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RESUME

Le taux d'incidence du cancer du sein est en augmentation d’environ 1,5 % par
année depuis 1981 chez les Canadiennes de 30 ans et plus. Nonobstant les facteurs
génétiques, nutritionnels et hormonaux, de récentes études épidémiologiques ont
démontré que les xénobiotiques environnementaux, notamment les organochlorés,
contribuent au développement de la cancérogénése mammaire. Néanmoins, les résultats
de ces études sont contradictoires sur la relation entre la dose interne de ces polluants et le
risque de cancer du sein. Ainsi, des données scientifiques sur I'action biologique de ces
contaminants au niveau des cellules mammaires devront étre recueillies afin de préciser

leur rdle potentiel.

La présente étude s'inscrit dans une démarche de détermination de ces
mécanismes cellulaires dans le but de mieux évaluer les conséquences de ces toxiques sur
la santé humaine. L’objectif principal des présents travaux est de déterminer 1’effet de
concentrations non cytotoxiques de [-hexachlorocyclohexane (B-HCH) sur deux
récepteurs membranaires (EGFR et ErbB-2) ainsi que leur voie de signalisation (MEK)
dans un systéme cellulaire en culture, soit une lignée non tumorale de cellules épithéliales

mammaires humaines (MCF-10A).

Les résultats de la présente étude démontrent que le pesticide B-HCH (10 uM)
augmente de fagon significative (p<0,01) la prolifération des cellules mammaires MCF-
10A, tel que mesuré par quantification de I’incorporation de la 5'bromodéoxyuridine
(BrdU). L’effet mitogéne du B-HCH est d’intensité comparable a celui induit par E2
(augmentation de 32 % et 34 % respectivement par rapport au véhicule). De plus, cet effet
mitogéne ne semble pas &tre médié par la modulation du niveau de récepteur a

I’cestrogene.

il



Le B-HCH, aprés 10 minutes de traitement, augmente la phosphorylation des
tyrosines du récepteur EGFR (p<0,02) et du récepteur ErbB-2 (p<0,02) sans augmenter la
quantité totale de ces protéines membranaires de fagon significative (p=0,18 et p=0,08
respectivement). L’effet du B-HCH sur la phosphorylation du récepteur ErbB-2 est aboli
en présence d’AG-825, un inhibiteur spécifique de cette protéine, nous suggérant que
I’effet du B-HCH serait médié par I’activation des récepteurs ErbB-2 a la surface des
cellules mammaires, élément important de signalisation intracellulaire et se poursuivant

par I’activation de facteurs de transcription nucléaires.

Le présent travail constitue la premiére étude démontrant que le récepteur ErbB-2
serait potentiellement activé par le B-HCH chez les MCF-10A et cette observation est
compatible avec un effet pro-cancérogéne de cet organochloré environnemental. Ces
travaux donnent une indication quant a la plausibilit¢ biologique du B-HCH dans

I’étiologie du cancer du sein.
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INTRODUCTION

Le cancer de sein constitue le type de cancer ayant la plus haute prévalence chez
les femmes canadiennes et il est en deuxiéme position apres le cancer du poumon pour le
taux de mortalité (INCC, 2001). Le taux d'incidence de la maladie chez les Canadiennes
de plus de 30 ans est en augmentation d’environ 1,5 % par année depuis 1981, et les
femmes post-ménopausées sont particulierement touchées. De nombreuses études ont
identifié plusieurs facteurs étiologiques, notamment les facteurs génétiques, hormonaux et
nutritionnels (Harris, Morrow et Norton, 1997). Or, des différences géographiques et
socio-économiques au niveau de l’incidence de ce cancer ont amené I’hypothése de

facteurs environnementaux dans 1’étiologie de la condition.

Des polluants organochlorés, issus de l’usage industriel, se retrouvent dans
I’environnement, s’infiltrent dans la chaine alimentaire et s’accumulent dans les tissus
vivants grace a leur grande liposolubilité et leur faible taux de métabolisme. Ces
substances chimiques se retrouvent ainsi dans le tissu adipeux de virtuellement tous les
Canadiens et Canadiennes. Puisque des études ont démontré que certains de ces produits
sont cancérigénes chez les animaux de laboratoire, leur présence dans le tissu mammaire
contribue a alimenter les inquiétudes quant au lien possible entre ces polluants et le
cancer du sein, que ce soit au niveau de ’initiation, de la promotion ou de la progression
de la pathologie. Toutefois, les mécanismes par lesquels les polluants agissent sont encore

nébuleux.

Parmi les éléments cellulaires potentiellement impliqués dans 1’évolution de la
maladie, les facteurs de croissance et leurs récepteurs occupent une place de plus en plus
prépondérante. Les facteurs de croissance sont des protéines qui sont nécessaires a la
croissance et la survie de cellules en culture. Les récepteurs de ces facteurs, tels le
récepteur du facteur de croissance épidermique (EGFR) ou le récepteur ErbB-2 (aussi

connu sous le nom de HER-2/Neu), sont des protéines dimériques phosphorylées sur des



tyrosines et ils ont un réle potentiel dans le développement du cancer du sein chez
’humain. Il y a une homologie dans la famille des récepteurs ErbB, ce qui laisse supposer

des réactions croisées potentielles entre les différents types de signaux.

Des travaux antérieurs réalisés dans le laboratoire du Dr Charbonneau ont
démontré que I'hexachlorobenzéne (HCB), un contaminant de l'environnement présent
dans l'organisme de virtuellement tous les Canadiens, est mitogéne chez les cellules de
type MCF-10A, une lignée de cellules épithéliales mammaires humaines non
tumorigénes. L’effet prolifératif observé semble étre médié par le récepteur a ’EGF
(Lyrette, 1998: 48), se distinguant ainsi du mode d’action via le récepteur a I’cestrogéne
de certains organochlorés, comme le propose la littérature. Ainsi, il a été démontré que
I'HCB augmente le niveau de phosphorylation du récepteur EGFR, un événement au
sommet d’un processus de mitogenese, relayé d’une fagon classique par la voie des MAP
kinases. D'autres organochlorés environnementaux, tels que les biphényls polychlorés
(BPC), certains métabolites du dichlorodiphényltrichoroéthane (DDT), le 2,3,7,8-
tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD) et le B-hexachlorocyclohexane (B-HCH), sont
soupconnés de jouer un réle dans la cancérogéneése mammaire via leur action mitogéne.

Ce dernier a retenu notre attention et il constitue le centre d’intérét de ce mémoire.

L’objectif principal des actuels travaux est de déterminer I’effet de concentrations
non cytotoxiques de B-HCH sur certains récepteurs membranaires (EGFR, ErbB-2) ainsi
que leur voie de signalisation (MEK) dans des cellules mammaires en culture (MCF-
10A). Parmi les retombées intéressantes de ce projet, on note la possibilité de mieux
comprendre les mécanismes d’action non cestrogéniques par lesquels les polluants

induisent la prolifération cellulaire.

Le premier chapitre du présent mémoire expose une revue des connaissances
actuelles sur la problématique de recherche et les objectifs spécifiques des travaux de
recherche. Le second chapitre décrit les méthodologies développées et appliquées en
laboratoire pour répondre a ces objectifs. Le chapitre trois présente les résultats de

I’expérimentation et ces derniers sont ensuite discutés au sein du chapitre quatre.



CHAPITRE 1

RELEVE DE LA LITTERATURE ET DEFINITION DES OBJECTIFS

1.1. Le cancer du sein

Aux Etats-Unis et au Canada, bien que le cancer du poumon est le plus mortel tant
chez les hommes que chez les femmes, le cancer du sein demeure le cancer le plus
fréquemment diagnostiqué chez les femmes (INCC, 2002). Cette année et au Canada
seulement, on diagnostiquera le cancer du sein chez environ 20 500 femmes (dont 5 200
au Québec) et 5 400 seront emportées par la maladie (INCC, 2002). Ceci représente un
risque 2 vie d’une chance sur 8,8 d’étre atteint du cancer du sein et une probabilité d’une

sur 26,6 d’en mourir (Figure 1.1).

Depuis les trois derniéres décennies, l'incidence du cancer du sein chez les
femmes agées de 50 ans et plus a augmenté de fagon constante et graduelle. Cette hausse
est, en partie, probablement due a Il’augmentation de fréquence des examens
mammographiques et elle semble s’étre stabilisée depuis 1993. Parallélement, il y a eu
une légére diminution de la mortalité engendrée par le cancer du sein depuis les dix
derniéres années, en particulier chez les femmes agées de 40 a 69 ans (figure 1.1). Une
étude relativement récente allégue que cette diminution est également observée aux Etats-
Unis, en Australie et au Royaume Uni (Gaudette et al, 1995). Des études
supplémentaires devront étre effectuées afin de déterminer si cette diminution peut étre
attribuée aux programmes de dépistage précoce, a 1’efficacité accrue des traitements de la
maladie ou a I’évolution de certains facteurs prédisposants ou protecteurs (Gaudette et al.,

1995).



Taux d'incidence (TINA) et de mortalité (TMNA)
normalisés selon I'dge pour le cancer du sein chez les
femmes canadiennes entre 1972 et 2002

120
TINA Estimation

100 -

=)

(=}

(=]

S 80

-

Tt

5

[~]

S

én I L R R EETEPRRE

=

R

-]

A A e

&

H W
D0 -l
0 I I 1 1 ] 1 1 ] 1 1 1 ) ) ! 1 ) T ) I I t 1 ) 1 ) ] 1 I t
S FFF PGS KN

Figure 1.1 : Taux d'incidence (TINA) et de mortalité (TMNA) normalisés selon I'dge
pour le cancer du sein chez les femmes canadiennes entre 1972 et 2002. L’incidence
est le nombre de nouveaux cas de cancer du sein communiqués au Registre canadien du
cancer tenu par Statistique Canada durant un an. La mortalité correspond au nombre de
décés attribués au cancer du sein durant I’année, calculé d’apres les registres de décés
provinciaux de 1’état civil. Les chiffres obtenus pour les années 1999 a 2002 sont des
estimations obtenues par modélisation a partir de données depuis 1986. La normalisation
selon 1’4ge tient compte de la variation de la répartition par dge de la population au fil des
ans et a été calculée en se basant sur les chiffres de population au Canada en 1991
(tableau obtenu a partir des données de I’Institut national du Cancer du Canada, Toronto,
Canada, 2002).



1.1.1 Les différents types de cancers et les facteurs de risque

Les affections bénignes touchant la glande mammaire comprennent : nodularité
diffuse et généralisée, mastalgie, infections, inflammations et abcés du sein, kystes,
papillomes, hyperplasie, adénofibromes et écoulements. Les carcinomes mammaires,
moins nombreux sont, en ordre décroissant de fréquence : le carcinome invasif des
canaux, le carcinome invasif des lobules, le carcinome invasif mixte, le carcinome
médullaire, le comédocarcinome, la maladie de Paget (qui est essentiellement une forme
agressive de carcinome des canaux in situ), le carcinome papillaire, le carcinome
tubulaire et les autres carcinomes moins communs (Engel, 1997). La proportion de cas de
cancer du sein diagnostiqués comme un carcinome des canaux in situ (CCIS) n’a cessé
d’augmenter au cours des demiéres années. Cette pathologie est un stade précoce de

cancer, détecté avant I’envahissement des tissus plus profonds.

Plusieurs facteurs intrinséques et extrinséques sont potentiellement responsables
du déclenchement et de I’évolution du cancer du sein. Ce type de cancer est le plus
souvent rencontré chez la femme et I’incidence augmente avec 1’age. Parmi les autres
facteurs de risque non modifiables, on dénote les genes de prédisposition p53, BRCA1
(localisé sur le chromosome 17) et BRCA2 (localisé sur le chromosome 13) (Harris,
Morrow et Norton, 1997), la race, I’apparition des premicres régles (ménarche) avant
I’age de douze ans, une ménopause tardive (apres 50 ans), certaines affectations bénignes
du sein et une densité mammaire élevée. Une corrélation positive semble exister entre le
nombre de cycles ovulatoires qu’une femme aura au cours de sa vie et le risque éventuel

de développer un carcinome mammaire.

