est réalisée au niveau des
microsomes hépatiques ou par d’autres mécanismes d’insertion (Figure 1.2). Dans
’environnement, les congénéres de BPC qui portent moins de 4 molécules de chlore
peuvent étre dégradés par les cytochrome P-450 qui utilisent la voie oxydative,
biodégradation aérobique (Harkness et al., 1993.), ou par la réduction d’un atome de
chlore sur les congénéres trés substitués, réaction appelée biodégradation anaérobique
(Abramowicz., 1995.) (Figure 1.3).
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Figure 1. 2 Oxydation des BPC

Deégradation d’une molécule de BPC selon une réaction d’oxydation chimique.
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Figure 1. 3 Réduction des BPC

Dégradation d’une molécule de BPC selon une réaction de réduction chimique.

L’élimination, trés limitée, des BPC par 1’organisme se fait surtout sous forme
hydroxylée par voie digestive, notamment par la bile, et 4 un moindre niveau par 1’urine.
L’élimination par voie mammaire existe également et pose un probléme dans la
surveillance hygiénique du lait bovin et également du lait humain (Kostyniak et al.,
1999.). De plus, les BPC peuvent traverser la barriére placentaire et semblent se
concentrer préférenticllement au niveau du foetus chez les mammiféres, (Lyche et al.,
2004.).

1.1.6 Effets des BPC

Les polluants environnementaux tels les BPC affectent les mécanismes de
métabolisation et peuvent devenir des substrats pour certains enzymes métaboliques
(Twaroski et al., 2001.). Les BPC sont de puissants inducteurs des monooxygénases
dépendantes du cytochrome P-450 (CYP-450) qui sont responsables de la métabolisation
de plusieurs substances endogénes et exogénes a I’organisme (Dragnev et al., 1995.; Chu

et al., 1995.; Sinclair et al., 1997.; Haag-Gronlund et al.,, 1997.; Hahn et Chandran.,



1996.; Franklin et al,, 1997.). IIs causent aussi une augmentation de réactifs oxygénés
(ROS) dans I’organisme qui endommagent ’ADN (McLean et al., 2000.). Les BPC
fortement substitués en atomes de chlore générent un stress oxydatif altérant la régulation
et I’activation de certains génes (Morsi et al., 2003.; Senft et al., 2002.). La glutathione-
S-peroxydase (GSP) est un enzyme capable de détoxifier I’organisme humain des ROS
(Mylchreest et Charbonneau., 1997.), mais les BPC en répriment I’expression (Twaroski
et al,, 2001.). Le groupe de Lee et Tharappel a démontré que le BPC 77, un congénére
des BPC, augmente la prolifération cellulaire et 1’activité apoptotique des cellules
hépatocytaires alors que le BPC 153, un autre congénére, inhibe les mécanismes
d’apoptose de ces cellules d’environ 50% (Tharappel et al., 2002.). Les BPC 77 et BPC
126 semblent aussi responsables de [I’inactivation de 1’enzyme hépatique
méthoxyrésorufin-O-déméthylase (MROD). En effet ces deux BPC causent la
déméthylation de la MROD, enzyme important dans le processus de dégradation des BPC
(Chen et al., 2002.).

Les BPC ont la capacité de modifier le systéme hormonal. Dues a leurs propriétés
structurelles, les BPC se lient au récepteur des hydrocarbures aromatiques («aryl
hydrocarbon receptor» ou AhR), récepteur qui est un facteur de transcription distinct de
la superfamille des récepteurs des stéroides. 1l semble que les BPC présentant une
structure coplanaire possédent une grande affinité pour le récepteur Ah, alors que les
BPC non-coplanaires aient peu d’affinité, mais provoquent une activité biologique plus
importante (Fischer et al., 1999.). 1l a été montré que les BPC induisent ainsi
I’expression de certains génes AhR-dépendants ou modifient ’expression de certains
enzymes métaboliques (Denison et Whitlock., 1995.). Plusieurs études font référence a
P'inductibilité des CYP-450 par les AhR (Besselink et al., 1998.; Hestermann et al.,
2000.). De plus, une petite diminution de la concentration de I’hormone thyroidienne,
soit la thyroxine (T4), dans le plasma sanguin suite 4 I’exposition aux BPC a été observée
(Morsi et al,, 2003.; Kato et al., 1999.; Khan et al., 2002.). Portigal et collaborateurs
(Portigal et al., 2002.) ont démontré que différents congénéres de BPC (BPC 42, BPC
128 et BPC 138) favorisent aussi la diminution du taux de liaison des androgénes avec le

récepteur aux androgénes (AR). Des mélanges commerciaux de BPC (Aroclor 1260,



1254 ou 1248) qui contiennent entre 50 et 70 différents congénéres de BPC (BPC 118,
BPC 138, BPC 154, BPC 170 et BPC 180 en autre) présentent aussi la possibilité
d’inhiber I’activité de transcription du AR (Ulbrich et Stahlmann., 2004.). Il a également
¢té démontré que certaines régions promotrices cibles des récepteurs aux estrogénes
peuvent étre modulées par les BPC (Kramer et Giesy., 1999.; Safe., 1998.; Layton et al.,
2002.; Yamada-Okabe et al., 2004.).

Une étude effectuée chez des rats femelles (Long-Evans) en gestation a révélé une
diminution du taux hormonal de I’estradiol (E2) et une augmentation de la testostérone
suite au traitement par 1’Aroclor 1254 (Kaya et al., 2002.). Les organismes femelles
semblent donc plus susceptibles d’étre affectées par les BPC (Haag-Gronlund et al.,
1997.). Leur plus grand nombre de récepteurs aux estrogénes actifs pourrait en étre la
cause (Gallant et al., 2000.). Les effets significatifs enregistrés chez les rats males sont
une hypersécrétion de I’hormone tyréotrophine (TSH) menant & une 1égére augmentation
de la promotion de tumeurs thyroidiennes (Gallant et al., 2000.). Des observations faites
dans une clinique de fertilité humaine chez des femmes agées de 28 a 32 ans ont montré
que les BPC ne sont pas présents en concentration suffisante dans les fluides folliculaires
pour causer des effets négatifs aux ovocytes et sur les capacités reproductrices suite a un

traitement aux BPC (12 BPC- 1,25 ng/BPC) (De Felip et al., 2004.).

Les BPC alterent aussi la synthése de I’héme et provoque alors un accroissement
de la porphyrie hépatique (Sinclair et al., 1997.; Hahn et Chandran., 1996.). La porphyrie
est la résultante d’une excrétion massive de porphyrines fortement carboxylées dans
P'urine. Celle-ci peut causer des lésions cutanées et des dommages au systéme nerveux.
Hahn et Chandran ont proposé que les CYP-1A des microsomes hépatiques sont capables
de catalyser 1’oxydation des urophophirinogénes (Hahn et Chandran., 1996.). Une
inhibition de I’expression des CYP-1A via les AhR par les BPC conduit nécessairement a
une accumulation d’uroporphyrines. D’autres études attestent que les BPC inhibent
I’enzyme UROD (uroporphyrinogéne décarboxylase) (Franklin et al., 1997.; Mylchreest
et Charbonneau., 1997.) provoquant ainsi une accumulation d*uroporphyrine et

d’heptacarboxylporphyrine responsable de 1’uroporphyrie, une condition semblable 4 la



porphyrie cutanée tardive (Franklin et al., 2002.). En plus de ces effets biochimiques,
une exposition aux BPC entraine des effets cancérigénes, embryotoxiques, génotoxiques

et tératogenes (Fischer et al., 1998.; McLean et al., 2000.; Dragan et al., 1998.).

1.2 La Cancérogenése

1.2.1 Cancérogenése génotoxique et épigénétique

Il existe de nombreuses formes de cancers provoquées par des agents chimiques
dits cancérigénes. Les substances qui ménent au développement de tumeurs lors d’un

cancer se divisent en deux classes.

Les substances génotoxiques induisent des mutations dans le matériel génétique
d’un tissu cible ou interférent avec la réplication ou la réparation de I’ADN. Ces
substances, comme le tamoxiféne, le nickel, le cadmium et les hydrocarbures
polycycliques aromatiques (HAP) (Casarett and Doull's., 2001.), altérent I’information

génétique et modifient alors la structure et le fonctionnement de certaines molécules.

Des agents non-génotoxiques, appelés agents épigénétiques, contribuent aussi au
développement du cancer bien qu'ils n’interagissent pas directement avec I’ADN. Ces
agents affectent indirectement la cancérogenése. Ils vont plutdt altérer 1’expression de
certains génes qui eux stimulent la division cellulaire en plus d’inhiber la réparation d'un
dommage potentiellement génotoxique et de moduler les interrelations cellulaires. Les
substances telles les contraceptifs oraux, le DDT ou le phénobarbital se retrouvent dans
cette catégorie (Casarett and Doull's., 2001.). Les BPC font partie de cette classe
d’agents. Ils semblent avoir des effets modulateurs au niveau des promoteurs de génes

cibles et ce, notamment pour les enzymes hépatiques de biotransformation.
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1.2.2 Prolifération cellulaire et cancer

Une propriété importante des cellules cancéreuses est leur prolifération
incontr6lée dans un organisme. Les cellules normales en croissance forment une couche
monocellulaire et cessent de se diviser par un processus appelé inhibition de contact. Les
cellules malignes forment plutdt des couches multicellulaires n’ayant aucune limite quant
au nombre de division cellulaire (Oliver et Roberts., 2002.). Les modéles expérimentaux
ont permis d'établir que la cancérogenése chimique est un processus dynamique
comportant plusieurs phases (Dragan et Pitot., 1992., Pitot et Dragan., 1994.). La
cancérogencse se divise en trois stades distincts (Figure 1.4) soit 1’initiation, la

promotion et la progression (Mori et al., 1999.; Trosko et Ruch., 1998.).

[y T =[P ¥ '
Y=l L (G Am) = w—

Cellules Initiation Promotion Progression
normales normale & pré-cancéreuse pré-cancéreuse a cancéreuse développement tumoral

Figure 1. 4 Stades de la cancérogenése

Transformation d’une cellule normale dans un processus de cancérogenése (JE Moulder)

L'initiation est la premiére étape de la cancérogenése. Une ou plusieurs cellules
acquiérent certaines modifications génétiques irréversibles qui se transmettent lors de
divisions cellulaires subséquentes et qui leur conférent la propriété de proliférer sous
l'effet d'agents promoteurs. L'avantage sélectif qu'a une cellule initiée par rapport aux
cellules normales ne s'exprime qu'en présence d'agents promoteurs. Les promoteurs
peuvent stimuler sélectivement la prolifération et/ou empécher le déclenchement de
l'apoptose des cellules initiées (Shrenk et al., 2004). Les hépatocytes initiés ne se
distinguent pas des hépatocytes normaux sur le plan morphologique. Cependant, certains

travaux ont montré que des hépatocytes initiés peuvent étre détectés par la mise en
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évidence histochimique de I'isoenzyme placentaire de la glutathione S-transférase (GST-
P) (Pitot et al., 1989.). Ces expériences ont permis de démontrer que, sous l'effet d'un
promoteur, seule une faible fraction des cellules GST-P sont capables de donner

naissance a des foyers hépatocytaires altérés.