Parmi les facteurs de risque dits modifiables, on retrouve 1’absence de grossesse
ou I’age élevé lors de la premiére, certaines habitudes nutritionnelles (consommation
réguliére d’alcool, alimentation riche en graisses saturées), 1’obésité, le faible niveau
d’activité physique, I’utilisation précoce de contraceptifs oraux et I’hormonothérapie sur

une longue période. Certains facteurs environnementaux, rapportés par la littérature



depuis quelques années, dont I’implication est trés controversée (Kelsey et Bernstein,

1996) pourraient étre également des facteurs non négligeables.

1.1.2 Ktiologie de la condition

Lors du développement d’un cancer, plusieurs changements au niveau du
génotype et du phénotype cellulaires interviennent. Le cancer a été décrit comme une
maladie génétique due a I’accumulation d’altérations moléculaires multiples et héritables
au niveau de certains génes d’une lignée cellulaire (Temin, 1988). La transformation
d’une cellule normale & un phénotype néoplasique est un processus multifactoriel,
complexe et se produisant en plusieurs étapes successives. D’aprés la théorie des
différentes étapes de la cancérogénése, le développement de plusieurs cancers
s’effectuerait en quatre phases importantes, soit ’initiation spontanée ou induite par des
agents génotoxiques, la prolifération sélective de cellules initiées, la transformation et

finalement la progression (Cohen et Ellwein, 1990).

La cellule néoplasique posséde certaines caractéristiques morphologiques,
biologiques, biochimiques et immunologiques particuliéres. Parmi celles-ci, on note une
prolifération anarchique et autonome, indépendante des limites des cellules avoisinantes
et des facteurs de croissance, une diminution du potentiel de différenciation, une
immortalité et éventuellement, un pouvoir invasif et métastatique. L’augmentation de
’index mitotique dans un tissu est 1’indice d’une augmentation de prolifération cellulaire
et celle-ci a été identifiée en tant qu’aspect mécanistique significatif des carcinogénes
épigénétiques (Tomatis, 1993). Le cycle cellulaire de la cellule néoplasique est d’une
durée normale a légérement inférieure a celui des cellules non néoplasiques et le nombre
de cellules se trouvant en division mitotique est trés variable d’un cancer a I’autre et
méme au sein d’'un méme cancer. La croissance et la vitesse a laquelle une tumeur
progressera varieront selon I’intensité de la prolifération cellulaire et la survie anormale

des cellules tumorales. Cet état de déséquilibre contraste avec la stabilité dans les tissus



normaux ou la mitose est sous controle de plusieurs facteurs et ’apoptose normale lors

d’anomalies génétiques.

1.2 Prolifération et cycle cellulaire des cellules épithéliales

Les facteurs de croissance sont impliqués dans le processus de prolifération
cellulaire, qu’il soit normal ou pathologique. L’acquisition d’une indépendance vis-a-vis
ces facteurs de croissance est un phénotype retrouvé chez les cellules tumorales, tout
comme ’augmentation de mitose. Le facteur de croissance épidermique (EGF) est le plus
connu et provoque la prolifération de cellules épithéliales, endothéliales ou
fibroblastiques (Carpenter et Cohen, 1979; Yarden et al., 1996). Plusieurs autres facteurs
(TGF-a, TGF-p, PDGF, FGF, VEGF, interleukines, cytokines) et autres hormones
agissent également comme promoteurs de croissance. Ces facteurs de croissance
stimulent la prolifération cellulaire en se liant & des récepteurs membranaires,
intracytoplasmiques ou nucléaires spécifiques. Par [’activité tyrosine kinase des
récepteurs membranaires, il y a activation et phosphorylation de plusieurs messagers
protéiques secondaires dont les plus connus sont les protéines ras et d’autres tyrosines
kinases non réceptrices (codées par des geénes abl, src, fesetc.). Ces messagers
secondaires peuvent aller se relocaliser au noyau et activer certains génes de transcription

responsables de ’entrée de la cellule épithéliale dans le cycle cellulaire (figure 1.2).

Certains génes oncosuppresseurs répriment la prolifération cellulaire, qu’elle soit
normale ou anarchique, tels ceux des protéines Rb et p53. Rb provoque ’arrét du cycle
cellulaire en G, en se liant 4 d’autres protéines de transcription, prévenant ainsi I’entrée
de la cellule en phase S. Le géne p53 est, quant a lui, induit lors d’atteintes au génome
cellulaire et provoque également 1’arrét du cycle en phase G;, empéchant ainsi la cellule
ayant subit un dommage de progresser et de proliférer (Oren, 1985). La protéine p53
codée par ce geéne est fréquemment mutée dans plusieurs types de cancers (Gasco, Shami
et Crook, 2002). D’autres anti-oncogenes, tels APC, NF-1, BRCA1 et BRCA2 ou autres

génes impliqués dans le contrdle de la prolifération sont tous susceptibles d’étre



éventuellement mutés, perturbant ainsi 1’équilibre cellulaire et entrainant subséquemment

le développement de certains cancers.

Facteurs de
croissance Récepteur des
\ facteurs de
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1. Dimérisation
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Figure 1.2 : Régulation de la prolifération cellulaire induite par le récepteur de
facteurs de croissance. La liaison du ligand a la région extracellulaire de la protéine
réceptrice améne la dimérisation entre les différents membres de la famille réceptrice et
I’autophosphorylation sur des tyrosines menant au recrutement subséquent de protéines
effectrices et a la stimulation de plusieurs voies de signalisation, dont la cascade
Ras/RaffMAP-kinase qui est la principale. Selon le type de ligand, 1’endocytose des
diméres, le recyclage de ceux-ci a la surface de la cellule ou la dégradation dans les
lysosomes préservera la cellule d’une activation constante.



1.3 Les cellules épithéliales mammaires MCF-10A

Les études épidémiologiques ne permettent pas a elles seules une compréhension
définitive du rdle des contaminants environnementaux et 1’activité biologique de ces
demiers se doit d’étre démontrée au niveau cellulaire. Puisque I’objectif de ce travail est
une étude mécanistique de ’effet a trés court terme du B-HCH, les cellules mammaires
humaines in vitro se sont révélées plus appropriées pour représenter 1’organe-cible (i.e. la
glande mammaire) que des études in vivo sur des rongeurs, par exemple. En effet, le tissu
mammaire comporte plusieurs types cellulaires et son organisation varie d’une espece a
lautre. De plus, les courts temps d’exposition utilisés nécessitaient une récolte des
cellules rapide, sans étape de purification risquant d’altérer la voie de signalisation

intracellulaire.

La majorité des études ont été effectuées a 1’aide de cellules cancéreuses (MCF-7,
T47D, 184B5/HER, MDA-468, MDA-MB-231, etc.), dérivées de carcinomes
mammaires. Notre étude se distingue puisqu’elle évalue le potentiel mitogéne d’un
polluant chez des cellules épithéliales normales. En effet, les cellules MCF-10A sont des
cellules mammaires humaines qui ont été isolées de tissu mammaire fibrocystique non
tumorigéne (Soule et al., 1990; Tait, Soule et Russo, 1990). Cette lignée constitue un bon
modeéle d’étude puisqu’elle présente la majorité des caractéristiques phénotypiques de
’épithélium mammaire normal et que ces cellules requierent pour leur croissance un
milieu de culture supplémenté en EGF et autres facteurs de croissance (Soule et al.,
1990). De plus, la littérature suggére que ces cellules soient déficientes en récepteur a

I’cestrogéne (Soule ef al., 1990; Shen et Novak, 1997; Bhat et Vadgama, 2002).

1.4  La famille des récepteurs 4 ’EGF et son implication dans le cancer

La voie majeure des signaux de croissance des cellules mammaires est médiée par
I’activation du récepteur 3 ’'EGF (EGFR) par son substrat (Yarden et al., 1996). La

famille des récepteurs & 'EGF se compose de quatre tyrosines kinases homologues
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(ErbB-1 a ErbB-4) activées par plus d’une douzaine de facteurs de croissance et de
ligands différents (van der Geer, Hunter et Lindberg, 1994). Tous les membres de la
famille de récepteurs sont caractérisés par deux séquences riches en cystéine (CRD-1 et
CRD-2) et un domaine cytoplasmique tyrosine kinase (TK) flanqué de longs segments
hydrophobes, comportant quatre sites d’autophosphorylation. Les quatre zones (CRD-1,
CRD-2, TK et queue C-terminale) indiquées a la figure 1.3 montrent une forte variation
entre les membres de la famille, tel qu’indiqué par le faible pourcentage d’homologie au

récepteur a I’EGF (ErbB-1) qui a été le premier a étre identifié.

La diversité apparente au niveau des récepteurs et des ligands contribue
probablement aux voies de signalisation cytoplasmiques effectrices diversifiées (Burden
et Yarden, 1997), telles les voies des MAPK kinases (MEK) ou des C-Jun kinases
(SAPK). Ainsi, chaque ligand posséde des affinités différentes pour plusieurs récepteurs
et chaque récepteur peut réagir a cette liaison avec un ligand en formant plusieurs
complexes homo et hétérodimériques différents contribuant également a la diversification
du signal. Il est a noter que le récepteur ErbB-2 n’a pas encore de ligand de forte affinité
connu a ce jour. Selon Klapper et al. (2000), il apparait que méme si ErbB-2 n'a pas de
ligand propre, cette protéine agit comme sous-unité réceptrice pour les autres membres de
la famille ErbB, agissant ainsi comme un amplificateur de signal. En fait, les
homodiméres ErbB-2 possédent seulement une fraction de l'activité que les hétérodiméres
générent. De plus, la forte homologie entre les membres au niveau du domaine
cytoplasmique tyrosine kinase n’est pas retrouvée dans le cas de ErbB-3 qui ne possede
pas de région catalytique. La queue cytoplasmique (CT), comportant les sites
d’attachement pour les protéines intracellulaires effectrices montre une faible homologie,
indiquant un haut niveau de divergence des mécanismes de signalisation, résultant en une
diversité jouant un role central dans la prolifération, la différenciation et 1’oncogenése.
Dans la plupart des cas, lorsque les membres de la famille ErbB sont surexprimés,
particuliérement le récepteur ErbB-2, le pronostic associé a 1’évolution de la tumeur est

plus sombre (tel que résumé dans le Tableau 1.1 de la section 1.7).
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Figure 1.3 : Homologie structurale des récepteurs de la famille ErbB (Adapté et
traduit de Klapper et al., 2000). Les récepteurs de la famille ErbB comportent un
domaine extracellulaire de fixation du ligand riche en cystéines (CRD-1 et CRD-2), un
domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique contenant quatre sites
d’autophosphorylation sur des tyrosines (TK). La liaison du ligand au récepteur induit
une dimérisation des monomeéres et produit 1’autophosphorylation du domaine

cytosolique.
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1.5 Le récepteur EGFR et son implication dans le cancer

Le récepteur membranaire pour le facteur de croissance épidermique (EGFR) a été
le premier membre a étre découvert de la famille. Il s’agit d’une glycoprotéine
transmembranaire de 170 kDa composée d’un domaine de liaison a son substrat, I’EGF,
et d’un domaine kinase cytoplasmique, reliés par une chaine hydrophobe (Downward,
Parker et Waterfield, 1984). L’EGF peut stimuler in vitro la croissance de cellules
épithéliales mammaires normales ou tumorales (Osborne et al., 1980; Fitzpatrick,
LaChance et Schultz, 1984) via I’activation de la fonction kinase cytoplasmique (Yarden
et Schlessinger, 1985). Or, I’activation du récepteur EGFR a été reliée pour la premiére
fois aux cancers humains suite a ’identification d’une forte homologie entre celui-ci et

’oncogéne viral v-erb encodé par le rétrovirus aviaire (Downward et al., 1984).