La promotion est un processus réversible qui permet la prolifération et
l'expression sélective de cellules initiées. Au cours de la cancérogenése hépatique, la
phase de promotion se caractérise d’abord par l'apparition de foyers hépatocytaires altérés
et ensuite de nodules hyperplasiques également appelés "adénomes", "nodules de
régénération” ou "nodules néoplasiques”. Ces nodules se détectent suite 3 un examen
macroscopique de différents tissus tels les tissus hépatiques et les tissus mammaires.
Certains marqueurs histochimiques précisent les caractéristiques phénotypiques et
Pidentification de ces foyers est alors possible dés qu'ils atteignent la taille de 3 4 5
cellules. Les modifications phénotypiques varient en fonction de la nature du promoteur
utilisé et donnent un avantage sélectif aux cellules initiées par rapport aux cellules
normales & survivre et a se répliquer sous l'effet d'un promoteur. Des promoteurs comme
le diéthylnitrosamine (DEN) ou le phénobarbital induisent la formation de foyers
hépatocytaires et affectent 1’expression de plusieurs enzymes. En effet, I’expression de
GST-P et de gamma-glutamyltransférase (GGT) augmente sous l’influence de ces
promoteurs tandis que 1’expression de 1’adénosine-5"-triphosphatase (ATPase) diminue
(Xu et al., 1990.). La réversibilité du processus de promotion engendre une régression de
la croissance des foyers et/ou nodules lorsque l'administration du promoteur est
interrompue (Schulte-Hermann et al., 1999.). Cependant, les cellules initiées conservent
leur sensibilité & une stimulation par les promoteurs entrainant la réapparition des foyers

et/ou nodules lors de la réintroduction du promoteur.

La phase de progression se définit par I'apparition irréversible de nodules
hyperplasiques et de tumeurs malignes. Cette phase se caractérise par I'acquisition du
phénotype malin classique c'est 4 dire de la capacité i envahir les tissus et 2 métastaser.
L'entrée dans la phase de progression est spontanée dans les modéles expérimentaux

d'initiation-promotion et est probablement la conséquence de mitoses anormales
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favorisées par I'augmentation de la prolifération cellulaire. Cette phase se caractérise par
une instabilit¢ chromosomique menant a l'activation de proto-oncogénes ou a
l'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs (Trosko et Ruch., 1998.). Récemment, il
a été évoqué que certains agents non mutagénes comme le benzéne, structure chimique de
base des BPC, peuvent sélectivement déclencher l'entrée de cellules dans la phase de

progression (Pitot et Dragan., 1994.).

Les agents cancérigénes sont classés selon la phase dans laquelle ils interviennent
soit en agent initiateur, promoteur ou déclenchant la progression. Les cancérigénes
"complets" sont des agents capables d'induire 4 eux seuls le développement de cancers,
c'est a dire qu’ils sont a la fois des initiateurs, des promoteurs et des agents déclenchant la

progression.

1.2.3 Cancérogenése des BPC

La tumorigenése est souvent accompagnée de changements dans 1’ADN
chromosomique, de réarrangements génétiques, d’amplification ou de perte de loci
chromosomaux ou de retard de développement (David J. Lockhart., 2000.). Mayes et
collaborateurs ont évalué le potentiel des Aroclors (différents mélanges de BPC) 4 induire
un effet cancérigéne sur des rats mailes et femelles Spragues-Dawley (Mayes et al.,
1998.). Les hydrocarbures polycycliques chlorés comme la dioxine TCDD, les biphényls
polychlorés (BPC) ou polybromés (PBB), puissants inducteurs du CYP1A1, 1A2 et 1B1,
se sont révélés étre hépatocancérigénes chez le rat. Comme il a été établit que ces
produits se fixent sur les récepteurs Ah, (Denison et Whitlock., 1995.), il est possible que
leurs propriétés cancérigenes dérivent plus de leur capacité & stimuler la prolifération
cellulaire hépatique que d’avoir un effet inducteur enzymatique (Huff et al.,, 1994.).
Cependant, une métabolisation accrue des estrogénes endogénes par le CYP1A2 et le
CYP1B1 peut conduire a la formation de dérivés catéchols et contribuer, de cette fagon, a
I'effet cancérigéne de ces produits (Huff et al.,, 1994.). En effet, certains métabolites

d'oxydation qui se fixent de fagon covalente aux protéines ou 4 'ADN comme les dérivés
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catéchols déclenchent un stress oxydatif & I'origine de phénoménes de cytotoxicité et de

génotoxicité.

1.3 Le Foie

1.3.1 Cancer du foie

Le foie pese de 1 a 1,5 kg chez I'humain et est un organe important de 1’organisme
assurant de nombreuses fonctions métaboliques de régulation. Les hépatocytes, cellules
hépatiques, et les cellules biliaires représentent les deux principaux types de cellules dans
le foie et ils jouent un rle essentiel de régularisation de la plupart des produits chimiques
dans le sang. Le foie occupe plusieurs fonctions importantes, notamment l'entreposage
du glucose et la synthése de protéines, de facteurs de coagulation, du cholestérol et de la
bile. Le foie sert aussi de systéme de nettoyage et libére le sang des toxines en altérant
leur structure chimique et en les excrétant dans la bile. Il procéde a la dégradation des
porphyrines, des xénobiotiques (substances étrangéres a I’organisme vivant) et des
medicaments grice 4 une série de réactions d’oxydation, de réduction, d’hydrolyse, de
conjugaison et de méthylation (Biochimie, Voet and Voet, 1996, p 792). Lors de la
filtration du sang, les cellules cancéreuses peuvent se fixer dans le foie et s'y développer
en nodules métastatiques. Les cancers qui trouvent leurs origines dans les voies gastro-
intestinales s'étendent souvent au foie. La remarquable capacité de régénération du foie
peut également étre liée au développement de cancer du foie. La prolifération
néoplasique d'origine hépatocytaire en est la plus fréquente cause. Dans plus de 90 % des
cas, le développement de cancer est relié 4 la cirrhose, une maladie hépatique, ou peut
étre li¢ aux différentes hépatites chroniques virales. Il peut aussi étre favorisé par des
carcinogénes chimiques comme [’aflatoxine (Coleman., 2003.) ou toutes autres
substances qui changent I’homéostasie des génes régulateurs du foie (Thorgeirsson et
Grisham., 2002.).
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1.3.2 Hépatocancérogenése des BPC

Le mode primaire d’action des BPC dans un processus de cancérogenése est relié
a la promotion de tumeurs (Millis et al., 1985.). Au niveau du foie, plusieurs composés
non cancérigeénes le deviennent a la suite de diverses réactions de détoxification. Chez
les rongeurs, I’apparition de tumeurs et les BPC a d’abord été démontré par (Kimbrough
et al,, 1975.; Mayes et al.,, 1998.). Leurs études ont démontré une augmentation de
I’apparition de nodules néoplasiques menant a un effet cancérigéne chez une population
de rats Sherman suite & une exposition de 21 mois 4 I’Aroclor 1260. Des 1ésions
prénéoplasiques dans le foie ont également été observées par Schaeffer (Schaeffer et al.,
1984.) chez un groupe de rats Wistar soumis 4 une diéte au Clophen A30 ou A60
(mélanges de BPC). pour un dosage variant de 5 4 60 mg/Kg/jour durant 25 a 110
semaines. Lors d’une étude sur la promotion de tumeurs, il a été observé que le BPC
156, dont les atomes de chlore sont substitués en position mono et ortho sur le biphényl,
induit la croissance de foyers de cellules dans le foie de rats (Haag-Gronlund et al.,
1997.). Les effets des Aroclors, quant a eux, se sont manifestés surtout au niveau du foie
des rats femelles par une diminution de leur poids corporel, une hypertrophie
hépatocellulaire (van der Plas et al., 1999.), une augmentation des enzymes cellulaires et
une altération du métabolisme des lipides notamment au niveau du cholestérol (Mayes et
al., 1998.). Les enzymes hépatiques transforment les BPC en métabolites hydroxylés.
Cependant, les inductions hépatiques continues des cytochromes P-450, en absence de
xénobiotiques oxydables, peuvent générer des réactifs oxygénés (ROS) tel que le
peroxyde (H>O:) et ainsi mener 4 la peroxydation des lipides, & certains dommages 2
I’ADN (McLean et al., 2000.; Twaroski et al., 2001.) et & une hypertrophie du foie
(Silberhom et al., 1990.). Les résultats de Fadhel et collaborateurs (Fadhel et al., 2002.)
ont en effet indiqué que les BPC 77 (Chu et al., 1995.) et BPC 153 (30 et 150 umol/kg)
induisent les enzymes du cytochrome P-450 causant la peroxydation des lipides dans le
foie. D’ailleurs, la GST est un enzyme marqueur de cellules tumorales dont I’expression
est influencée par les BPC (Tanno et Aoki.,, 1996.). Enfin, ’étude de Gallant et
collaborateurs a révélé que le BPC 118 provoque des changements ultrastructuraux

lipidique et mitochondrial au niveau du foie des rats traités (Gallant et al., 2000.).

15



1.4 Le Sein

1.4.1 Cancer du sein

Au Canada en 2004, le cancer le plus fréquent chez les femmes demeurait le
cancer du sein. Il est responsable d’environ 30 % des nouveaux cas de cancer chaque
année. Le cancer du sein apparait chez environ une Canadienne sur neuf au cours de la
vie. Au Canada, on estime a 21 200 le nombre de personnes qui ont recu un diagnostic
de cancer du sein en 2003 et 4 5 200 le nombre de celles qui en sont décédées (Statistique
Canada., 2003.). De plus, I’incidence de ce type de cancer augmente depuis 20 ans au
Canada et elle est maintenant environ 25 % plus élevée qu’au début des années 1980.
Environ 0,6 % des cas surviennent chez les hommes, ce qui signifie qu’environ 145
hommes par année recevront un diagnostic de cancer du sein et 45 qui en mourront. De
nombreux facteurs accroissent le risque de développer ce type de cancer. Le
vieillissement, les grossesses ou premiéres grossesses aprés 1’4ge de 30 ans ainsi que les
facteurs héréditaires jouent un réle important. D’ailleurs, I’expression de certains genes
tels BRAC1 et BRAC?2 est associée 4 I’augmentation du risque de cancer du sein (Miki et
al., 1994.; Lancaster et al., 1996.; Coyle., 2004.). Par contre, des facteurs alimentaires
comme ’ingestion de phytoestrogénes ou de produits de soja contribuent 4 la diminution
du risque du cancer (Adlercreutz., 2002.). Finalement, les BPC posseédent des activités
immunosuppressives et estrogéniques, ce qui pourrait contribuer au développement de

tumeurs dans la glande mammaire (Connor et al., 1997.).

1.4.2 Cancérogenése des BPC : Les cellules mammaires

Dans les tissus mammaires, ’estrone (E;) et la 17B-estradiol (E2) sont
principalement métabolisés par les cytochromes P-450 1A1 et 1B1 (Haag-Gronlund et
al., 1997.). Riches en tissus adipeux, le tissu mammaire favorise la bioaccumulation des
substances lipophiles, tels les BPC et les dioxines. Les dioxines interférent avec les

mécanismes hormonaux normaux et peuvent causer le cancer du sein de type hormono-
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dépendant. Les mélanges de congénéres de BPC posseédent des propriétés estrogéniques
et anti-estrogéniques (Connor et al., 1997.; van Duursen et al., 2003.). I a été démontré
que la forme hydroxylée de E,, la 4-hydroxyestrogéne, peut agir comme substance
cancerigéne. Celle-ci peut former des complexes capables d’affecter les purines de
’ADN, une cause potentielle de I’initiation de tumeurs lors 1’apparition de cancer
(Cavalieri et al., 1997.; Parham et al., 1997.). Les MCF-10A, une lignée humaine de
cellules mammaires épithéliales non-cancéreuses et les MCF-7, une lignée cellulaire
humaine tumorale, expriment toutes deux les récepteurs aux estrogénes (ER) et le
récepteur Ah sensible 4 I’action des dioxines et des BPC (Spink et al., 1998.). Des
études réalisées par I’équipe de van Duursen (van Duursen et al., 2003.) sur ces types
cellulaires ont permis d’observer que les formes hydroxylées de E, et E, par deux voies
métaboliques distinctes, possedent des effets inverses quant & la promotion de tumeurs
suite & des traitements avec les dioxines (van Duursen et al., 2003.). Il a aussi été
constaté que la stimulation de la croissance cellulaire, le nombre de molécules de liaison
affectant ’ADN et la quantité d’autres métabolites de E, potentiellement cancérigénes
augmente selon les dioxines et BPC employés (TCDD > PCB169 > PCB126). D’autres
études ont cependant démontré qu’une des formes métabolisées de E,, la 2-
méthoxyestrogéne, inhibe la prolifération cellulaire et induit I’apoptose cellulaire
(LaVallee et al., 2002.; Russo et al., 2002.) réduisant ainsi les risques de développer des
cellules cancéreuses. Par ailleurs, une plus grande activité métabolique de 1’estradiol
chez les MCF-10A que chez les MCF-7 occasionnée par 1’enzyme 17B-hydroxy-stéroide-
déshydrogénase (178-HSD) survient suite & I’influence des BPC (Parham et al., 1997a.).
De plus, une diminution de la quantité de E2 et d’autres métabolites produits a été
observée réduisant ainsi les risques de d’une transformation oncogénique pour les

cellules normales.

Les BPC affectent aussi les différentes protéines impliquées dans les échanges
intercellulaires. Les promoteurs des génes des connexines, protéines impliquées dans la

communication intercellulaire dont nous parlerons 2 la section suivante, sont modulés par
les BPC (Locke., 1998.).
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1.5 La communication intercellulaire et les types de jonctions

Il existe différents types d’interactions entre les cellules. Ces interactions
permettent aux cellules de réguler leur différenciation, prolifération et communication.
Le rble des jonctions cellulaires est d’assurer une protection tout en formant un
environnement favorable aux échanges et aux interactions entre les cellules en
développement. Des protéines, dont notamment trois types importants, soit les
cadhérines, les claudines et les connexines sont impliquées dans la formation des
jonctions cellulaires. Ces protéines qui jouent un réle dans 1’adhésion, 1’étanchéité de la
membrane cellulaire et la communication peuvent se retrouver a la surface d’une méme

cellule dans la majorité des tissus épithéliaux.

1.5.1 Les cadhérines

Les cadhérines forment une famille de molécules d’adhésion intercellulaire
dépendante du calcium qui sont importantes pour la différenciation, la structure tissulaire
et qui sont impliquées dans la signalisation cellulaire (Takeichi., 2002.; Fujimoto et al.,,
1997.). Ces glycoprotéines transmembranaires d’environ 720 4 750 acides aminés sont
en contact avec les autres cellules. Leur domaine cytosolique est généralement uni aux
éléments du cytosquelette pour former des structures différentiées. Ce segment
extracellulaire se compose de cinq domaines homotypiques, dont quatre fixant le Ca®*. 1l
comporte aussi un site de reconnaissance spécifique et de liaison dans la portion N-
terminale (Figure 1.5; tirée de la p1151, Lodish et al., 1997.). 1l existe trois types de
cadhérines (cadhérines E, P et N), mais la Cadhérine dite épithéliale, E-Cad, constitue la
plupart des couches épithéliales au niveau des points de contact entre les faces latérales
des cellules polarisées. L’inhibition d’adhérence intercellulaire que peut causer la E-Cad
empéche la formation subséquente de certains types de jonctions cellulaires, comme les
desmosomes ou les jonctions lacunaires (Gumbiner., 1988.). Des études ont démontré

que la modulation de la voie de signalisation et 1’attachement au cytosquelette par les
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Cadhérines impliquent une interaction entre la région intracellulaire des cadhérines et les
Caténines. Les caténines sont impliquées dans la régulation fonctionnelle de la voie de
signalisation des cadhérines lors du développement embryonnaire et de la tumorigenése.
De plus, il semble que I’activation des cadhérines dépend de 1’état de phosphorylation de
la B-Caténine (Takeichi.,, 1991.; Gumbiner et McCrea.,, 1993.; Gumbiner., 1988.;
Gumbiner., 2000.).

E-Cadhénnc

Site de liaison
calcique

Extérieur

| embrane plasmique [

Cytosol =
= (SEEIF-CMMMQS

o€ [ Ca | Co | o™ |

Cadhérine

Figure 1. 5 Représentation d'une Cadhérine dans une cellule épithéliale
La liaison cellule-cellule se fait dans le premier domaine. La portion intracellulaire
interagit avec le cytosquelette, est impliquée dans les voies de signalisation et se lie aux

Caténines (basé selon Gumbiner., 2000.)

1.5.2 Les claudines

Les jonctions serrées ou "tight junctions", réalisent la fusion des feuillets externes
des membranes de deux cellules voisines et les unissent solidement. Elles marquent la
frontiére entre deux zones de la membrane plasmique, la membrane apicale et la
membrane basale, fonctionnellement trés différentes. La lame basale posséde des
invaginations qui pénétrent a l'intérieur du tissu conjonctif nécessaires a la nutrition de la

cellule. Le réticulum endoplasmique et une certaine concentration de mitochondries se
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trouvent au niveau du péle basal.

Les claudines et les occludines, des protéines transmembranaires, constituent
majoritairement les jonctions serrées et sont spécifiques des tissus épithéliaux (Fanning et
al., 1999.; Mitic et al., 2000.). Les claudines forment un chapelet ou une bande en forme
d’anneau ceinturant completement la cellule localisée a l'apex des cellules épithéliales
(Figure 1.6). Les structures spécifiques du tissu apparaissent au pole apical des cellules
épithéliales ou se situent I'appareil de Golgi ainsi que plusieurs mitochondries. Les
Jonctions serrées sont aussi formées de protéines extrinséques qui interagissent avec les
tilaments d’actine. Il a été démontré que les claudines et les occludines forment un
complexe avec des protéines cytoplasmiques comme les zona occludens (ZO-1, ZO-2,
Z0O-3) (Parham et al., 1997.; Haag-Gronlund et al., 1997_; Naiki et al., 2002.). De cette
fagon, clles bloquent totalement la circulation des fluides entre les cellules et assurent
I'etanchéité entre deux compartiments tissulaires. Elles empéchent, par exemple, les
enzymes digestifs et les microorganismes présents a I’intérieur de l'intestin de passer a
I'extérieur dans la circulation sanguine. Le¢ maintien de la polarité des cellules

endothéliales est aussi assuré par les jonctions serrées.

Nignement
degproféines

€
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Protéines
assacides

h filament d’actine

Figure 1. 6 Représentation d'une jonction serrée dans une cellule épithéliale
La liaison cellule-cellule se fait dans le premier domaine. La portion intracellulaire
interagit avec le cytosquelette et est impliquée dans les voies de signalisation. Les

flcches de la figure de microscopie (Nature Reviews Molecular Cell Biology 2, 285-293,
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2001) montre les jonctions entre les membranes de deux cellules.

1.5.3 Les connexines

Les connexines (Cx) sont des protéines intégrales membranaires exprimées dans
plusieurs types cellulaires et chez toutes les espéces animales. Les différentes Cx
(Tableau 1.2) possédent un aspect morphologiquement identique entre elles. Elles
possédent une extrémité amine (NT) et une extrémité carboxyle (CT)) qui se localisent
dans le cytoplasme (Figure 1.7). Deux domaines extracellulaires (E1 et E2) constitués
de trois cystéines les composent et leur permettent de maintenir leur conformation par la
formation de ponts disulfures intramoléculaires. Elles contiennent aussi un domaine
cytoplasmique en boucle (CL). Les Cx effectuent quatre passages dans la membrane
plasmique et ces domaines polypeptidiques sont alors nommés M1, M2, M3 et M4. Une
de ces hélices alpha transmembranaire (M3), plus hydrophile que les trois autres et ayant
une séquence bien conservée entre les différentes connexines, borde la paroi du pore
central lors de la formation des jonctions (Yamasaki et al., 1993.; Holder et al., 1993.).
Les homologies de séquence entre les différentes Cx sont assez élevées. Cependant, elles
varient au niveau de leur taille et de la séquence de I’extrémité C-terminale présente dans
le cytosol. Ce segment, dans la région C-terminale, confére une spécificité fonctionnelle
de chaque Cx due a la présence de résidus pouvant étre phosphorylés (porosité des
canaux des jonctions) et de sites possibles d’interaction avec d’autres protéines
(Bruzzone et al., 1996.; Bruzzone., 2001.). Les Cx sont nommées d’aprés leur poids
moléculaire (Cx26, Cx32, Cx43, etc.).

La protéine traduite de I’ARNm codant pour les Cx passe par 1’appareil de Golgi.
Un hexamére de connexines est alors formé, donnant naissance, par la suite, a la création
de connexons (Musil et Goodenough., 1993.). Ce phénoméne est appelé couplage
cellulaire. Les connexons sont alors transportés par les vésicules a la membrane
plasmique pour former des canaux intercellulaires, appelés jonction lacunaire ou "gap",
au travers desquels les cellules échangent des ions et des métabolites cytoplasmiques, par
un processus identifié comme GJIC ("gap junctional intercellular communication")

(Segretain et Falk., 2004.). La structure primaire et la topographie de ces canaux sont
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trés conservées au cours de I'évolution. Chez les mammiféres, ces protéines forment une

famille multi-génique comprenant une vingtaine d'isoformes.