L’augmentation de 1’expression du récepteur EGFR a été retrouvée dans une
variété de néoplasmes, indiquant généralement un comportement plus agressif des
cellules malignes (Helden et Westermak, 1984). L’utilisation de cette donnée en tant
qu’outil de pronostic est cependant contreversée puisque la corrélation avec le devenir
clinique ne semble pas étre démontrée de fagon claire (Klijn et al., 1994). Des différences
entre les méthodes de détection du EGFR, dans la sélection de la population de patients,
dans le nombre de cas analysés et la période d’observation pourraient possiblement
expliquer les discordances au niveau des résultats. Ainsi, le pronostic ne semble pas
différent entre les patientes atteintes de carcinomes invasifs des canaux qui expriment
EGFR (environ 37%), tant au niveau de la durée de rémission qu’au niveau du taux de
survie global (Charpin et al., 1993). Une autre équipe de chercheurs n’a trouvé aucune
relation entre les niveaux d’EGFR dans les biopsies de tumeurs mammaires et la taille de
la tumeur et le grade de malignité (Ferrero et al., 2001). Ils ont néanmoins établi une
corrélation négative entre les niveaux d’EGFR dans les tumeurs et 1’dge des patientes,

tout comme I’équipe d’Eppenberger-Castori et al. (2002).

Cependant, Sainsbury et al. (1987) ont énoncé que I’augmentation de I’expression

de PEGFR serait un important facteur de pronostic pour les cancers mammaires avec ou
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sans envahissement des ganglions lymphatiques. Une association entre 1’expression des
niveaux du récepteur EGFR et une augmentation dans le grade de malignité a été
découverte dans le cas des carcinomes infiltrants des canaux lactiféres (Suo et al., 1998)
et dans le cas de patientes n’ayant pas de métastase au niveau des ganglions lymphatiques
(Harris et al., 1992; Nicholson et al., 1991). De plus, la positivité des cellules tumorales
au EGFR est significativement corrélée a une taille supérieure de la tumeur primaire
(Tsutsui et al., 2002). Le récepteur EGFR serait également surexprimé dans d’autres
cancers de cellules épithéliales, tels celui de la vessie (Berger et al., 1987), de la téte et du
cou (Irish et Bernstein, 1993) et il est associé dans ces deux cas & un mauvais pronostic.
Une approche thérapeutique considérant I’implication du récepteur EGFR dans I’étiologie
du cancer du sein a d’ailleurs vue le jour. L’Iressa est une molécule inhibitrice des résidus
tyrosine kinase du récepteur 4 I’EGF qui a la propriété de bloquer in vitro I’activité de la

MAPK chez les cellules mammaires MCF-7 résistantes au tamoxiféne, un inhibiteur du

récepteur a I’eestrogéne (Wakeling, Nicholson et Gee, 2001).

Finalement, notre laboratoire a antérieurement démontré que la phosphorylation de
ce récepteur était modulée par 1’hexachlorobenzéne (HCB), un carcinogéne épigénétique
persistant dans I’environnement. En effet, des concentrations non cytotoxiques de 5, 10 et 20
uM d’HCB sont mitogénes pour les cellules MCF-10A et elles causent une augmentation
significative de la phosphorylation des tyrosines du récepteur EGFR, stimulation supprimée
par I’ajout de tamoxiféne en combinaison avec le traitement (Charbonneau, Lyrette et
Caté, 1998).

1.6 Relation entre les récepteurs a ’EGF et les récepteurs aux cestrogénes

Cliniquement, le cancer du sein peut étre caractérisé par la présence de récepteur a
I’cestrogéne et il est généralement pensé que la tumeur progresse d’une forme ER-
positive, dépendante aux hormones et sensible a une thérapie anti-cestrogénique, a un
phénotype ER-négative, indépendant aux hormones et insensible aux anti-cestrogénes

(Fitzpatrick et al., 1984; Sainsbury et al., 1985). Initialement donc, la majorité des

14



tumeurs mammaires sont sous le contrdle des cestrogénes, initiant de multiples réponses
cellulaires incluant la prolifération cellulaire et ’inhibition de I’apoptose (el-Ashry et
Lippman, 1994; Dong et al., 1999). La progression subséquente des tumeurs mammaires
a un phénotype hormone-indépendant implique la perturbation des mécanismes normaux
de contrdle, comme la perte de la régulation des processus cellulaires par 1’cestrogéne
(Wilson et Chrysogelos, 2002). Un des mécanismes par lequel les cellules acquiérent une
croissance indépendante aux cestrogénes est par la régulation de récepteurs aux facteurs

de croissance, comme le EGFR, ou de leurs substrats (van Agthoven et al., 1992).

Contrairement aux résultats de deux études initiales indiquant seulement une
tendance a une relation négative (Fitzpatrick et al., 1984; Peyrat et al., 1984), au moins 30
groupes différents de chercheurs ont reporté une corrélation négative entre les niveaux
des récepteurs a ’EGF et ceux des récepteurs a 1’cestrogene dans les cancers mammaires
et les lignées cellulaires, indépendamment de la méhode de mesure utilisée (Perez et al.,
1984; Sainsbury et al., 1985; Wyss et al., 1987; Battaglia et al., 1988; Cappelletti et al.,
1988; Delarue et al., 1988; Pkonen et al., 1988; Wrba et al., 1988; Barker et al., 1989;
Fekete, Wittliff et Schally, 1989; Foekens et al., 1989; Grimaux et al., 1989; Guérin et
al., 1989; Llorens et al., 1989; Toi et al., 1989; Betta et al., 1990; Bolla et al., 1990;
Bolufer et al., 1990; Coombes, Barrett-Lee et Lugmani, 1990; Grimaux et al., 1990,
Lewis et al., 1990; Formento et al., 1991; Hainsworth et al., 1991; Koenders et al., 1991;
Nicholson et al., 1991; Harris et al., 1992; Charpin et al., 1993; Ferrero et al., 2001;
Tsutsui et al., 2002). Dotzlaw et al., 1990, ont montré que I’EGF était plus fréquemment
détectable dans les biopsies de tumeurs mammaires positives au ER par rapport a des
tumeurs négatives & ER. Fait intéressant, il a été établi que le mécanisme principal
responsable de la surexpression du EGFR dans les cancers mammaires est le contréle de
la transcription du géne EGFR (Davidson et al., 1987; Haley et al., 1987; Kageyama et
al., 1988). Certaines régions du promoteur du géne EGFR sont spécifiquement identifiées
dans les cellules ER-positives mais non dans les cellules tumorales ER-négatives (Wilson
et Chrysogelos, 2002). De plus, une étude récente de Yarden, Wilson et Chrysogelos
(2001), suggere un mécanisme actif de contrdle transcriptionnel réciproque puisque

I’expression du EGFR est augmentée lors du retrait d’cestrogeénes du milieu de culture et
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que la présence a long terme d’cestrogénes est suffisante pour réprimer la transcription du
EGFR, tel que reflété par les niveaux d’ARN messager du EGFR et de protéines
réceptrices. Inversement, la littérature suggere que le EGFR pourrait exercer ces effets en
modulant le récepteur ER (Reddy et al., 1992; Ignar-Trowbridge et al., 1993), plus
précisément en stimulant 1’activité transcriptionnelle du domaine AF-1 du ER (Smith,
1998). La présence de voies de signalisation communes et réciproques entre les
récepteurs EGFR et ER conduit donc au raisonnement que les interactions entre les
facteurs de croissance et les récepteurs stéroidiens peuvent moduler 1’activité homonale,
influencant ainsi la fonction normale et abérrante dans les cellules (Ignar-Trowbridge et

al., 1993).

1.7 Le récepteur ErbB-2 et son implication dans le cancer

Le récepteur ErbB-2 est exprimé a de faibles niveaux dans les cellules épithéliales
normales, particuliérement dans les tissus nerveux, conjonctifs et 1’épithélium glandulaire
embryonnaire, suggérant un rdle dans la croissance et le développement de plusieurs
tissus (Kokai et al., 1987). Certaines protéines (SRC, PI3K et PLCy) se lient aux tyrosines
via des régions précises de leur domaine Src-homology (SH2) et elles deviennent
phosphorylées a leur tour (figure 1.4). La phosphorylation de ces protéines améne une
cascade d’éléments potentiellement impliqués dans les voies de signalisation, dont la
protéine mitogen-activated protein kinase (MAPK), et elle se poursuit ultimement dans
’activation de facteurs de transcription nucléaires (Koch et al., 1991; Pawson et Gish,
1992; Reese et Slamon, 1997).

La surexpression du proto-oncogéne ERBB2 est fréquemment associée & un
sombre pronostic de certains adénocarcinomes humains, tel que résumé dans le Tableau
1.1. Son role dans la transformation cellulaire, suggéré par son abondance dans une
grande variété de tumeurs chez 1’humain, est supporté par quelques études qui ont
observé que les approches thérapeutiques dirigées envers ce récepteur peuvent empécher
la croissance tumorale (Klapper et al, 2000). La progression dans le processus

oncogénique serait expliquée par 1’activation aberrante des tyrosines kinases par ErbB-2
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(Lonardo et al., 1990; Pierce et al., 1991), conduisant a un signal hypermitogénique
intracellulaire essentiel a la transformation des cellules (Klapper et al., 2000). De plus, en
stabilisant les hétérodiméres formés avec d’autres membres de la famille ErbB, ErbB-2
prolonge et amplifie la traduction du signal cytoplasmique induit par plusieurs facteurs de
croissance, ce qui semblerait ainsi conférer un avantage prolifératif aux cellules qui le
possédent et promouvoir la croissance de cellules cancéreuses (Tzahar et Yarden, 1998).
Récemment, Eppenberger-Castori et al. (2002) ont montré une forte corrélation inverse
(p<0,0001) entre les niveaux d’ErbB-2 dans les tumeurs mammaires et 1’dge des

patientes.

En plus de ses effets mitogéniques, la surexpression de la protéine ErbB-2 est
suffisante pour induire la migration et I’invasion cellulaire de MCF-7. Les cellules MCF-
7 sont une lignée de cellules épithéliales issues d’un carcinome mammaire humain et qui
possédent un niveau élevé de récepteurs a 1’estrogéne (Soule et al., 1973). Selon une
étude réalisée par Spencer et al. (2000), ErbB-2 facilite I’invasion cellulaire via
’activation d’une kinase extracellulaire et son couplage subséquent avec des protéines
adaptatrices telles que p130Cas et c-CrklII régulant le cytosquelette de myosine et d’actine

des cellules en migration.

En raison de tous les facteurs énoncés plus haut, le récepteur ErbB-2 est une cible
attrayante pour une thérapie contre le cancer. En effet, différents anticorps dirigés envers
la région extracellulaire de cette protéine ont la capacité de diminuer sa présence au
niveau de la membrane cellulaire (Hurwitzt et al., 1995) et I’on observe une régression de
la mitogenése et une diminution dans la voie de signalisation intracellulaire induite par les
facteurs de croissance (Graus-Porta et al., 1995; Karunagaran et al., 1996; Klapper et al.,
2000). D’ailleurs, I’Herceptin est le premier agent thérapeutique efficace dirigé vers
I’oncogéne ERBB2 pour le traitement des tumeurs solides chez les patients qui possédent
une surexpression de cet oncogeéne (Leyland-Jones, 2002), procurant un avantage au

niveau du taux de survie de patientes atteintes du cancer du sein.