Connexine | Source | Tissu Références
Cx26 rongeur, | foie, glande mammaire, intestin, | (Parham et al., 1997.; Haag-Gronlund et
humain | pancréas, épididyme, cochlée al.,, 1997.; Monaghan et al., 1996.; Hahn
et Chandran., 1996.; Mylchreest et
Charbonneau., 1997.; McLean et al.,
2000.; Gregory et al., 2001.; Naiki et
al., 2002.; Parham et al., 1997.;
Momiyama et al., 2003.)
Cx30 rongeur | cerveau, peau, cochlée (souris) (Schielen et al., 1995.; Bouthillier et al.,
1996.; Franklin et al., 1997.; Twaroski
etal, 2001.; Parham et al., 1997.)
Cx30.3 rongeur | rein, peau (Mayes et al., 1998.; Yamazaki et al.,
2002.)
Cx31 rongeur | rein, peau, placenta (Mayes et al., 1998.)
Cx31.1 rongeur | peau, épithélium (Budunova et al., 1996.; Goliger et
Paul, 1994.; Hennemann et al., 1992.)
Cx32 rongeur, | glande mammaire, foie, systéme (Munari-Silem, 1996.; Pozzi et al.,
humain | nerveux, pancréas, thyroide, 1995.; Krutovskikh et al., 1995.;
rein, épididyme Bartosiewicz et al., 2000.; Waring et al.,
2001.; Kuraoka et al., 1993.; Dufresne
et al., 2001.; Naiki et al., 2002.; Plante
et al., 2002.)
Cx33 rongeur | testicule (Bednar., 2000.)
Cx36 rongeur, | ceil, systéme nerveux central (Shimkets et al., 1999.; Xu et al., 2001 .;
humain Parham et al., 1997.)

*Tableau inspiré de Cyr, Pillet et Nicholas., 2001

Tableau 1. 2 Connexines identifiées chez les mammiféres
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Cx37 rongeur, | cceur, endothélium, estomac, (Pritchard et al., 2001.; Gibson., 2002.;
humain | testicule, ovaire, peau, poumon Twaroski et al., 2001.; Michael D.
Kane., 2000.; Willecke et al, 1991 ;
Cx40 rongeur, | cceur, endothélium, muscles (Young., 2000.; Gerhold et al., 2001 .;
oiseau, lisses, poumon, rétine Yue et al., 2001.; Dragnev et al.; 1995.;
bovin, Parham et al., 1997.)
humain
Cx43 rongeur, | cceur, endothélium, ceil, cellules | (Fischer et al., 1998.; Monaghan et al.,
oiseau, | immunitaires, épididyme, glande | 1996.; Portigal et al., 2002.; Hahn et
humain | mammaire, ovaire, utérus, Chandran., 1996.; Twaroski et al.,
pancréas, thyroide, peau 2001.; Tharappel et al., 2002.; Yue et
al., 2001.)
Cx45 rongeur, | cerveau (embryonnaire), cceur, (Gould et al., 1999.; Tharappel et al.,
humain | intestin, rein, poumon, peau, 2002.; Besselink et al., 1998.; David J.
systéme olfactif Lockhart., 2000.; Parham et al., 1997.;
Bouthillier et al., 1996.)
Cx46 rongeur | ceeur, rein, ceil, poumon (Hestermann et al., 2000.; Gould et al.,
1999.; Bouthillier et al., 1996.)
Cx50 rongeur, | cceur, ceil (Hestermann et al., 2000.; Zampighi et
humain al., 1999.; Duggan et al., 1999.)
Cx57 rongeur | peau, cceur, rein, testicule, (Scherf et al., 2000.)
ovaire. Intestin

*Tableau inspiré de Cyr, Pillet et Nicholas., 2001

Tableau 1. 2 (suite) Connexines identifiées chez les mammiféres

D’un pore d’environ 1,5 & 2 nanométres de diamétre, les jonctions lacunaires
permettent les échanges biochimiques de petites molécules et de seconds messagers ayant
moins de 1 kD (Ruch et al., 1994.). 1l se crée généralement des agglomérats de canaux
(100-1000) a la surface membranaire des cellules formant ainsi des plaques dites
jonctionnelles (Yeager et al., 1998.). La perméabilité de chaque type de Cx étant
sélective, elles controlent le passage d’informations spécifiques pouvant influer sur 1’état
de différenciation des cellules. La distribution de chaque type de Cx est donc spécifique
aux différents tissus chez I’adulte et elle est régulée étroitement lors de ’embryogenése.
Les jonctions lacunaires ont une demi-vie trés courte, soit de 1,5 a 5 heures (Laird et al.,

1995.; Goodenough et al., 1996.). La synthése et la dégradation réguliére des jonctions
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par les lysosomes ou le protéasome sont responsables de la modulation de la
communication cellulaire de différents tissus (Laird., 1996.; Laing et al., 1997,;
Windoffer et al., 2000.; Falk., 2000.; Haag-Gronlund et al., 1997.; Segretain et Falk.,
2004.) .

Figure 1. 7 Schéma structural d'une Connexine

NT : N-terminal ; M1 & M4 : domaines transmembranaires ; E1 et E2: domaines
extracellulaires ; C : cystéines ; CL : boucle cytoplasmique ; CT : C-terminal.

Inspiré de (Bruzzone et al., 1996.)

1.5.3.1 Les jonctions lacunaires

Les cellules peuvent échanger des ions, des petites molécules et des messagers par
des canaux. Ces canaux permettent aux cellules de communiquer entre elles et de
reconnaitre les autres cellules d’un méme tissu. Les communications intracellulaires,
intercellulaires et extracellulaires assurent un contrle de la prolifération, de la
différenciation et de la mort cellulaire. Dans certains cas, lorsque I’homéostasie régnant
entre les cellules d’un tissu est modifiée ou interrompue, des tumeurs peuvent se

développer et mener a divers types de cancer. Récemment, la formation et la promotion
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de tumeurs ont été associées a une lacune dans la communication cellulaire via les
jonctions lacunaires qui permettent la GJIC (Mesnil., 2002.; Ruch et Trosko., 2001,

Krutovskikh et Yamasaki., 1997.; Krutovskikh et Yamasaki., 1997.).

1.5.3.2 Structure des jonctions lacunaires

La communication entre deux cellules se fait par le biais de canaux
transmembranaires. La juxtaposition de deux connexons forme ces canaux appelés
jonctions lacunaires et relie deux cellules voisines (Figure 1.8). Un canal peut se
composer de connexons 1dentiques (canal homotypique) ou différents (canal
hétérotypique). De plus, 1l peut étre homomérique s’il se constitue d’un seul type de
Connexine ou hétéromérique s’il s’agit de différents types de Connexines (Figure 1.9)
(Goodenough et al,, 1996.; Parham et al., 1997.). Les connexons ont une forme

cylindrique mesurant 7,5 nm de long et 7 nm de diamétre.

Connexon

Figure 1. 8 Structure physique d'une jonction lacunaire
Arrangement de connexons formant les jonctions lacunaires.

Tiré de (Mesnil., 2004.)
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Figure 1. 9 Couplage cellulaire de Connexines
Les jonctions lacunaires sont constituées de deux connexons eux-mémes formés de six

sous-unités appelées connexines. (Inspiré de Goodenough et al., 1996.)

1.5.3.3 Le role des jonctions lacunaires

Les jonctions lacunaires assurent I’homéostasie entre les cellules d’un tissu en
permettant ’échange de petits médiateurs (<1kD) (Bruzzone., 2001.) comme 1’AMPc et
de petits composés nécessaires a la formation des molécules d’ADN et d’ARN. Ces
échanges permettent aux cellules de partager un réservoir commun de métabolites,
rendant solidaires les activités métaboliques de toutes les cellules d’un tissu. La grosseur
de leurs pores forme une barriére contre les macromolécules telles les protéines ou
I’ARN assurant une intégrité fonctionnelle aux cellules. 1l existe plusieurs méthodes

d’isolation et de caractérisation des jonctions lacunaires (Hertzberg et Gilula., 1979.).
Les jonctions communicantes ont deux fonctions au sein des tissus. Elles

effectuent un couplage métabolique et un couplage électrique entre deux cellules

voisines. Les fonctions physiologiques du couplage cellulaire sont encore peu comprises.
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Cependant, I'observation de la modification de diverses connexines chez des animaux
transgéniques (rongeurs) occasionne de multiples et sévéres phénotypes, indique que ce
couplage assure des roles importants dans la régulation du fonctionnement cellulaire. Les
jonctions lacunaires sont aussi impliquées dans la régulation du potentiel] membranaire
d’une cellule a une autre dans les synapses électriques. Celles-ci facilitent la propagation
plus rapide et plus fidéle des potentiels d’action dans les cellules excitables que ne le
permet la synapse chimique. Elles sont essentielles pour une contraction coordonnée lors
de I’échange de Ca®" cytosolique (Lodish., 1997.) chez les cellules cardiaques et pour les
contractions cellulaires de la paroi intestinale ou de I’utérus lors d’un accouchement. Au
niveau des neurones du cerveau, les jonctions lacunaires permettent un largage rapide des
neurotransmetteurs dans les parties pré et post-synaptique. Les jonctions lacunaires
jouent d’autres fonctions indispensables dans la régulation du développement
embryonnaire du rein, du pancréas et du poumon et dans le transport de nutriments dans

les tissus non-vascularisés.

1.6 La communication intercellulaire dans le foie et le sein
1.6.1 La GJIC et les cellules du foie

Le foie est composé de plusieurs cellules ayant diverses fonctions comme les
hépatocytes qui produisent la bile et emmagasinent le glycogéne. Les cellules de
Kupffer, des macrophagocytes, les cellules épithéliales biliaires et les lipocytes, des
lymphocytes granulaires, quant a elles, possédent des fonctions anti-tumorales (Kmiec.,
2001.). Deux types de Cx, la Cx32 et la Cx26, forment majoritairement les jonctions
lacunaires dans le foie des mammiféres (Ruch., 1994.; Krutovskikh et Yamasaki., 1997.;
Yamasaki et al., 1993.; Bryant, 1997.; Mesnil., 2002.; Stoehr et Isom., 2003.) . La Cx
43 est présente dans le tissu épithélial et conjonctif du foie ainsi que dans les cellules

souches des hépatocytes encore non différenciées (Ma et al., 2003.).
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1.6.2 La GJIC et les cellules mammaires

Le sein se compose principalement de cellules mammaires (épithéliale,
myoépithéliale, fibroblaste) et de cellules adipeuses. La glande mammaire est subdivisée
en plusieurs lobes qui contiennent le tissu glandulaire proprement dit (épithélium). Ce
dernier est formé d'une série de tubes microscopiques convergeant vers quinze i vingt
canaux galactophores qui conduisent aux cellules alvéolaires. Chez les rongeurs, trois
types de Cx sont présents, soit les Cx26, Cx43 et Cx32 (Monaghan et al., 1996.). Les
recherches de Monhagan et collaborateurs ont démontré que 1’expression de la Cx26 se
fait lors de la gestation et de la lactation dans les cellules luminales (Monaghan et al.,
1996.). La Cx43 est plutdt exprimée dans les cellules basales et I’expression de la Cx32
survient dans les cellules des glandes mammaires de souris, mais pas dans celles de
I’humain. D’autres études ont permis d’observer une expression différentielle des Cx26
et Cx32 chez les femmes enceintes et lors de la lactation dans les cellules alvéolaires
(Locke., 1998.). Deux types de cellules mammaires ont été utilisés, soit les MCF-7
(lignée cancéreuse) et les MCF-10A (lignée normale) capable de respectivement
exprimer la Cx43 et les Cx26 et Cx43.

Le niveau de jonction lacunaire est contr6lé par les hormones dans les glandes
mammaires (Laird et al., 1999.) (Saez et al., 2003.) (van Duursen et al., 2003a.). En
effet, une élévation du taux d’estrogénes augmente 1’expression de la Cx43 des cellules
utérines de rats aprés la naissance (Locke., 1998b.). Chez ces animaux, une baisse
d’expression de la Cx43 aprés 1’ovulation s’explique par une diminution du niveau
d’estrogenes et une élévation de ’hormone lutéinisante (LH) (Locke., 1998.). Par
ailleurs, la perte de communication entre des cellules mammaires modulée par les
jonctions lacunaires semble reliée & la phosphorylation des Cx43 et Cx32 par certains
oncogénes (Locke., 1998.). L’adhérence jouant un rdle important sur la communication
cellulaire, les cadhérines maintiennent I’intégrité de la couche de cellules épithéliales

chez les cellules des glandes mammaires.
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1.6.3 Les jonctions lacunaires et le cancer

Certains contaminants retrouvés dans 1’environnement sont reliés 4 la perte ou 4 la
modulation de mécanismes régulateurs des jonctions lacunaires (Trosko et Ruch., 1998.;
Trosko et Chang., 2000.) et peuvent induire 1’apparition de tumeurs (Holder et al., 1993.;
Krutovskikh et Yamasaki., 1997.). Ces contaminants peuvent étre génotoxiques, mais
également épigénétiques et altérer ainsi certains mécanismes de transcription de I’ADN
entrainant I’inhibition de la synthése des composés constituant les jonctions lacunaires.
Plus d’échange de métabolites, d’hormones ou de seconds messagers n’est pas possible
sans ces jonctions venant ainsi perturber I’homéostasie entre les cellules et 1’inhibition de
contact impliquées dans la croissance cellulaire (McLean et al., 2000.). La perte de
communication des jonctions lacunaires dans un processus de cancérogenése ne résulte
pas nécessairement de la diminution de I’expression d’une Cx spécifique ou de son
niveau d’ARNm. Elle est aussi influencée par D’activation d’oncogénes et la perte
d’adhésion cellulaire des cadhérines entrainant généralement 1’augmentation d’un
phénotype de cancer plus agressif ou malin (Locke., 1998.). Comme I’expression de la
Cx43 diminue lors d’un cancer du sein, elle devient alors un bon marqueur de diagnostic
(Laird et al., 1999.). 1l a aussi été établit que ’expression de la Cx26 est proportionnelle
a P’agressivité d’un cancer et peut étre efficace dans I’inhibition de la croissance des

cellules MCF-7 et dans leur capacité a devenir invasive (Momiyama et al., 2003.).

La plupart des polluants environnementaux promoteurs de tumeurs sont
majoritairement épigénétiques. Récemment, la découverte de diverses maladies
humaines héréditaires dues 4 des mutations sur des Cx indique que celles-ci jouent un

rdle crucial dans certains organes (Krutovskikh et Yamasaki., 1997.; Evans et Martin.,
2002.).
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1.6.4 Les jonctions lacunaires et les BPC

Certains biphényls polychlorés (BPC) semblent impliqués dans la perte de la
communication intercellulaire surtout au niveau du foie selon plusieurs mécanismes. Les
etudes effectuées sur les effets des BPC rapportent une inhibition réversible des jonctions
lacunaires in vivo (Bager et al., 1997.; Haag-Gronlund et al., 1998.; van der Plas et al.,
2000.; Dean et al., 2002.) et in vitro (Hemming et al., 1991.; Kang et al., 1996.)
dépendante de la dose entrainant la promotion de tumeurs (Bager et al., 1994.; Kolaja et
al., 2000.; Rivedal et al., 2000.; Espandiari et al., 2003.; Krutovskikh et al., 1994.). Dans
certains tissus tumoraux de foie, une perte de couplage et une localisation aberrante de la
Cx32, en plus d’une expression anormale et cytoplasmique de la Cx43 ont été constatées
(Krutovskikh et al., 1994.). D’autres études ont aussi identifié un changement de
localisation des Cx de la membrane plasmique vers le cytoplasme, ainsi que des
changements post-traductionnels dans leur régulation (Krutovskikh et al., 1995.; Bager et
al., 1994.; Warngard et al., 1996.; Mesnil., 2002.).

Différents mélanges de BPC, appelés Aroclors, causent une inhibition de
’expression de ’ARNm de la Cx26, mais n’affectent que peu 1’expression de la Cx32
(Krutovskikh et al., 1995.; Bager et al., 1997.). Un traitement de 100 ppm d’Aroclor
1254 provoque une diminution de 30 4 40% de la GJIC, une diminution de 1’apoptose et
une augmentation de la prolifération des hépatocytes (Kolaja et al., 2000.). Des 209
congénéres de BPC, seuls les congénéres 118, 126 et 153 ont fait 1’objet d’étude. 11
semble que ’ARNm de la Cx32 ne soit que peu affecté par le BPC 126, mais que
I’expression de sa protéine soit dépendante de la dose (Bager et al., 1994.; Bager et al.,
1997.). Les BPC 118 et 153 peuvent inhiber complétement les GJIC dans des cellules
epithéliales de foie de rat aprés une heure de traitement (Warngard et al., 1996.). Le BPC
153, mais pas le BPC 126, peut diminuer la GJIC 2 long terme (48h) et influer sur
Iactivation de protéines kinases responsables de la phosphorylation des connexines
formant les GJIC (Machala et al., 2003.). Une observation portant sur les effets d’un
melange de BPC et de dieldrine a révélé une déphosphorylation de la Cx43 (Kang et al.,
1996.; Matesic et al., 1994.). De plus, il a été démontré que le 2,4,5-hexachlorobiphényl
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inhibe les jonctions lacunaires des cellules souches neurales et réduit I’expression de la
Cx43 en modulant le niveau de Ca®*. Cette inhibition vient alors bloquer les signaux

nécessaires a la croissance des cellules du systéme nerveux (Kang et al., 2001.).

Les BPC affectent la GJIC chez plusieurs types cellulaires. Une étude a permis
de remarquer qu’une diminution de I’expression de la Cx43 entrainant une perte
d’environ 50% des jonctions lacunaires se produit chez des cellules épithéliales de seins
traitées par le 2,4,5-hexachlorobiphényl (Kang et al., 1996.). Le BPC 118 augmente de
95% V’incidence d’apparition de tumeurs et de cancer du sein (Yamasaki et al., 1993.).
Spink et collaborateurs ont démontré que les cellules mammaires MCF-10A expriment le
ER et le AhR, récepteurs pouvant étre modulés par les BPC (Spink et al., 1998.;
Krishnan et Safe., 1993.; Connor et al, 1997.; Machala et al., 2004.). Gozgit et
collaborateurs ont ensuite suggéré que les HAPs et certains métabolites des BPC agissent
sur I’activité du AhR et modulent ainsi la transcription des génes des Cx (Gozgit et al.,
2004.). Ces substances provoquent 1’apparition d’un phénotype anti-estrogénique
pouvant affecter la GJIC chez les cellules mammaires. Certains congénéres de BPC dont
le BPC 54 et le BPC 169 affectent le métabolisme des estrogénes chez les MCF-10A et
MCF-7 (Arcaro et al., 1999.; van Duursen et al., 2003.). La métabolisation accrue des
estrogénes endogénes par les BPC produit plus de dérivés catéchols inhibant les GJIC et
contribuent a leur effet cancérigéne (Huff et al., 1994.). Certains BPC sont capables
d’affecter le métabolisme des cytochromes P-450 des cellules de glandes mammaires.
van Duursen, et collaborateurs ont d’ailleurs observé que Iactivité des cytochromes P450
1A1 et 1B1 sont inductibles par les dioxines dans les cellules MCF-10A, mais moins
chez les MCF-7 (van Duursen et al., 2003.). Les congénéres tels que le BPC39, le
BPC81, le BPC126 et le BPC169 ont aussi le potentiel d’induire une hausse de
I’expression de ’ARNm des CYP450 1A1 et 1B1 des cellules mammaires (Pang et al.,
1999.).

31



1.7 Les jonctions lacunaires et les autres xénobiotiques

1.7.1 Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP)

Les hydrocarbures polycycliques aromatiques (HAP) sont des polluants
environnementaux possiblement cancérigénes et mutagénes pour les humains. Ils
possédent une forte liposolubilité. Ils se retrouvent dans les aliments contaminés et
surtout dans les produits de combustion incompléte de matériaux organiques (Till et al.,
1999.) comme les produits pétroliers et la fumée de cigarette (Blaha et al., 2001.);
(Upham et al., 1996.). Ils affectent 1’activité du AhR et perturbent le niveau de Ca®*" et
Pactivation de protéines kinases (MAPK, PKC) impliquées dans la signalisation
intracellulaire (Warn-Cramer et al., 1998.; Cruciani et Mikalsen., 2002.). IIs sont aussi de
bons inducteurs de cytochrome P-450, lesquels peuvent produire des réactifs oxygénés
affectant la GJIC. Les HAP, métabolisés et accumulés en grande partie au niveau du
foie, causent la prolifération cellulaire et la promotion de tumeurs via I’inhibition de la
GIJIC (Upham et al., 1998.). Une étude sur 35 HAP potentiellement inhibiteurs de GJIC
faite par Blaha et collaborateurs (Blaha et al., 2002.) a fait ressortir deux groupes de
produits qui affectent fortement la GJIC.

Le premier groupe comprend des molécules comme le fluorane, le phénanthréne
et le fluoranthéne qui augmentent I’inhibition de la GJIC de plus de 70%, alors que le
second regroupe des molécules telles que le benzopyréne qui accroissent 1’inhibition de la
GJIC de 25-50% (Blaha et al., 2002.). 1l a aussi été démontré que 1’anthracéne et sa
forme méthylée sur une des neuf positions possibles, peuvent engendrer respectivement
une inhibition de la GJIC & des concentrations de 350 uM et 25-40 uM (Upham et al.,
1996.). La méthylation de I’anthracéne forme une poche angulaire sur I’anneau de
benzeéne nommée «bay-like region» similaire a celle que posséde le phénanthréne, un
puissant inhibiteur de la GJIC (Upham et al., 1994.; Upham et al., 1996.; Rummel et al.,
1999.). Les effets des HAP semblent étre de nature post-traductionnelle pour les Cx
impliquant des mécanismes de phosphorylation par les MAPK et la PKC (Blaha et al.,

2002.). Certains HAP présentant une structure similaire & I’anthracéne méthylé jouent

32



aussi un rdle significatif dans la perte de la GJIC par un processus non-génotoxique de

promotion de tumeurs menant au cancer (Upham et al., 1996.; Weis et al., 1998.).