17



ErbB-2

T
Ly

2

l SHC/SOS /’ Ras-GTP
PI3K SHC /’ Ras-GDP l

SOS
Raf-1
? l '
MEK
? 7~

MAPK
]
c-fos
cun ] SINGNY/ Noyan

c-myc

Figure 1.4 : Voies proposées de la transduction de signaux activés par ErbB-2
(Adapté et traduit de Reese et Slamon, 1997). L’activation du récepteur ErbB-2 induit
la phosphorylation de tyrosines spécifiques sur la région carboxy-terminale du récepteur.
Les protéines impliquées dans les voies de signalisation via des régions précises de leur
domaine SH2 se lient aux tyrosines et deviennent phosphorylées. L’activation des voies
de signalisation intracellulaires se poursuit dans la transcription de génes nucléaires.
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Surexpression de ErbB-2

Références

Sein

Carcinome
des canaux
in situ
(DCIS)

Plus de 90 % des DCIS surexpriment
ErbB-2.
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Barnes ef al., 1992
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Zafrani et al., 1994
Mack et al., 1997
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31 % manifestent une amplification
d’ErbB-2.

Les tumeurs de plus de 1 cm montrent
plus souvent une surexpression de
ErbB-2.

Les tumeurs de grade plus avancés
surexpriment ErbB-2 plus fréquemment
que les moins avanceés.

Lipponen et al., 1993
Slamon et al., 1989

Schimmelpenning et al.,
1992

Tervahauta et al., 1991

Gynécologique

Qvaires

20-35 % des tumeurs quasi-cancéreuses
et 30-60 % des cancers ovariens
expriment ErbB-2, alors que le tissu
ovarien normal ne I’exprime pas.

Dans certaines études, ErB-2 a été
associé avec un stade plus élevé de la
maladie et & un pronostic plus sombre
ou une diminution de la réponse a la
thérapie.

Eltabbakh et al., 1997
Harlozinska et al., 1997
Huettner et al., 1992

Berchuck et al., 1990
Harlozinska et al., 1997
Meden et al., 1994
Natali et al., 1990
Slamon et al., 1989

Vulve

Surexpression de ErbB-2 est associée
avec un risque plus élevé de métastases.

Gordinier et al., 1997

Endometre

Selon certains chercheurs, méme si 48
% des tumeurs de I’endométre sur-
expriment ErbB-2, il n’y a pas de
différence dans le pronostic.

D’autres équipes ont démontré une
augmentation du risque de meétastases,
une diminution du taux de survie et une
période de rémission plus courte.

Backe et al., 1997
Bell et al., 1997
Gassel et al., 1998

Berchuck et al., 1991
Hamel et al., 1996
Kohlberger et al., 1996
Lukes et al., 1994

Col de
I’utérus

12-22 % des cancers des cellules
épithéliales du col de I'utérus de stade
II ou III ont une amplification de ErbB-
2

Kristensen et al., 1996
Mitra et al., 1994
Ndubisi et al., 1997
Wong et al., 1996

Prostate

30 % des cancers de la prostate sont
ErbB-2 positifs, alors que
I’hypertrophie  prostatique  bénigne
n’exprime pas de récepteurs ErbB-2.

Sadasivan et al., 1993
Kuhn et al., 1993

Tableau 1.1 : Surexpression des récepteurs ErbB-2 dans différents types de
carcinomes humains (Résumé et synthése d’informations tirées de Klapper et al., 2000)
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Surexpression de ErbB-2

Références

Coélon

L’antigéne ErbB-2 augmente avec les
stages de Dukes dans les carcinomes du
colon et démontre une corrélation
significative avec le temps de rémission
et la période de survie post-opératoire.

Environ 50 % des carcinomes du colon
surexpriment ErbB-2.

Les cancers du colon qui forment des
métastases au foie ou aux ganglions
lymphatiques ont des niveaux d’ErbB-2
plus élevés que ceux qui ne métastasent
pas.

Kapitanovic et al, 1997

Caruso et Valentini, 1996

Shirai et al., 1995
Yang et al., 1997
Saeki et al., 1995

(Esophage

Gastro-intestinal

43 % des tumeurs oesophagiennes sont
positives & ErbB-2.

Duhaylongsod et al., 1995

Estomac

La surexpression d’ErB-2 dans le cancer
de I’estomac est commune,
particulierement dans les stages avancés
et la sous-catégorie intestinale et peut étre
associée avec un pronostic plus sombre.

Kim et al., 1993

Ooi et al., 1998

Wu et al., 1998
Amadori et al., 1997
Yonemura et al., 1998

Pancréas

La surexpression d’ErB-2 a été reliée & un
pronostic plus sombre dans les tumeurs
de ’ampoule de Vater.

Vaidya et al., 1996a, b

Cou et téte

La surexpression d’ErB-2 est associée a
une diminution du temps de rémission
dans certains adénocarcinomes des sinus
para-nasaux, des glandes salivaires
palatines et dans les carcinomes
mucoépidermoides des glandes salivaires.

Gallo et al., 1998
Giannoni et al., 1995

Press et al., 1994

Cerveau

ErbB-2 est relié avec le grade
histologique des astrocytomes et des
méningiomes et il est associé a un temps
de survie plus court des patients avec un
neuroblastome.

Bernstein et al., 1993
Schwechheimer et
1994

Layfield et al., 1995

al.,

Reins

La forte expression d’EGFR et d’ErbB-2
combinée est en corrélation avec la
présence de métastases.

Stumm et al., 1996

Vessie

70 % des tumeurs, mais aucun spécimen
sain, surexprimaient ErbB-2.

La surexpression d’ErbB-2 a été reliée au
grade et au taux de survie.

Zhau et al., 1990

Korkolopoulou et al., 1997
Lipponen et al., 1991
Zhang et al., 1997

Lonn et al., 1993

Tableau 1.1 (suite)
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1.8  Les cascades intracellulaires activées par EGFR et ErbB-2

La signalisation cellulaire via les récepteurs tyrosine kinases ErbB est complexe.
ErbB-2 est un substrat pour le récepteur EGFR préalablement activé par I’EGF, chez des
cellules mammaires tumorales (King et al., 1988). Une fois le dimére ErbB activé, il peut
interagir avec un grand nombre de protéines cytoplasmiques contenant des
phosphotyrosines. Celles-ci incluent des protéines effectrices telles que SHC (Pelicci et
al., 1992; Segatto et al., 1993), Grb-2 (Buday et Downward, 1993), Src (Anderson et al.,
1990; Luttrell et al., 1994; Sheffield, 1998) et la phospholipase Cy qui s’associe avec
EGFR et ErbB-2 mais pas avec les autres membres de la famille ErbB (Cohen et al.,
1996; Peles et al., 1991). Une fois activés, les récepteurs sont régulés par des processus

d’internalisation, de recyclage ou de dégradation.

1.9  Les polluants environnementaux

Au Canada, de 25 000 a 30 000 produits chimiques sont fabriqués, produits ou
répandus sous forme d’émissions ou de déchets dans 1’environnement (Santé Canada,
2002). Néanmoins, peu de données établissent un lien direct entre l'exposition a ces

produits chimiques et I'incidence de certains cancers.

Au cours des derniéres années, il y a eu une certaine préoccupation que certains
contaminants, y compris plusieurs organochlorés, pourraient exercer une action toxique
par la modulation hormonale, en particulier en perturbant la fonction endocrinienne.
Plusieurs composés non stéroidiens, naturels ou anthropiques, possédent une activité
cestrogénique. Méme si ces xénocestrogénes exogénes sont moins actifs au niveau
biologique que les cestrogénes endogenes, ils demeurent d’intérét puisqu’ils persistent
dans I’environnement, résistent aux dégradations chimiques ou enzymatiques et peuvent
contaminer la chaine alimentaire et s’accumuler dans le tissu adipeux (Korach, 1993).
Puisqu'un pourcentage élevé des cancers mammaires est de type “cestrogéne dépendant”,

une hypothése classique avait suggéré un rdle mécaniste possible pour les cancers du sein
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induits par les organochlorés. Cette hypotheése a été supportée par des différences

géographiques et socio-économiques dans I’incidence de cancer de sein.

Plusieurs études épidémiologiques de type cas-témoin ont évalué les niveaux de
base d'organochlorés chez les patientes atteintes de cancer de sein en comparaison avec
ceux observés chez des témoins, examinant ainsi le risque de développer un cancer du
sein en relation avec les organochlorés. On a observé des résultats mitigés : dans une méta
analyse récente réalisée a I’Université Harvard aux Etats-Unis, en mai 2001, des données
de cinq grandes études sur le cancer du sein ont été combinées et aucun lien avec les
xénocestrogénes p,p’-DDE et BPC n’a été établi. L’analyse des données combinées a
conclu que ni I'une ni l'autre de ces expositions n'expliquait 1’incidence élevée du cancer
de sein aux Etats-Unis (Laden et al., 2001). Ces résultats sont cohérents avec certaines
autres études qui avaient observé que les cas de cancer avaient de niveaux similaires ou
plus faibles de DDE (Krieger et al., 1994; Hunter et al., 1997; Lopez-Carrillo et al., 1997,
Schecter et al., 1997; Dorgan et al., 1999; Helzlsouer et al., 1999; Demers et al., 2000,
Stellman et al., 2000; Ward et al., 2000), de B-HCH (Zheng et al., 1999a; Dorgan et al.,
1999) et ’HCB (Zheng et al., 1999b) lorsque comparés avec les témoins. Cependant, une
variation importante dans la méthodologie de ces études existe. Certaines utilisent les
valeurs des niveaux sériques des organochlorés, alors que d’autres utilisent celles des
niveaux retrouvés dans le tissu adipeux, qui tend a concentrer de 100 a 350 fois davantage
ces produits fortement liposolubles (Ahlborg et al., 1995). Le point le plus important est
toutefois que ces études ne tiennent généralement pas compte de la pharmacocinétique
des différents composés et de la période de latence extrémement longue qui subsiste entre
I’exposition initiale et le développement de la maladie, soit de quinze a trente ans pour le

cancer du sein.

D’autres études épidémiologiques de type cas-témoin ont néanmoins démontré
qu’en comparaison avec des témoins, les femmes avec un cancer mammaire possédaient
des niveaux sériques ou lipidiques plus élevés de certains composés chlorés persistants
dans I’environnement, dont le B-hexachlorocyclohexane (B-HCH), les BPC totaux ou

certains congéneres, le 1,1-dichloro-2,2-bis(4-chlorophényl)éthyléne (p,p’-DDE), ’'HCB



et la dieldrine (Mussalo-Rauhamaa et al., 1990; Falck et al., 1992; Wolff et al., 1993;
Krieger et al., 1994; Dewalilly et al., 1996; Giittes et al., 1998; Hoyer et al., 1998;
Liljegren et al., 1998; Demers et al., 2002).

1.9.1 Dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) et 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-
dioxine (TCDD)

Le DDT est un insecticide qui a été introduit dans les années 40 et qui s’est
accumulé dans les tissus humains via la consommation de nourriture contaminée,
particuliérement les poissons, les viandes et les produits laitiers. Le DDT, composé d’un
mélange de p,p’-DDT (85 %) et d’o,p’-DDT (15 %) et leurs métabolites sont séquestrés
dans le tissus adipeux avec de trés longues demi-vies (Falck et al., 1992; Wolff et al.,
1993). Le principal métabolite du DDT, le p,p-DDT, aurait une trés faible capacité de
liaison au récepteur a I’cestrogéne et serait plutdt anti-androgénique (Kelce et al., 1995,
Ahlborg et al., 1995). Le p,p’-DDT semblerait également étre en mesure d’augmenter le
niveau de phosphosphorylation des tyrosines du récepteur ErbB-2 et de la protéine
MAPK et ce, a une concentration de 10 nM (Shen et Novak, 1997). L’o,p’-DDT et ses
métabolites (o,p-DDE et o,p’-DDD) ont été historiquement identifiés comme
xénocestrogénes puisqu’ils possédent une habilité de se lier au récepteur a 1’cestrogéne ou
du moins, d’activer la transcription des génes de réponse a I’ER (Kelce et al., 1995).
Récemment, Enan et Matsumura, 1998, ont démontré que ’effet de 1’0,p -DDT serait

médié spécifiquement par ErbB-2 et non par le ER ou méme le EGFR.