Le TCDD ou la 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxin (2,3,7,8-TCDD) est la plus
toxique des polychloro-dibenzo-dioxines (PCDD). Elle fait partie de la grande famille
des hydrocarbures polycycliques aromatiques (HAP) comprenant les PCDD, PCDF, BPC
etc. La toxicité du PCDD varie selon les isoméres qui peuvent comporter de 4 & 6
atomes de chlore et ont en communs des substitutions aux positions 2, 3, 7, et 8. La
TCDD est stable dans 1’environnement, trés liposoluble et considérée comme ayant la
plus grande activité biologique et la toxicité la plus aigué des dioxines. Chez ’humain, la
elle cause des altérations métaboliques, des perturbations du systéme immunitaire,
endocrinien et cellulaire menant 4 la néoplasie. Les effets de la TCDD se manifestent par
Pinduction du récepteur Ah et des cytochromes P-450 1Al et 1A2. Warmngard et
collaborateurs ont rapporté qu’un traitement au TCDD de 48 heures cause une faible
inhibition de la communication intercellulaire chez les cellules TAR20 (cellules
épithéliales du tissus de foie de rat) in vitro et qu’un recouvrement de la GJIC survient 1
heure aprés avoir retiré la TCDD (Warngard et al., 1996.). De plus, lors d’une autre
étude, il a été montré que 10 ppm de TCDD inhibe faiblement I’expression de la Cx32
dans le foie alors qu’une perte totale de la Cx32 survient pour une concentration de 100
ppm (Warngard et al., 1996.). Les travaux de Mally et collaborateur chez des rats méles
et femelles F344 démontrent qu’un traitement de 3 jours au TCDD (0,25 pg/kg) peut
causer une réduction de la Cx32, mais en inhibe significativement 1’expression aprés 28
jours d’exposition (Mally et Chipman., 2002.). La Cx26, quant & elle, est moins
exprimée lors de traitements a plus faible dose (0,0025 pg/kg) et plus exprimée 2 des
doses plus fortes. L’apparition d’un phénoméne d’adaptation des cellules,
indépendamment du fait que des signes d’inflammation soient toujours apparents chez les
animaux, expliquerait ces résultats. D’autres études suggérent qu’une augmentation de la
Cx26 chez des cellules néoplasiques d’hépatocytes dépend de la nature de I’agent
promoteur utilisé (Neveu et al., 1994.).
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1.7.2 Les polluants organiques persistants

Le DDT fait partie des polluants organiques persistants (POP) qui causent des
changements significatifs au niveau du foie. Le DDT est un insecticide qui a été
couramment utilisé pour enrayer la présence d’insectes transmettant de graves maladies
tropicales comme le paludisme (malaria). Absorbé par les plantes et les animaux, il
s’accumule dans les tissus adipeux et est de plus en plus présent dans les organismes

biologiques au fur et 8 mesure que la chaine alimentaire est remontée.

Le DDT est impliqué dans le développement du cancer du foie et agit comme
inhibiteur de la GJIC de maniére dose et temps-dépendants (Ren et al., 1998.; Guan et
Ruch,, 1996.). D’ailleurs, un traitement de 2 semaines (5-50 mg/kg/jours) au DDT
diminue la GJIC jusqu’a 60% chez les hépatocytes de rats qui se rétablissent aprés 6
semaines suite a un traitement a 50 mg/kg/jour (Tateno et al., 1994.). Une perturbation
dans la régulation des Cx32 et Cx26 peut modifier le nombre de jonctions lacunaires. En
effet, le DDT inhibe 1’expression de la Cx32 alors qu’il délocalise la Cx26 de la
membrane plasmique. Mesnil et son équipe (Krutovskikh et al., 1995.) ont montré que la
continuité d’un traitement au DDT prolonge ’inhibition de la GJIC jusqu’a 5 semaines.
Ces effets semblent étre post-transcriptionnels, car le DDT n’affecte pas le taux d’ARNm
des Cx dans le foie (Guan et Ruch., 1996.; Kang et al., 1996.; Ruch et al., 1994.; Leibold
et Schwarz., 1993.). De plus, un traitement de 2h a une concentration de 20 uM de DDT
réduit la Cx43 dans les cellules de foie des rats WB-F344, sans toutefois altérer
I’expression des Cx43 et Cx32 dans les autres types cellulaires (Ren et al., 1998.).
L’équipe de Ruch a aussi démontré que la Cx43 est indétectable 4 la membrane
plasmique et dans le cytoplasme suite 4 un traitement de quatre heures au DDT (25uM)
(Ruch et al., 1990.). II a alors été suggéré que I’inhibition de la GJIC se fait par un
déréglement du métabolisme de ’AMPc ou par ’augmentation de la concentration de
Ca* intracellulaire diminuant alors la formation des jonctions lacunaires et la
perméabilité de la Cx43 et de la Cx32 les constituants. La phosphorylation des

connexines par la PKC peut aussi étre a 1’origine de cette inhibition (Cruciani et
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Mikalsen., 2002.). Il a d’ailleurs été rapporté que le DDT induit I’internalisation et la
dégradation des formes phosphorylées de la Cx43 (Cx43-P2) dans les lysosomes
entrainant une disparition des plaques jonctionnelles (Ruch et al., 1990.; Ruch et al.,
1994.; Ren et al., 1998.).

Le lindane fait également partie des POP. Cet insecticide non mutagéne favorise
la formation de tumeurs dans le foie. Le lindane posséde des effets semblables au DDT
quant & D’inhibition de la GJIC. Chez des cellules épithéliales de foie de rat, un
changement structurel des plaques jonctionnelles et de la quantité de Cx43 phosphorylées
ont été observés suite a un traitement de 50puM de lindane 2 différents temps (Guan et al.,
1995.). L’apparition de deux peptides de 22kDa et de 18kDa qui coincide avec la perte
de la Cx43-P2 et une diminution de I’ARNm de la Cx43 aprés une exposition au lindane
de 1 a 4 heures a aussi été constatée. La perte de plaques jonctionnelles qui s’en suit
semble étre reliée a 1’endocytose des jonctions lacunaires et 4 leur dégradation dans les
lysosomes et elle est réversible 4 heures aprés le traitement (Ruch et al., 1994.). Le
lindane peut aussi causer un stress oxydatif lorsqu’il produit le radical
pentachlorocyclohexane. Cet insecticide affecte donc la communication intercellulaire
via la formation de radicaux intermédiaires menant a la peroxydation des lipides.
Cependant, cette perte de communication peut étre évitée par des antioxydants tel que la

vitamine E (Leibold et Schwarz., 1993.).

1.7.3 Le phénobarbital

Le phénobarbital (acide éthyl-5-phényl-5-barbiturique) était utilisé comme anti-
convulsivant chez les personnes épileptiques et comme hypnotique et sédatif. Promoteur
épigénétique de tumeurs surtout dans le foie, le phénobarbital inhibe la communication
entre les cellules de 50% & 70% de maniére dose-dépendante (Kolaja et al., 2000.; Ito et
al., 1998.; Krutovskikh et al., 1995.; Leibold et Schwarz., 1993.). Un recouvrement de la
GIIC est par ailleurs possible 24 heures aprés un traitement au phénobarbital (Warner et

al., 2003.). Meétabolisé au niveau hépatique, le phénobarbital induit les cytochromes
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P450. L’activation de ces cytochromes provoque une augmentation des produits de
dégradation du phénobarbital tels les radicaux d’anions superoxydes (réactifs oxygénés,
ROS) qui causent un stress oxydatif (Neveu et al., 1994.; Ren et al., 1998.). L’élévation
du nombre de ROS affecte la superoxyde dismutase (SOD), un enzyme impliqué dans
I’élimination du radical superoxyde trés réactif. L’ajout d’agents antioxydants, comme la
SOD, la vitamine E ou la glutathione (GSH), permet de rétablir 1’équilibre dans la cellule
et les GJIC responsables de la communication intercellulaire (Leibold et Schwarz.,
1993.).

Le phénobarbital modifie aussi les niveaux d’AMPc et de Ca®* en les abaissant ce
qui empéche I’expression des Cx43 et Cx32 constituant les GJIC dans les hépatocytes et
les cellules WB, mais pas dans les cellules épithéliales de foie (Ren et al., 1998.). De
plus, un traitement au phénobarbital par injection intra-péritonéale (0,1 mg/kg) ou par
contamination de I’eau durant 14 jours (500 ppm) diminue de fagon dose-dépendante et
temps-dépendant, la connectivit¢é des jonctions lacunaires chez des cellules
hépatocytaires. Cependant, ce traitement n’affecte pas I’expression des Cx26 et Cx32
(Warner et al., 2003.). Il est possible qu’un traitement a plus long terme au phénobarbital
engendre 1’apparition d’un effet d'adaptation chez les cellules hépatocytaires abolissant
ainsi les effets sur les jonctions lacunaires (Ren et al., 1998.). Le phénobarbital semble
aussi provoquer une localisation cytoplasmique de la protéine Cx32 diminuant, par
conséquent, la communication entre les jonctions lacunaires des cellules (Ito et al., 1998.;
Krutovskikh et al., 1995.).

1.7.4 L’hexachlorobenzéne et autres organochlorés

L’hexachlorobenzéne (HCB), utilisé comme fongicide dans les années 60 et 70,
est un produit cancérigéne épigénétique qui induit la formation de tumeurs au niveau
hépatique chez les rats femelles (Mylchreest et Charbonneau., 1997.; Plante et al., 2002.).
Il provoque un déséquilibre de la voie de biosynthése de I’héme du foie causant la

porphyrie (Schielen et al.,, 1995.). Une diminution des Cx32 et 26 par le HCB est
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impliquée dans la promotion de tumeurs (Charbonneau et al., 1997.; Plante et al., 2002.).
11 a en effet ét€ montré qu’un traitement quotidien de 5 jours au HCB (100mg/kg) sur une
période totale de 50 jours entraine une baisse significative du niveau de ’ARNm des
Cx32 et Cx26 et que la perte de la GJIC qui s’en suit est spécifique aux femelles (Plante
et al., 2002.).

Dans I’environnement, d’autres pesticides ou molécules organochlorés diminuent
aussi la formation de GJIC. L’endosulfane (50-200 uM) affecte les niveaux de GJIC de
maniere dose-dépendante sans toutefois modifier le niveau d’activité des cytochromes P-
450 (Ruch et al., 1990.). Par contre, I’ajout d’un inhibiteur ne parvient pas a rétablir le
taux de GJIC. L’endosulfane peut également perturber la différenciation et la
prolifération des cellules souches neurales en diminuant de maniére dose-dépendante
I’expression de la Cx43 (Kang et al., 2001.). 11 a aussi été observé que I’endosulfane (10
uM), en présence d’estrogeénes, inhibe la formation des jonctions lacunaires de ’utérus
interrompant ainsi 1’oscillation des contractions chez des rats femelles a la mi-gestation
(Tsai et al., 1998.). L’heptachlor a également un effet inhibiteur sur la constitution des
GJIC pour des concentrations utilisées non toxiques pour la cellule (10 pg/ml) aprés une
heure de traitement (Nomata et al, 1996.). Deux études effectuées avec le
pentachlorophénol (PCP) montrent aussi que le taux de GJIC chute de maniére dose-
dépendant pour un traitement de 2 semaines & une concentration de 300 et 600 ppm chez
des cellules épithéliales de foie de rat (Sai et al., 2000.). De plus, ces deux produits
affectent post-traductionnellement la Cx43 dans des cellules épithéliales de glandes
mammaires en modifiant les signaux intracellulaires de sa localisation et de son

recyclage.
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1.7.5 Les métaux et les jonctions lacunaires

Le cadmium (Cd) est un métal considéré comme cancérigéne par I'IARC depuis
1993, mais ayant peu de propriétés mutagénes. Distribué dans I’environnement par le
développement industriel, la principale source d’exposition de Cd sur les humains
provient de la fumée de cigarette. Les organes cibles du Cd sont le foie et surtout les
reins. Le Cd cause un stress oxydatif qui diminue la GJIC et provoque une altération du
cytosquelette (Jeong et al., 2000.; Jeon et al., 2001.). L’inhibition de la GJIC par le Cd
reléve d’un mécanisme d’activation de la PKC (Yu et al., 1997.) et de la diminution de
I’expression de la Cx43 a la membrane cellulaire. Les travaux de Fang montrent qu’un
traitement a court terme au Cd augmente la quantité de Cx43 phosphorylée (Cx43 P2) et
diminue la quantité de Cx32, sans toutefois altérer la forme non phosphorylée et la forme
phosphorylée P1 de la Cx 43 (Fang et al., 2001.). La légére baisse de Cx32 est aussi
dépendante du temps et de la dose utilisée dans le traitement (Fang et al., 2001.). Des
souris injectées (IP) avec 5 & 60 pM/kg de Cd (Jeong et al., 2000.) exposent une
inhibition significativement de la communication par les jonctions lacunaires et ce,
probablement par la réduction de ’expression des Cx32 et Cx26. Au niveau des reins, il
a été montré qu’une diminution de la communication intercellulaire se produit suite 4 un
traitement de 100 pM au Cd durant 30 minutes (Fukumoto et al., 2001.). Une exposition
de 20 minutes au Cd augmente la concentration intracellulaire de Ca®" entrainant une
perte de communication par les jonctions lacunaires. Cette hausse de Ca* est le
fondement de la néphrotoxicité par le Cd, car elle entraine la fermeture des GJIC des
cellules épithéliales rénales et change ainsi la perméabilité de ces cellules. Le traitement
au Cd a long terme cause une diminution des Cx43 et Cx32. Le Cd inhibe donc la GJIC
des cellules rénales et hépatiques. Il induit I’apoptose, la nécrose et la prolifération

cellulaire suite & une exposition aigué ou chronique (Jeon et al., 2001.).

L’aluminium (Al) est un métal trés utilisé dans le développement industriel, tel
que la fabrication automobile. L’Al pourrait étre impliqué dans le développement de
désordres neurodégénératifs chez les humains tel I’ Alzheimer et la maladie de Parkinson,

(Sass et al., 1993.) par I’altération profonde du cytosquelette des neurones et des cellules
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gliales. Il existe peu de travaux sur les effets de 1’aluminium sur la GJIC, mais il semble
que ’aluminium affecte les jonctions lacunaires des cellules gliales et 1’homéostasie
calcique du systéeme nerveux central (SNC) (Kosatsky et al., 1999.; Theiss et Meller.,
2001.). L’Al affecte I’état ou le maintien des jonctions lacunaires des astrocytes qui sont
responsables de I’environnement extracellulaire et métabolique des neurones. Ce métal
perturbe 1’agrégation des neurofilaments et induit un couplage non fonctionnel dans le
processus du transport axonal (Theiss et Meller., 2001.). De plus, les jonctions lacunaires
des astrocytes servent A libérer les ions K extracellulaires et les neurotransmetteurs de
’environnement local des neurones. Un traitement & court terme (1h) ne semble pas
affecter la GJIC (Theiss et Meller., 2001.). 1 faut de 24 a 41 jours pour voir une
diminution, réversible aprés 7 jours, de la GJIC dans les cellules gliales. Cette
diminution est due a une baisse de la Cx43 et méne & un mauvais couplage des jonctions
lacunaires entre les astrocytes. Une intoxication & long terme par 1’aluminium a des
conséquences sur la fonctionnalité des astrocytes en affectant ’activité physiologique des

neurones et pourrait ainsi conduire a une neurotoxicité.

Le plomb (Pb>*) et différents types de composés comprenant du mercure (Hg*)
se retrouvent dans 1’environnement et sont capables de compétitionner avec le calcium
(Ca"). Ils pénétrent dans la cellule par les mémes canaux et viennent remplacer le
calcium. IIs peuvent alors inhiber les systémes de transport membranaire comme les
pompes (ATPase-Ca’*) et certains canaux calciques. Les jonctions lacunaires s’en
trouvent affectés parce que la concentration intracellulaire de Ca** s’accroit. Ainsi, le
plomb et le mercure remplacent le calcium dans la cellule, ferment les canaux voltage
dépendants et inhibent la libération des neurotransmetteurs qui dépolarisent la
terminaison présynaptique, empéchant ainsi la transmission synaptique (Schirrmacher et
al., 1998.). Schirrmacher et collaborateurs ont démontré, dans une culture primaire de
cellules osseuses «osteoblast-like», que le plomb (25 uM) perturbe la médiation du Ca**
et autres signaux de traduction des jonctions lacunaires, sans toutefois jouer directement
sur la communication entre ces cellules (Schirrmacher et al., 1998.). Le plomb peut aussi
bloquer I’action du Ca®* dans la liaison intracellulaire aux protéines régulatrices telles

que la PKC et la calmoduline. Cependant, le mercure et le méthylmercure, plus toxique,
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diminuent le couplage électrique entre deux jonctions lacunaires de cellules nerveuses de
79.5% et de 62.4% respectivement en moins de 15 minutes. Un autre dérivé du mercure,
le chlorure mercurique (HgCl,), affecte le SNC et induit une néphrotoxicité. 1l
occasionne des dommages aux fonctions biochimiques mitochondriales et au
métabolisme du calcium, et altére I’intégrité du cytosquelette et 1’arrangement des
cellules membranaires (Aleo et al., 2002.). Un traitement de 50uM de HgCl, sur des
cellules MDKC (epithelial-Danby canine kidney cell) a un effet inhibiteur important sur
la jonction lacunaire composés de Cx43. Le HgCl, semble agir indirectement sur la GJIC
en changeant le taux d’antioxydants (GHS) responsables de la défense de la cellule contre

les réactifs oxygénés.

1.8 Buts et Objectifs

Les travaux présentés dans ce mémoire visent a caractériser et a définir le role des
BPC dans la promotion de tumeurs en étudiant un mélange de six congénéres de BPC.
Une étude de la transcription de la Cx 32 du foie de rats femelles impliquée dans la
communication intercellulaire sera d’abord réalisée. Ensuite, une analyse de la GJIC sera
effectuée. Enfin, une étude immunohistochimique de trois différentes protéines de
jonctions dans deux différentes lignées cellulaires mammaires, les MCF-7 et MCF-10A,
et dans une lignée d’hépatocytes, les MH1CI1, permettra de déterminer les effets du

mélange de BPC sur leur expression et sur leur localisation.
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CHAPITRE 2 : MATERIELS ET METHODES

2.1 BPC utilisés pour le traitement des animaux

Les congénéres de BPC les plus prévalents en relation avec 1’exposition humaine
ont été utilisés pour constituer un mélange. Basés sur des études épidémiologique sur
I’endométriose (Lebel et al., 1998.) ou chez de grands consommateurs de poissons
(Mayes et al., 1998.; Kostyniak et al., 1999.), les congénéres 118, 138, 153, 170, 180,

187 ont été choisis pour constituer un mélange type. Ces six BPC sont :

BPC 118 (2,3°,4,4’,5 - pentachlorobiphényl)
BPC 138 (2,2°,3,4,4’,5’ - hexachlorobiphényl)
BPC 153 (2,2°,4,4°,5,5” - hexachlorobiphényl)
BPC 170 (2,2°,3,3°,4,4°,5 - heptachlorobiphényl)
BPC 180 (2,2°,3,4,4°,5,5” - heptachlorobiphényl)
BPC 187 (2,2°,3,4°,5,5’,6 - heptachlorobiphényl)

Les congénéres de BPC qui ont été choisis en fonction d’observation faites chez
les pécheurs sportifs sont également ceux que I’on retrouve en plus grande concentration
dans les tissus de tous les Canadiens et Canadiennes. Se sont ces congénéres qui, en
général, persistent le plus dans 1’environnement, les autres congénéres dont le degré de
persistance est moins élevé sont pratiquement éliminés de I’environnement, il ne reste
que des traces relativement aux congénéres a 1’étude. Le mélange contient une méme
concentration de chacun des six congénéres de BPC. Le mélange 1 se compose de 5
ng/Kg de chaque BPC, le mélange 2 de 50 pg/Kg de chacun des BPC et le mélange 3 est
constitué de 500 pg/Kg des différents BPC. Les trois mélanges ainsi formés ont
respectivement des charges totales de BPC de 30, 300 et 3000 pg/Kg.
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Des rats femelles Spragne-Dawley (Charles River Laboratoires, St. Constant, QC)
ont été utilisés pour la réalisation des différentes expériences. Chaque groupe d’animaux
(N=6) avait un acces illimité a 1’eau et la nourriture durant les jours de traitements. Les
conditions de 1’animalerie sont les suivantes : une température de 70°F, une photopériode

de 12h de lumiére et 12h de noirceur et une humidité relative entre 30-70%.

Afin de reproduire une consommation de poisson, la durée du traitement était 90
jours, cette derniére étant la durée typique d’une étude sous-chronique. A partir des
meélanges 1, 2 et 3 de BPC décrit précédemment, quatre différents protocoles
d’administration dans les rats par gavage dans I’huile de mais (4 ml/kg) ont été

déterminés, soit :

Protocole A : consommation quotidienne ininterrompue; 90 jours

Protocole B : consommation hebdomadaire; 6 semaines et 13 semaines

Protocole C : consommation rapprochée; administration journaliére durant 13 jours et
abstinence de traitement par la suite.

Protocole D : consommation irréguliére; les rats Sprague-Dawley femelles ont recu 6 (41

jours) et 13 (90 jours) administration de fagon irréguliére.

Le gavage des animaux a été réalisé par les techniciens de laboratoire de
I’animalerie du Centre Armand-Frappier de Laval. Il a été arrété un jour avant le
sacrifice et les animaux témoins ont recu seulement le véhicule, soit de 1’huile de mais
(4 ml/kg) selon le protocole d’administration A. Au total, 156 rats femelles, exposé a
trois mélanges de BPC selon quatre protocoles d’administration et deux temps

d’exposition ont été utilisés.

Suite a leur anesthésie, les animaux ont été sacrifiés par Guylaine Lassonde
(technicienne de laboratoire) et Isabelle Plante (étudiante a la maitrise), puis les foies et le
plasma ont été récupérés pour les analyses. Les foies ont été pesés et taillés alors que le
plasma a été obtenu par centrifugation du sang dans des tubes héparinés. Les différents

échantillons de foie et de plasma ont été conservés 4 -80°C. La mesure de la
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concentration plasmatique et hépatique du mélange des six congénéres de BPC a été
effectuée par le laboratoire du Dr. Jean-Philippe Weber au Centre de toxicologie du

Québec (Institut National de la santé publique, Sainte-Foy, Québec).