Des études antérieures ont démontré que le TCDD pouvait mimer une stimulation
a un facteur de croissance et la croissance cellulaire chez la lignée cellulaire MCF-10A en
modulant la phosphorylation de tyrosines kinases (Tannheimer et al., 1998). De plus, le
TCDD semble stimuler de fagon autocrine les MCF-10A, résultant en une augmentation
de la prolifération cellulaire causée par une diminution de I’apoptose, élévation
dépendante et spécifique du récepteur a ’EGF puisque supprimée en présence de son

inhibiteur spécifique, I’AG1478 (Davis et al., 2001). Il est donc possible qu’en stimulant
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excessivement la voie du EGFR et en altérant des kinases impliquées dans 1’apoptose que

le TCDD soit capable de réguler I’apoptose de cellules MCF-10A (Davis et al., 2001).

1.9.2 Hexachlorobenzéne (HCB)

Ce produit est dérivé de la synthese de pesticides et il a été largement distribué
dans I’environnement suite a son utilisation comme fongicide dans les années 70. Tout
comme le B-HCH, ’'HCB s’accumule dans les graisses des organismes vivants et il
contamine le lait maternel. Il exerce ses effets sans provoquer de mutations dans le

génome cellulaire.

Par I’utilisation des cellules MCF-10A, nous avons récemment observé que le
HCB est mitogéne et qu'il module une voie de signalisation principale de transduction
impliquée dans le processus de prolifération cellulaire. Ainsi, notre laboratoire a montré
qu’une concentration de 20 pM d’HCB géneére une augmentation au niveau de la
phosphorylation des tyrosines du récepteur EGFR, un récepteur impliqué dans le
processus de mitose. Deux autres concentrations plus faibles d’HCB testées, c’est-a-dire 5
et 10 pM, ont également causé une augmentation dans la phosphorylation du récepteur
EGFR. D’autres échantillons ont été immunoprécipités avant les analyses
d’immunobuvardage pour la phosphorylation de la tyrosine. Les doses croissantes d'EGF
causent une augmentation dose-dépendante de phosphorylation du récepteur apres 10
minutes de traitement. Nos observations avec ’HCB et les cellules mammaires humaines
démontrent que les produits chimiques environnementaux peuvent exercer des actions
biologiques en tant que xénocestrogene, tout comme proposé par I'hypothése classique sur
le cancer du sein potentiellement induit par les contaminants (Davis et al., 1993).
L’hypothése principale a été considérée lors de la mise sur pieds du présent travail de

recherche.
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1.9.3 Hexachlorocyclohexane (HCH)

Le lindane (y-HCH) est 'un des plus anciens pesticides synthétiques
organochlorés employés dans les années 50 et 60 contre les insectes phytophages en
agriculture. Il a été utilisé pour le contrdle de la Malaria dans les pays sous-développés et
est encore en usage dans certains pays tropicaux comme I’Inde. Chez le rat, plusieurs
études suggerent qu’une exposition chronique a de faibles doses de lindane cause des
effets comportemental, neurochimique et électrophysique impliquant les mécanismes
GABA énergiques (Anand et al., 1998; Sahoo et al., 1999). Egalement, il altére les
fonctions reproductrices méales (Gautam et al., 1989; Prasad et al., 1995; Walsh et Stocco,
2000). Puisque Santé Canada et Environnement Canada évaluent les effets d’une
substance chimique toxique et impose des réglements pour protéger la santé humaine et
I’environnement, le B-HCH fait partie de la liste des substances prioritaires au Canada et

son utilisation a été interdite en 1978.

Le lindane est un mélange d’isoméres, incluant le B-HCH qui est la forme
résistante au métabolisme. Celui-ci s’accumule dans les graisses et se retrouve dans les
tissus humains via essentiellement la consommation de nourriture contaminée. Dans une
étude, le B-HCH a été retrouvé a une concentration de 522 pg/kg dans le lait maternel
(Basri Ustunbas et al., 1994). Les autres isoméres du lindane (a, v, 8, €) sont rapidement
bio transformés et excrétés et ils ne sont que rarement retrouvés dans le sérum et le tissu

adipeux de la population américaine (Zheng et al., 1999a).

Le B-HCH, qui posséde une faible activité cestrogénique, augmente la quantité de
récepteurs a la progestérone dans les cellules MCF-7 exposées (Coosen et Van Velsen,
1989). 11 stimulerait la prolifération des cellules MCF-7 d’une fagon dose-dépendante en
activant un ligand intracellulaire du récepteur a 1’cestrogéne (Steinmetz et al., 1996).
Toutefois, bien que le B-HCH (10 pM) cause une redistribution des récepteurs ER de
facon similaire & E2, il ne semble pas posséder une affinité de liaison au récepteur a
1’cestrogéne ou compétionner avec E2 pour la liaison au récepteur (Coosen et Van Velsen,

1989; Steinmetz et al., 1996). Fait intéressant, des études récentes ont démontré que le

25



récepteur ErbB-2 serait potentiellement activé par le f-HCH chez les MCF-7 (Enan et
Matsumura, 1998; Hatakeyama et Matsumura, 1999). De plus, selon la plus récente de
ces études, le B-HCH stimulerait de fagon significative la formation de foyers au niveau
des cellules et cet effet a été prévenu par une co-incubation du B-HCH avec un anticorps

monoclonal dirigé contre ErbB-2.

Des concentrations plus élevées (Mussalo-Rauhamaa et al., 1990), ou plus faibles
de B-HCH ont été détectées dans les tissus de femmes atteintes du cancer du sein par
rapport a des témoins (Glittes et al, 1998). Dans I’étude de Mussalo-Rauhamaa et al.
(1990), sur la base des données ajustées en fonction de 1’age et de la parité, le f-HCH
demeure un facteur de risque significatif pour le cancer du sein lorsque retrouvé en
concentration supérieure a 0,1 mg/kg de tissu adipeux mammaire. Dans une autre étude,
le seuil significatif n’a pas été atteint méme si le risque de développer un cancer
mammaire semblait 1égérement plus élevé lorsque les concentrations sériques de B-HCH
sont accrues (Hoyer ef al., 1998). Ces observations n’ont cependant pas été supportées par

d’autres études (Zheng et al., 1999a).

1.9.4 Mécanisme de toxicité

Tout comme les hormones, les dioxines chlorées pénetrent a travers les
membranes lipidiques des cellules de plusieurs tissus pour se lier a leurs protéines
cytoplasmiques réceptrices. Suite a la liaison et a ’activation du récepteur Ah, certaines
protéines cellulaires sont synthétisées, notamment I’isoenzyme CYP1A1l du cytochrome
P450 dans le foie, perturbant ainsi de multiples voies endocriniennes endogeénes et

exogénes (Ahlborg et al., 1995).

D’autres agents chimiques peuvent également altérer I’ADN des cellules menant a
la formation de mutations, mais cet effet ne sera pas discuté dans le présent mémoire.
Nous nous concentrerons plutdt sur les effets sur la mitogenése des polluants en question

puisque toute 1€sion caractérisée par une augmentation anormale du nombre des mitoses
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et une altération de la différenciation cellulaire constitue un terrain favorable pour le

développement d’un néoplasme bénin ou malin.

1.10 Hypothése et objectifs de recherche

Selon la littérature et les études épidémiologiques, le réle des organochlorés

persistants dans ’environnement dans I’augmentation du taux d’incidence de cancer du

sein en Amérique du Nord est controversé. Notre hypothése est que le B-

hexachlorocyclohexane (B-HCH), un pesticide environnemental persistant, pourrait &tre

impliqué dans le processus de développement de tumeurs mammaires en modulant la

mitogenése de cellules épithéliales non initiées. Le principal objectif de ces travaux de

recherche est de caractériser 1’effet de concentrations non cytotoxiques du B-HCH envers

les cellules épithéliales mammaires en culture. La lignée cellulaire non tumorigéne MCF-

10A a été choisie comme modele in vitro pour répondre a cet objectif. Les objectifs

spécifiques sont :

d’étudier ’effet du B-HCH sur la prolifération de cellules MCF-10A, tel que mesuré
par I’incorporation de BrdU ;

d’étudier leffet du PB-HCH sur [D’expression des protéines réceptrices
transmembranaires (EGFR, ErbB-2), tel que mesuré par immunobuvardage et
densitométrie ;

d’étudier I’effet du B-HCH sur I’activité des récepteurs EGFR et ErbB-2, tel que
mesuré par immunobuvardage et densitométrie ;

d’étudier I’effet du B-HCH sur la voie de signalisation (MEK) activée par EGFR et

ErbB-2, tel que mesuré par immunobuvardage et densitométrie.
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CHAPITRE 2

MATERIEL ET METHODES

2.1 Matériel

2.1.1 Culture cellulaire

Le milieu de culture DMEM-F12, l’insuline, I’hydrocortisone (>97 %) et
transformés (>97 %) servant a la culture cellulaire proviennent de chez Supelco/Sigma-
Aldrich (St-Louis, MO). Le sérum de cheval et la toxine de choléra proviennent de chez
Gibco Life Technologies (Burlington, ON). Le meélange antibiotique pénicilline et
streptomycine, ainsi que le dissociant cellulaire & base de trypsine et d’EDTA ont été

obtenus de Bio Média (Drummondyville, QC).

2.1.2 Produits toxiques, réactifs et nécessaire pour ’'immunobuvardage

Le dimethyl sulfoxide (DMSO), I’0,p -DDE, le p,p -DDE, le B-HCH, le réactif de
Bradford, le thimerosal, le TRIZMA® base, le TRIZMA® hydrochloride, le 4-(2-
Hydroxyéthyl)piperazine-1-acide éthanosulfonique (HEPES), le NaCl, le glycérol, le 1,2-
Bis(diméthylamino)éthane (TEMED), [I’aprotinine, I’inhibiteur de trypsine, le
dithiothreitol, 1’albumine bovine, proviennent tous de Supelco-Sigma (St-Louis, MO).
L’HCB, I’atrazine et la dieldrine proviennent tous de Supelco/Sigma-Aldrich (St-Louis,
MO). Le dodécylsulfate de sodium (SDS) a été obtenu de chez Gibco Life technologies
(Burlington, Ontario) et la glycine, le Tween 20, ’EDTA et I’éthanol de chez Fisher
(Montréal, QC). Le substrat luminescent pour I'immunobuvardage provient de Roche
Molecular Biochemicals (Laval, QC), I’inhibiteur spécifique des tyrosines kinases AG-
825 de BIOMOL Research Laboratories, Inc. (Plymouth Meeting, PA), les poids



moléculaires SDS-PAGE pré-colorés de Bio-Rad Laboratories (Hercules, California) et la
membrane Hybond™-P sont de la compagnie Amersham Pharmacia Biotechnologies
(Baie D’Urfé, QC). Les pellicules de films X-Omat AR, les solutions de révélateur et de
fixateur provenaient de Kodak (Montréal, QC).