2.2 Immunobuvardage de type Northern de la Cx 32

Afin de pouvoir caractériser les effets du mélange de congénéres de BPC sur
’expression de ’ARNm de la Cx32 chez les hépatocytes, les groupes les plus différents
ont €té utilisés. Les échantillons (n=5 ou n=6) du protocole A (A1-A2-A3), constituent
les animaux exposés alors que les échantillons de la plus faible concentration en BPC du
protocole C (C1) et les échantillons de foies des rats témoins pour une période de 90 jours
constituent les tissus de référence. Par conséquent, ce manuscrit ne présente que les
résultats obtenus suite au protocole A d’administration des rats avec les mélanges 1, 2 et
3 de BPC durant 90 jours.

2.2.1 Isolation de ’ARN

A partir des échantillons de foie conservés a -80 °C, 100 mg de foie est pesé et
homogénéisé dans une solution 4M de thiocyanate de guanidium contenant 1% de
mercapto-éthanol. L’homogénéisation se fait 4 I’aide d’un broyeur de tissu de type Potter
en s’assurant de garder 1’échantillon sur glace. Des aliquots de 500 ul d’homogénats sont
alors récupérés et conservés sur glace ou remisés a -80 °C. L’isolation de I’ARN total se
fait par ultracentrifugation dans une solution 2M d’acétate de sodium pH 4 et de phénol-
chloroforme-isoamyl (FisherBiotech BP- 1754, Nepean, Ontario). L’ARN isolé est
resuspendu dans de 1’eau sans RNase et conservé a -20 °C pour une courte période ou
remisé & -80°C. Le calcul du rendement et de la pureté de I’isolation est effectué par
densité optique (DO) en utilisant ’appareil (PowerWave X, Bio-Tek Instrument Inc,

Winooski, Vermont). Les échantillons d’ARN sont ensuite déposés sur un gel d’agarose
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dénaturant ou seul I’ARN migre afin de vérifier le degré de pureté et de dégradation de
’ARN. Le gel est alors analysé a I’aide d’un Fluor-S (Fluor-S™ Multimager, BioRad,
Mississauga, ON). Les différents échantillons d’ARN déposés sur un autre gel d’agarose
dénaturant sont subséquemment transférés sur membrane de nylon (GeneScreenPlus,
PerkinElmer, Boston, Massachusset) & 1’aide d’un appareil i transfert (VacuGene,
Amersham-Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, QC).

2.2.2 Sonde de la Cx32 et sonde 18S

La préparation de la sonde d’ADNc de la Cx32 débute par une culture bactérienne
contenant un vecteur d’expression et un plasmide d’un clone de Cx32 (Dr D. Paul,
Havard University, Cambridge, MA). Suite a la purification et 4 la digestion du plasmide
par EcoRI, ’ADN codant pour la Cx32 a été obtenu. Une insertion au hasard
d’oligonucléotides de 5ul de dCTP P*? (Amersham Bioscience, Baie d'Urfé, QC) (Cyr
DG., 2001.) est alors ajouté a une solution contenant 50 ug d’ADN de Cx32, a I’aide
d’un ensemble "Ready-to-go" (Labelling Beads (-dCTP) Amersham Bioscience, Baie
d'Urfé, QC). Aprés avoir conservé la fraction contenant ’ADN marqué par le
radioisotope, un compte de la sonde est alors effectué a 1’aide d’un compteur 4 isotopes
radioactifs (LKB Wallac 1217 RackBeta, Markham, ON). De la méme facon, une sonde
pour ’ARN ribosomal 18S en présence de 5 pl de y ATP-P** (Amersham Bioscience,
Baie d'Urfé, QC) est produite avec I’ensemble "Ready-to-go" suivi d’un compte de la
sonde par le compteur béta. Les deux sondes sont alors conservées i une température de
-20 °C.

Aprés le transfert des différents échantillons d’ARN du gel d’agarose dénaturant
sur une membrane de nylon, le marquage de I’ARN a I’étude est effectué a 1’aide de
sondes radioactives. La membrane subit d’abord une pré-hybridation de 3 heures & 42°C
a ’aide d’une solution contenant 10% de sulfate de Dextran (FisherBiotech, Nepean,
ON), 10% de SDS, 2X d’une solution de citrate de sodium (SSC, citrate de sodium et
chlorure de sodium, pH7) et 40% formamide & laquelle a été ajouté 300 ul d’ADN de

sperme de saumon dénaturé. Par la suite, une quantité de sonde radioactive
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correspondant a 500 000 dpm est ajoutée a la solution de pré-hybridation. La membrane
est hybridée pour une période de 24 heures dans un four i hybridation (TEKSTAR
Bio/Can Scientific, Mississauga, ON) 4 une température de 42°C. Une fois I’hybridation
terminée, la membrane subit deux lavages dans une solution de SSC 2X pendant 5
minutes pour éliminer les sondes radioactives non-hybridées. Ensuite, la membrane subit
des lavages de 30 minutes dans une solution de SSC 2X contenant 1% de SDS & une
température de 55°C jusqu’a ce que le compte radioactif soit inférieur a 200
comptes/seconde. La membrane est ensuite placée dans une cassette Phosphorimager
(Molecular Dynamics, Baie d'Urfé, QC) pour une durée de trois jours. La cassette est
alors visionnée par un Phosphorimager (Phosphorimager SI™ Molecular Dynamics, Baie
d'Urfé, QC). Apres avoir fait bouillir la membrane dans une solution de 0,1X SSC et 1%
de SDS afin d’enlever la sonde d’ADNc de la Cx32, I’hybridation de la membrane avec
la sonde 18S est réalisée pour vérifier la quantité d’ARN total transféré sur la membrane
et pouvoir procéder a I’analyse statistique des résultats. L’intégration de 1’aire sous la
courbe pour chaque signal d’ARNm de Cx32 est donc ajustée en fonction des résultats
obtenus avec la sonde d’ARNr 18S ce qui permet de déterminer les niveau relatif
d’ARNm de Cx32.

2.2.3 Analyse Statistique

Les variations d’expression de la Cx32 enregistrées dans les différents tissus de
foie traités au mélange de BPC sont analysées statistiquement & 1’aide du logiciel
SigmaStat 2.0 de Jandel Scientific, San Rafael, CA). Le test de Student (test de T) a
permis de déterminer les changements dans I’expression de la Cx32. Le seuil de

signification était de 0,05.
2.3 Scrape Loading Dye Transfer
Des cellules MH1C1, MCF-7 et MCF-10A ont été ensemencées a une densité de

1,2 million dans des pétris de culture cellulaire (Starstedt, Montéal, QC), puis incubées

dans un milieu (MH1C1 dans F12K medium, Sigma, Mississauga, On) humidifié 4 37°C
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contenant 5% CO,, supplémenté avec 2,5% de sérum feetal bovin (FBS, Gibco) et 15% de
sérum de cheval (HS, Gibco, Burlington, ON). La croissance des cellules MCF-7
s’effectue dans du milieu RPMI (RPMI 1660 Medium, Sigma) supplémenté avec 10% de
sérum feetal bovin (FBS). Les cellules MCF-10A sont maintenues dans du milieu
DMEM-F12 (Sigma) supplémenté par 5% de sérum de cheval (HS) et 0,1% du facteur de
croissance épidermique (EGF, Sigma). A 85 % de confluence cellulaire, les cellules sont
exposées durant 24 heures 2 un mélange de six congénéres de BPC contenant une charge
totale de 50 uM ou de 100 pM, et au véhicule DMSO (Sigma) comme témoin. Le milieu
est ensuite retiré, puis les cellules sont rincées par une solution de PBS a un pH de 7,4. A
’aide d’une lame de chirurgie, quelques incisions sont pratiquées dans les pétris en
faisant rouler la lame doucement du bas vers le haut (el-Fouly et al., 1987.). Une solution
fluorescente de migration constituée de 0,05% de jaune de Lucifer (LY, Sigma) et de
0,05% de Rhodamine-Dextran (RhD, Sigma) est ensuite ajoutée aux cellules pour une
période de 5 & 10 minutes. Les cellules sont ensuite rincées par la solution de PBS, puis
analysées a I’aide d’un microscope inversé a épifluorescence. En raison de leur poids
moléculaires, soit 457 Dalton pour le jaune de Lucifer et 10 000 Dalton pour la
Rhodamine-Dextran, seul le jaune de Lucifer migre aux travers des jonctions lacunaires.
La distance parcourue par le colorant est alors mesurée a I’aide du logiciel informatique

ImagePro Plus (Media Cybernetics, Silver Spring, MD).

2.4 Immunohistochimie

Les cellules MCF-7 et MCF-10A ont premiérement été cultivées dans des flacons
T-75 (Starstedt) et incubées dans un milieu humidifié & 37°C contenant une atmosphére
de 5% de CO,. La croissance des cellules MCF-7 s’effectue dans du milieu RPMI
(RPMI 1660 Medium) supplémenté avec 10% de sérum feetal bovin (FBS). La
croissance des cellules MCF-10A s’effectue dans du milieu DMEM-F12 (Sigma)
supplémenté par du sérum de cheval (HS) et du facteur de croissance épidermique (EGF,

Sigma). La viabilité des cellules lors des différents passages cellulaires a été mesurée par
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un décompte cellulaire au bleu de trypan. Ceci a permis de vérifier s’il y a de la

cytotoxicité aux différentes concentrations des mélanges de BPC utilisées.

Les cellules MCF-7 et MCF-10A ont ensuite été incubées dans des lames i huit
puits (Lab-Tek Chamber Slide System, Hatfield, PA) respectivement i une densité de
50000 et 10000 cellules par puits. Lorsqu’on obtient 75 4 80 % de confluence
cellulaire, les cellules sont alors exposées & un mélange de BPC contenant une charge
totale des différents congénéres de 50 ou 100 pM et du véhicule DMSO comme témoin
pour une période de 24 heures. Suite au traitement avec le mélange de BPC, les cellules
sont lavées par une solution saline contenant du phosphate pH 7,4 (PBS) et fixées 4 I’aide
de 500 pl de méthanol refroidit a -20°C et placé pour une période de 20 minutes 2 cette
méme température. Les lames sont ensuite rincées avec la solution de PBS et entreposées
4 4°C avant leur hybridation avec les différents anticorps. Des lames & huit puits étaient
premiérement bloquées une heure a 37°C par une solution de PBS pH 7.4 qui contenait
5% de sérum d’albumine de bovin (BSA Fraction V heat shock, Roche, Mississauga,
ON). Apres avoir rincé les lames avec une solution de PBS, ’anticorps primaire dilué
dans une solution de PBS avec 5% BSA était ajouté a chacun des puits. Le puits témoin
ne recevait aucun anticorps primaire. Les lames étaient alors entreposées a 4°C pour une
période de 24 heures, puis les lames étaient par la suite lavées avec une solution de PBS
et exposées a ’anticorps secondaire, le FITC, pendant 45 minutes a4 37°C. Une fois les
lames rincées par la solution de PBS, les noyaux cellulaires étaient marqués avec une
solution de méthanol et de DAPI (4'-6-Diamidino-2-phenylindole, Roche). Une fois les
lames de nouveau rincées, celles-ci ont été fixées par une solution de Gel-Tol (Mounting
Medium, Immunon™, Pittsburgh, P