2.1.3 Anticorps utilisés

De la compagnie Upstate biotechnology (Lake Placid, NK) les premiers anticorps
suivants ont été obtenus : ’anticorps IgG;, clone LA, monoclonal de souris anti-EGFR
(neutralisant); 1’anticorps monoclonal IgGl, de souris anti-phospho-EGFR (Y1173);
I’anticorps IgG lapin purifié anti-phopho-Erb B2/HER-2 (Y1248); 1’anticorps de souris
anti-MEK1-NT (MAPKK-NT); l’anticorps IgG polyclonal de lapin et I1’anticorps
monoclonal IgGy, de souris anti-phosphotyrosine, clone 4G10. L’anticorps monoclonal
IgG, anti-ER de souris provient de Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA).
L’anticorps anti-phosphotyrosine PY20 a été acheté chez Transduction Laboratories
(Lexington, KY). Finalement, I’anticorps monoclonal de souris anti-actine servant a la
quantification des bandes et les seconds anticorps couplés a une peroxydase anti-souris

IgG et anti-lapin Ig proviennent tous les deux de Supelco/Sigma-Aldrich (St-Louis, MO).

2.2 Culture cellulaire

La lignée MCF-10A est maintenue en culture & 37°C sous une pression
atmosphérique contrdlée contenant 5 % CO,. Les cellules sont maintenues dans le milieu
de culture DMEM-F12 sans rouge de phénol, additionné de 5 % de sérum de cheval (HS),
10 mg/ml d’insuline, 500 ng/ml d’hydrocortisone, 100 ng/ml de toxine de choléra, 20
ng/ml d’EGF, 0,1 % d’albumine bovine sérique (BSA) et 1 % de pénicilline/
streptomycine. Les cellules sont mises en culture dans des plaques de 96 puits (analyses
de prolifération cellulaire) ou dans des boites de Pétri de 10 centimétres a une densité de 5

000 cellules/cm?. Les cultures sont repiquées au moins deux fois par semaine, lors de

29



I’atteinte de 80 % de confluence. Elles sont prélevées a I’aide d’un mélange de 0,25 % de

trypsine et 1 mM d’EDTA, comptées puis ensemencées a nouveau.

2.3  Traitement des cellules

Le B-HCH et les autres toxiques parfois utilisés pour fins de comparaison ont été
dissous dans le solvant (DMSO 0,1 %) a une concentration finale de 10 pM en chauffant
la solution 4 55°C et en la soumettant a un traitement de quelques secondes aux ultrasons.
Des solutions concentrées des différents traitements ont été ajoutées dans le milieu de
culture des pétris a des temps d’exposition variant entre 10 minutes et 16 heures. Des
cellules non traitées (milieu de culture seulement) et des cellules traitées au véhicule
(DMSO 0,1 %) ont servi de témoins. Le potentiel toxique de du B-HCH et de ’HCB a été
mesuré antérieurement par le test de formation de colonies dans le laboratoire du Dr
Charbonneau. Chez les cellules MCF-10A exposées durant 24 heures a des concentrations
variant de 1 uM a 1000 uM, le seuil de cytotoxicité, correspondant & la plus petite
concentration générant une diminution significative (p<0,05) du taux de formation de
colonies, a été évalué a 100 uM pour le B-HCH et ’'HCB (Lyrette, 1998 : 38). Egalement,
le laboratoire du Dr Charbonneau avait noté qu’une concentration de 10 uM de HCB chez
les cellules MCF-10A causait un degré de phosphorylation optimal lorsque comparé a des
concentrations de 5 et 20 uM (Lyrette, 1998 : 48). Puisque nous étions intéressés a
comparer les effets biologiques du B-HCH avec ceux obtenus avec I’HCB, une
concentration finale de 10 uM de B-HCH, nettement inférieure au seuil de cytotoxicité, a
été retenue. De plus, cette concentration correspond a celle de ulitisée par Steinmetz et al.
(1996) et qui engendrait une réponse maximale quant’a 1’augmentation du nombre de
cellules MCF-7. Rappelons que le but n’était pas de reproduire les concentrations

plasmatiques retrouvées dans I’organisme humain.
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2.4 Récolte des cellules

A la fin des expositions, le milieu de culture recouvrant les cellules est aspiré et le
pétri est rincé rapidement avec 10 ml de PBS froid (4°C). Puis, un volume de 200 pl de
tampon de lyse HNMETG (25 mM HEPES, pH 7.5, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1
mM EDTA, 0,1 % Triton X-100, 10 % glycérol, 1 mM sodium orthovanadate, pH 10 et
10 pg/ml d’aprotinine) par pétri est alors ajouté a la surface du pétri pour lyser les
cellules. Les cellules et le tampon de lyse sont alors récoltés par grattage de la surface du
pétri, transférés dans un microtube de type “Eppendoff’ de 1,5 ml refroidi sur glace.
L’échantillon est ensuite passé successivement 30 secondes aux ultrasons et quelques
secondes supplémentaires au Vortex, ces deux derniéres étapes répétées une seconde fois.
Apres une centrifugation & 3 000 RPM durant 10 minutes en chambre froide (4°C), le
surnageant comportant les protéines membranaires solubles est recueilli et la fraction
soluble est aliquotée et congelée & ~80 °C en attente d’une éventuelle analyse par

immunobuvardage.

2.5 Dosage des protéines

La concentration des protéines est déterminée par la méthode de Bradford
(Bradford, 1976). L’absorbance de [I’échantillon est lue a 595 nm par le
spectrophotométre automatisé EL X 800 (Bio-Tek Instruments Inc.) et la valeur obtenue
est comparée 3 une droite étalon élaborée a 1’aide d’échantillons d’albumine de boeuf

dont la concentration protéique est connue.

2.6  Prolifération
La prolifération cellulaire a été reconnue comme étant un aspect mécanique

important des carcinogénes épigénétiques (Ames et Gold, 1990; Tomatis, 1993). Pendant

la prolifération cellulaire, ’ADN doit étre répliqué avant que la cellule puisse se diviser
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en deux cellules filles. Cette proche association entre la synthése de I’ADN et la division
cellulaire fait de ce parametre un choix idéal pour la mesure de la prolifération cellulaire.
Ainsi, la prolifération des MCF-10A est évaluée en mesurant I’intensité de l'incorporation
de BrdU dans I’ADN nouvellement synthétisé des cellules en réplication. Le nombre de
cellules marquées est évalué par une méthode ELISA réalisée directement dans les
plaques de 96 puits ou s’est fait la culture des cellules. Cette méthode est une alternative
non radioactive a I’incorporation de thymidine tritiée et elle posséde néanmoins une
sensibilité comparable (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN). La méthode de

vérification du potentiel mitogéne d’une substance est décrite ci-dessous.

Environ 2800 cellules dans un milieu de DMEM-F12 supplémenté sont
ensemencées par puits dans une microplaque totalisant 96 puits. Une période de 24 heures
permet aux cellules d’adhérer au plat de pétri puis le milieu de culture est alors remplacé
par du milieu contenant le contaminant et conservé pour les 16 a 44 prochaines heures,
selon le temps de doublage des cellules. La solution de BrdU est alors ajoutée au milieu
pour 4 heures supplémentaires, intervalle de traitement sélectionné suite a 1’étude du
cycle cellulaire des MCF-10A par cytométrie en flux, visant a établir le moment et la
durée de la phase S. Cette méthode, qui utilise ’iodure de propidium, a démontré que des
cellules MCF-10A sont en phase S de leur cycle a cet intervalle suite a un arrét de la
division cellulaire durant 24 heures avec un milieu sans EGF et 0,1 % HS suivi d’un
redémarrage subséquent de la division cellulaire avec ajout dans le milieu normal de 20
ng/ml ’EGF et 0,5 % HS. Par la suite, les cellules sont fixées et la mesure de la quantité
de BrdU incorporée est effectuée par ELISA utilisant un anticorps anti-BrdU. Un facteur
de correction, correspondant a 1’addition des valeurs moyennes de densité optique de
puits sans cellule et sans BrdU, de puits avec cellules seulement et de puits sans cellule

mais avec BrdU a été soustrait aux valeurs obtenues.
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2.7 Analyse de la modulation des récepteurs membranaires ou de MEK par

immunobuvardage

La division des cellules épithéliales mammaires est sous le controle de certains
récepteurs membranaires, dont le récepteur EGFR. L’augmentation de la prolifération
cellulaire et 1’altération du développement de la glande mammaire jouent un rdle
important dans le développement du cancer du sein (Golden ez al., 1998). L’altération de
la phosphorylation des récepteurs tyrosines kinases, dont le récepteur EGFR, est au
sommet du processus mitogeéne, relayé par la cascade des MAP kinases. Pour cette raison,

le niveau de phosphorylation des récepteurs EGFR a été vérifié par immunobuvardage.

Cette technique combine la résolution de 1’électrophorése et la spécificité de la
détection immunologique. Elle permet de déterminer certaines caractéristiques des
protéines antigéniques, soit la présence et la quantité d’un antigéne et le poids moléculaire
relatif de la molécule. De plus, la séparation de protéines sur gel d’électrophorése se
produit dans des conditions de dénaturation. Par conséquent, les problémes de
solubilisation, d’agrégation et de co-précipitation sont éliminés. Cette technique est tres

sensible pour mettre en évidence des protéines précises via des anticorps spécifiques.

Des quantités définies (40-100 pg) de protéines provenant de lysats cellulaires
entiers sont séparées par électrophorése en conditions dénaturantes sur gel de
polyacrylamide avec SDS dont la concentration varie entre 6.5 % et 12 % de
polyacrylamide [selon le poids moléculaire (P.M.) de la protéine recherchée]. Aprés la
migration d’environ 16 heures a 80 Volts, les protéines sont transférées durant 70 minutes
4 900 mA sur membrane Imobilon-P (PVDF) immergées en milieu liquide-liquide dans
un tampon de transfert (25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1 % de SDS, pH 8.3) contenant
10 (hauts P.M.) ou 20 % (petits P.M.) de méthanol. Apres le transfert, les bandes
protéiques sont visualisées par rouge Ponceau avant de bloquer les sites non spécifiques
de la membrane par trempage durant une heure a température ambiante dans une solution
de blocage (PBS 1X, 0.05 % Tween 20, 3 % BSA).
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La membrane est ensuite hybridée avec le premier anticorps dilué dans le tampon
de blocage durant une heure a température ambiante. La membrane est alors lavée a deux
reprises avec de I’eau et incubée avec le deuxiéme anticorps couplé a une peroxydase,
également dilué dans le tampon de blocage, durant une période de 90 minutes a
température ambiante avec agitation lente. La membrane est alors de nouveau lavée a
I’eau a deux reprises, suivi d’un autre lavage d’une durée de 15 minutes avec du tampon
PBS-Tween 20 (0.05 %). La membrane est ensuite lavée a plusieurs reprises avec de
I’eau. La détection des protéines reconnues de fagon spécifique par les anticorps est
réalisée en utilisant une trousse de chemiluminescence. La membrane est incubée en
présence de substrat chromogene de la peroxydase durant 10 minutes a ’obscurité. Par la
suite, la membrane est égouttée, insérée dans une pellicule de plastique puis exposée a un
film sensible aux rayons X pour une durée variant entre une seconde et une heure. Le film
est par la suite développé dans une solution de révélateur puis de fixateur. La membrane
est par la suite rincée a ’eau Milli-Q, séchée et déposée au congélateur (-20°C) pour

d’éventuelles ré-hybridations.

2.8  Utilisation d’un blogueur spécifique

Le récepteur ErbB-2 est une protéine transmembranaire qui posséde une activité
tyrosine kinase intrinséque, tout comme le récepteur a I’EGF. Puisque les deux récepteurs
ont une forte homologie, il est apparu essentiel d’utiliser un bloqueur pour démontrer que
’activation du récepteur ErbB-2 était spécifique au traitement. Les tyrphostines sont des
inhibiteurs spécifiques des tyrosines kinases ayant des propriétés antiprolifératives
(Osherov et al., 1993). L’une de ces molécules, 1’AG-825, posséde une chaine latérale de
benzothiazole, pénétre rapidement les cellules et bloque 1’autophosphorylation du
récepteur ErbB-2 (ICsp = 0,35 + 0,07 pM) 60 fois plus efficacement que le récepteur
EGFR (ICsp = 19 £ 4 uM) in vitro (Osherov et al., 1993; Levitzki et Gazit, 1995). Des
analyses cinétiques in vitro de ’action de ’AG-825 ont révélé que cette molécule
compétionne avec les sites de liaisons a I’ATP sans altérer par elle-méme les niveaux

intracellulaires d’ATP (Osherov et al., 1993). Dans le but d’inhiber exclusivement le
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récepteur erbB-2, une concentration de 3 a 4 pM d’AG-825 a été employée, soit
légérement inférieure a la dose de 10 pM utilisée par une équipe de recherche pour

inhiber spécifiquement ErbB-2 chez des cellules MCF-10A (Davis ef al., 2001)

2.9  Quantification par densitométrie

La quantité de récepteurs protéiques et les niveaux de phosphorylation ont été
mesurés par densitométrie a 1’aide d’un densitométre Fluor-S MAX Multilmager de Bio-
Rad et du logiciel d’analyse d’image Multi-Analyst®/PC, version 1.1. Une normalisation
des bandes des protéines sélectionnées par rapport a la quantité d’une protéine du
cytosquelette cellulaire, révélée par un anticorps spécifique anti-actine (monoclonal de

souris, Sigma, Saint-Louis, MO), a été utilisée.

2.10 Statistiques

La moyenne et I’erreur-type sur la moyenne ont été calculés pour chaque groupe.
La comparaison des moyennes des groupes exposés au 3-HCH vis-a-vis celle des témoins
véhicule (DMSO 0,1 %) a été réalisée par un test de t de Student pour petits échantillons
indépendants, précédé par un test de F de comparaison de variance pour vérifier
I’équivariance des données. Une probabilité inférieure a 0,05 est jugée statistiquement

significative.
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CHAPITRE 3

RESULTATS EXPERIMENTAUX

3.1 Mitogenése

3.1.1 Optimisation des traitements en fonction du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire se compose de différentes étapes successives ou I’induction de
la phase de multiplication est caractérisée par le point Go/M. La durée du cycle cellulaire
est variable d’un type cellulaire a I’autre et a I’intérieur d’une méme lignée cellulaire. La
fenétre de traitement idéale, c’est-a-dire le moment du début d’un traitement a la suite
d’un passage ainsi que la durée de celui-ci, est celle risquant le plus de produire une
réponse proliférative de la part des cellules. Dans le but de la déterminer, plusieurs
moments de début de traitement suite a un passage ont été effectués préalablement par
cytométrie en flux sur des populations cellulaires synchronisées et corrélées avec les
phases du cycle cellulaire. Dans cette série d’expériences, le synchronisme des cellules
par privation en EGF était important car il permettait de mieux visualiser I’effet mitogéne
en permettant a toute la population de réagir simultanément a I’effet d’une stimulation a
I’EGF et d’entrer ensemble dans le cycle de la phase d’arrét G; a la phase S puis Go/M.
Aprés avoir déterminé que la quantité de cellules MCF-10A, temps de doublage de 48
heures, en phase G,/M était plus importante 24 heures apres un passage, une optimisation

de la durée de traitement a été réalisée par BrdU.

Cette derniére méthode, qui utilise 1’iodure de propidium, a démontré
antérieurement dans le laboratoire du Dr Charbonneau que des concentrations de 2 a 14
nM de 17B-cestradiol (E2) ou de I’un de ses métabolites, le 16-ahydroxyestrone (16-
AHE), possédaient tous deux un fort potentiel a induire la prolifération des cellules MCF-

10A, qu’elles aient une division rapide (temps de doublage de 24 heures, figure 3.1a) ou
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Figure 3.1: Effet du 17f-cestradiol (E2) et ses métabolites sur le niveau de
prolifération de cellules MCF-10A, tel que quantifié par P’incorporation de BrdU.
Chaque point des graphiques représente la moyenne + 1’erreur-type pour 7 puits dans le
cas des traitements ou 16 puits dans le cas des témoins milieu normal (0 nM).
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lente (temps de doublage de 85 heures, figure 3.1b). Les autres métabolites de I’E2
(Iestrone, le 2-O-hydroxyestrone et le 4-O-hydroxyestrone) semblaient également
stimuler la division cellulaire mais 4 des concentrations hormonales supérieures. A la
suite de ces résultats, I’E2 et le 16-AHE ont été sélectionnés comme témoins positifs de la
prolifération cellulaire et utilisés & une concentration de 2 nM ou de 20 nM si le temps de

traitement était supérieur a 24 heures.

Les cellules MCF-10A semblent avoir une intensité de réponse a un signal
mitogéne (2 nM de 16-AHE) qui est dépendante du temps de doublage. En effet, les
cellules avec un temps de doublage de 24 heures ont une plus grande réponse a un signal
mitogéne (2 nM de 16-AHE) par rapport au témoin (milieu normal) apres 24 heures de
traitement (figure 3.2c), tel que montré par la valeur de 1’absorbance nette a 450 nm. Les
durées de traitements plus courtes de 14 et 16 heures (figure 3.2a et b) produisaient une
réponse moindre lorsque comparées au témoin. Les cellules ayant un temps de doublage
de 37 heures semblent mieux réagir a une stimulation de 2 nM de 16-AHE lorsque celui-
ci est en contact avec les cellules durant une durée beaucoup plus longue, soit 48 heures

(figure 3.3b), par rapport a un traitement plus court de 16 heures (figure 3.3a).

Suite a ces différentes optimisation des fenétres de traitement, lors des études de
potentiel mitogeéne, les cellules MCF-10A sont mises en culture durant 24 heures aprés un
passage pour leur permettre d’atteindre une confluence adéquate et d’étre potentiellement
en phase G/M. Par la suite, elles sont mises en contact avec le mitogéne (E2 ou 16-
AHE), du milieu de culture normal, le véhicule DMSO 0,1 % ou le B-HCH durant un

temps de traitement sensiblement égal au temps de doublage des cellules.
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Figures 3.2 : Optimisation de la durée de traitement avec un mitogéne pour des
cellules MCF-10A i division rapide. La différence de 1’absorbance (450 nm) entre le
témoin positif 16-AHE et le témoin milieu normal est supérieure lorsque les cellules
MCF-10A, temps de doublage de 24 heures sont exposées durant 24 heures au 16-AHE
par rapport a des temps de traitements plus courts. Chaque barre du graphique représente
la moyenne + I’erreur-type pour 7 ou 8 puits. Chaque graphique est représentatif des
résultats obtenus sur un minimum de 2 expériences.

Indique que la moyenne est significativement différente (p<0,05) du témoin.

39



Absorbance a 450 nm
p
p -
o
o

Témoin (n=8) Traitements 16-AHE 2nM (n=4)

a. 16 heures de traitement

0,800

——isk

0,600 - -~ -

_
0400 - - - - T I ..

0200 4 ... e SR .

Absorbance a 450 nm

0,000 T
Témoin (n=6) Traitements 16-AHE 2nM (n=6)

b. 48 heures de traitement

Figures 3.3 : Optimisation de la durée de traitement avec un mitogéne pour des
cellules MCF-10A a division lente. La différence de 1’absorbance (450 nm) entre le
témoin positif 16-AHE et le témoin milieu normal est supérieure lorsque les cellules
MCF-10A, temps de doublage de 37 heures sont exposées durant 48 heures au 16-AHE
par rapport a un temps de traitement de 16 heures. Chaque barre du graphique représente
la moyenne + D’erreur-type pour 4 a 8 puits. Chaque graphique est représentatif des
résultats obtenus sur un minimum de 2 expériences.

Indique que la moyenne est significativement différente (p<0,05) du témoin.
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3.1.2 Potentiel mitogéne du p-hexachlorocyclohexane (-HCH)

La figure 3.4 présente les résultats de I’évaluation du potentiel mitogéne d’une
exposition de cellules MCF-10A non synchronisées, temps de doublage de 45 heures, a
44 heures de traitement de 10 uM de B-HCH, tel que mesuré par I’incorporation de BrdU
dans I’ADN nouvellement synthétisé des cellules en réplication. Chaque colonne de
traitement représente 1’absorbance moyenne de six puits. Le témoin positif (20 nM de E2)
améne une nette induction de la prolifération cellulaire de cellules épithéliales
mammaires humaines MCF-10A en culture (p<0,01). De fagon équivalente au témoin
positif, une concentration de 10 pM de B-HCH durant le méme temps d’exposition
entraine une nette augmentation de la mitogenése (p<0,01) comparé au groupe témoin

(DMSO 0,1 %).

3.2  Modulation du récepteur a ’cestrogéne

Puisqu’une concentration de 10 pM de B-HCH est mitogéne chez les cellules
MCF-10A, la deuxiéme étape était de déterminer si une modulation de la quantité du
récepteur a I’cestrogéne avait lieu. La modulation de la quantité de récepteur a
I’cestrogéne a été mesurée a la suite de différents traitements (0,1 % de DMSO, 10 uM de
HCB ou de B-HCH). La figure 3.5a présente une membrane qui a été exposée a ces
traitements pour une durée de 10 minutes. Les puits 1,5 et 10 correspondent aux cellules
sans traitement (milieu normal seulement). Les puits 2 et 6 correspondent au véhicule
DMSO 0,1 %, chaque puit provenant d’un plat de pétri différent lors de la collecte des
cellules. Les puits 4 et 8 correspondent a des cellules exposées au f-HCH et ceux 3 et 7 a
des cellules en présence d’HCB. La figure 3.5b présente I’ensemble des résultats obtenus
des membranes pour les cellules du méme passage, temps de doublage de 42 heures, qui
ont été exposées au B-HCH. Celle-ci démontre que la quantité de récepteurs a I’cestrogéne
n’est pas significativement augmentée (p=0,38) par un traitement d’une durée de 10
minutes de 10 uM de B-HCH. Les observation illustrées aux figures 3.4 et 3.5 suggerent

que le B-HCH peut exercer son action mitogene sans moduler le niveau du ER.
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Figure 3.4 : Effet du mitogéne E2 (20 nM) et du B-HCH (10 pM) sur la prolifération
de cellules MCF-10A en culture, tel que quantifié par I’incorporation de BrdU.
Chaque barre du graphique représente la moyenne * 1’erreur-type pour 6 puits.

Indique que la moyenne est significativement différente (p<0,05) du témoin
correspondant.
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Figure 3.5a : Effet de différents polluants toxiques sur la quantité de récepteurs a
I’estrogéne dans les cellules MCF-10A en culture. Les cellules ont été traitées avec le
HCB et le B-HCH & une concentration de 10 pM durant un temps d’exposition de 10
minutes, puis les lysats cellulaires entiers ont été récoltés et séparés sur gel
d’électrophorése kinases Les quantités de récepteurs a ’cestrogéne ont été analysées par
immunobuvardage utilisant un anticorps anti-ER spécifique et un deuxiéme anticorps
anti-peroxydase. La bande de protéine localisée & 66 kDa correspond au récepteur a
’cestrogéne. Puits 1,5 et 10 : cellules sans traitement (milieu de culture seulement). Puits
2 et 6 : véhicule DMSO 0,1 %. Puits 4 et 8 : B-HCH. Puits 3 et 7 : HCB.
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Figure 3.5b : Effet du B-HCH sur la quantité de récepteurs a ’eestrogéne dans les
cellules MCF-10A en culture. Les cellules ont été traitées durant un temps d’exposition
de 10 minutes a une concentration de 10 pM de B-HCH. La colonne “témoins” correspond a
des cellules non traitées. Les lysats cellulaires entiers obtenus ont été séparés sur gel
d’électrophorése SDS-PAGE. La quantité¢ de récepteurs a 1’cestrogéne a été analysée par
immunobuvardage en utilisant un anticorps spécifique et un deuxiéme anticorps anti-souris
couplé a une peroxydase. Chaque barre du graphique représente la moyenne + I’erreur-
type de 2 4 4 puits de 2 expériences.

N.S. Indique que la moyenne n’est pas significativement différente (p>0,05) de celle du
véhicule DMSO 0,1 % ou du témoin milieu normal.
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3.3 Modulation du récepteur EGFR

Plusieurs polluants environnementaux pourraient étre en mesure d’augmenter le
niveau de phosphorylation des tyrosines de la famille des récepteurs ErbB. Nous avons
donc procédé a plusieurs expériences avec différents toxiques (HCB, o,p -DDE, p,p’-
DDE, dieldrine, atrazine et f-HCH) a une concentration de 10 pM durant un temps
d’exposition de 10 minutes afin de dépister lesquels étaient les plus prometteurs quant a

leur potentiel de modulation du récepteur EGFR.

Un immunobuvardage obtenus des lysats cellulaires entiers de cellules MCF-10A,
passage 55 avec un temps de doublage d’environ 80 heures, privées durant 16 heures puis
traitées avec différents toxiques a une concentration de 10 pM durant 10 minutes, est
présenté a la figure 3.6. La forte augmentation obtenue de la bande & 170 kDa sur cette
membrane est représentative d’expériences réalisées a quelques reprises et suggérait de
fagon préliminaire que le B-HCH augmente le nombre de récepteurs EGFR a la surface de
la membrane cellulaire. I est a noter que, méme si le véhicule utilisé pour la dissolution
des produits toxiques dans ce cas-ci, un mélange de polyéthyléne glycol et d’éthanol
(PEG/ETOH) possédait une activité non négligeable sur la quantité de récepteurs EGFR,
la bande correspondant au -HCH contrastait par rapport a celle du véhicule, ce qui

n’était pas le cas pour d’autres toxiques.

Une deuxieme série d’expériences, effectuée sur des cellules MCF-10A, passage
61, non privées en EGF avec un temps de doublage de 42 heures, n’a cependant pas

montré de différence significative (p=0,18) entre le véhicule (DMSO 0,1 %) et le f-HCH
10 pM lors d’une exposition de 10 minutes (figure 3.7).
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Figure 3.6 : Effet de différents polluants toxiques sur la quantité de récepteurs
EGFR des cellules MCF-10A en culture. Les cellules ont été traitées avec le HCB,
I’o,p’-DDE, le p,p -DDE, la dieldrine, I’atrazine et le B-HCH a des concentrations de 10
UM durant un temps d’exposition de 10 minutes, puis les lysats cellulaires entiers ont été
récoltés et séparés sur gel d’électrophorese SDS-PAGE. Les quantités de récepteurs a par
ont été analysées par immunobuvardage utilisant un anticorps par spécifique et un
deuxieme anticorps couplé a une peroxydase. Il est a noter ’apparition d’une deuxiéme et
d’une troisitme bande qui sont reconnues de fagon spécifique par I’anticorps. On ne
connait pas pour I’instant la correspondance de ces bandes.
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Figure 3.7 : Effet du B-HCH sur la quantité de récepteurs EGFR de cellules MCF-
10A en culture. Les cellules ont été traitées avec le f-HCH a une concentration de 10
puM durant un temps d’exposition de 10 minutes. Les lysats cellulaires entiers ont ensuite
été récoltés et séparés sur gel d’électrophorése SDS-PAGE. Les quantités de récepteurs a
par ont été analysées par immunobuvardage utilisant un anticorps par spécifique et un
deuxiéme anticorps couplé a une peroxydase. Chaque barre du graphique représente la
moyenne + I’erreur-type pour 2 a 4 puits de 2 expériences.

N.S. Indique que la moyenne n’est pas significativement différente (p>0,05) de celle du
véhicule DMSO 0,1 %.
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34 Modulation de la phosphorylation du récepteur EGFR

La technique de I'immunobuvardage, combinée a son analyse par quantification
densitométrique permet de comparer les effets des différents toxiques utilisés en
comparaison avec I’effet du véhicule (DMSO 0,1 %) sur la modulation du degré de
phosphorylation des tyrosines du récepteur EGFR. Un des inconvénients de travailler
avec des lignées cellulaires in vitro est que celles-ci peuvent posséder des durées de cycle
cellulaire variables selon des passages, co nme cela a déja ét€ mentionné. Les deux
prochaines séries d’expériences montrent un exemple de cette variabilité, présentant les
résultats obtenus pour deux lignées de MCF-10A possédant des temps de doublage
différents. La figure 3.8a présente une membrane qui a été exposée a des traitements de
10 uM de B-HCH et de HCB pour une durée de 10 minutes. Les puits 8 et 9
correspondent aux cellules sans traitement (milieu seulement). Les puits 1, 4 et 7
correspondent au véhicule DMSO. Les puits 2 et 5 correspondent a des cellules exposées
au HCB et les puits 3 et 6 a des cellules en présence B-HCH. La figure 3.8b présente
I’ensemble des résultats obtenus des membranes pour les cellules MCF-10A du passage
66, ayant un temps de doublage de 32 heures, qui ont été exposées au B-HCH pour une
durée de 10 minutes a une concentration de 10 pM. Le B-HCH posséde un effet sur le
niveau de phosphorylation de la bande de 170 kDa, correspondant au récepteur EGFR

aprés 10 minutes de traitement (p<0,02).

Une seconde série d’expériences, effectuée sur des cellules MCF-10A, passage
55, non privées en EGF avec un temps de doublage plus lent (53 heures), a révélé que
I’effet du B-HCH se produisait a des temps d’exposition plus longs (30 et 60 minutes)
plutdt qu’a 10 minutes de traitement comme dans le cas précédent. L’augmentation de
phosphorylation de la bande identifiée a 170 kDa n’est cependant pas significative
(p=0,07) pour un traitement de 10 uM de B-HCH durant 30 minutes par rapport a la
moyenne des véhicules DMSO 0,1 % (figure 3.9).
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Figure 3.8a: Effet du HCB et du B-HCH sur la phosphorylation des récepteurs
EGFR des cellules MCF-10A en culture. Les cellules ont été traitées avec le HCB et le
B-HCH a des concentrations de 10 uM durant un temps d’exposition de 10 minutes, puis
les lysats cellulaires entiers ont été récoltés et séparés sur gel d’électrophorése SDS-
PAGE. Les niveaux de phosphorylation des récepteurs EGFR ont été analysés par
immunobuvardage utilisant un anticorps anti-phosphotyrosine PY20 et un deuxiéme
anticorps couplé a une peroxydase. Il est & noter I’apparition d’une bande fortement
phosphorylée possédant un poids moléculaire entre 120 et 130 kDa. On ne connait pas
pour I’instant la correspondance de cette bande. Puits 8 et 9 : cellules sans traitement
(milieu de culture seulement). Puits 1, 4 et 7 : véhicule DMSO 0,1 %. Puits 2 et 5 : HCB.

Puits 3 et 6 : B-HCH.
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Figure 3.8b : Effet du B-HCH (10 minutes) sur le niveau de phosphorylation des
tyrosines du récepteur EGFR des cellules MCF-10A en culture. Les cellules ont été
traitées avec le B-HCH a une concentration de 10 uM durant un temps d’exposition de 10
minutes, puis les lysats cellulaires entiers ont été récoltés et séparés sur gel
d’¢électrophorése SDS-PAGE. Les niveaux de phosphorylation des récepteurs EGFR ont
été analysés par immunobuvardage utilisant un anticorps anti-phosphotyrosine PY20 et
un deuxieéme anticorps couplé a une peroxydase. Chaque barre du graphique représente la
moyenne + I’erreur-type pour 2 a 3 puits de 8 expériences.

* Indique que la moyenne est significativement différente (p<0,05) de celle du véhicule
DMSO 0,1 %.
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Figure 3.9 : Effet du B-HCH (30 et 60 min.) sur le niveau de phosphorylation des
tyrosines du récepteur EGFR des cellules MCF-10A en culture. Les cellules ont été
traitées avec B-HCH a une concentration de 10 pM durant un temps d’exposition de 30 et
60 minutes, puis les lysats cellulaires entiers ont été récoltés et séparés sur gel
d’électrophorése SDS-PAGE. Les niveaux de phosphorylation des récepteurs EGFR ont
été analysés par immunobuvardage utilisant un anticorps anti-phosphotyrosine PY20 et
un deuxiéme anticorps couplé a une peroxydase. Chaque barre du graphique représente la
moyenne + I’erreur-type.

N.S. Indique que la moyenne n’est pas significativement différente (p>0,05) de celle du
véhicule DMSO 0,1 % seul.
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3.5 Modulation de la quantité de récepteur ErbB-2

Dans le but de déterminer si la stimulation de la prolifération des cellules MCF-
10A pouvait s’effectuer via I’augmentation de la quantité de la protéine réceptrice ErbB-2
nous avons effectué des immunobuvardages. Des lysats cellulaires entiers de cellules
MCF-10A, passage 66, temps de doublage de 32 heures, qui ont été exposées a une
concentration de 10 pM de B-HCH durant 30 minutes dans le milieu de culture. La figure
3.10 démontre que la quantité de récepteur ErbB-2, tel que détectée par un anticorps anti-
ErbB-2 spécifique n’est pas significativement augmenté (p=0,08) par le traitement

comparativement au véhicule DMSO 0,1 %.

3.6 Modulation de la phosphorylation du récepteur ErbB-2

Nous avons vérifié si le f-HCH a une concentration non cytotoxique dans le
milieu de culture pouvait augmenter la phosphorylation du récepteur ErbB-2 chez les
cellules non tumorigénes MCF-10A en utilisant un anticorps anti-phospho-ErbB-2
spécifique. Non seulement une concentration de 10 pM augmente de fagon significative
(p<0,02) la phosphorylation du récepteur ErbB-2, mais cette modulation disparait quasi-
completement lors du traitement simultané des cellules avec le bloqueur spécifique de
ErbB-2, I’AG-825 (figure 3.11). Ces résultats suggerent que I’effet du B-HCH serait

médié par I’activation des récepteurs ErbB-2 2 la surface des cellules mammaires.
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Figure 3.10 : Effet d’une concentration de 10 pM de B-HCH (30 min.) sur la quantité
de récepteurs ErbB-2 des cellules MCF-10A en culture. Les cellules ont été traitées
avec le véhicule DMSO 0,1 % et le B-HCH a une concentration de 10 uM durant un
temps d’exposition de 30 minutes, puis les lysats cellulaires entiers ont été récoltés et
séparés sur gel d’électrophorése SDS-PAGE. Les quantités de récepteurs ErbB-2 ont été
analysées par immunobuvardage utilisant un anticorps anti-ErbB-2 spécifique et un
deuxiéme anticorps couplé a une peroxydase. Chaque barre du graphique représente la
moyenne * ’erreur-type pour 3 puits.

N.S. Indique que la moyenne n’est pas significativement différente (p>0,05) de celle du
véhicule DMSO 0,1 %.
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Figure 3.11: Effet du B-HCH, avec ou sans AG-825, sur le niveau de
phosphorylation des tyrosines du récepteur ErbB-2 des cellules MCF-10A en
culture. Les cellules ont été traitées avec le f-HCH a des concentrations de 10 uM, avec
ou sans bloqueur AG-825, durant 10 minutes, puis les lysats cellulaires entiers ont été
récoltés et séparés sur gel d’électrophorése SDS-PAGE. Les niveaux de phosphorylation
des récepteurs EGFR ont été analysés par immunobuvardage utilisant un anticorps anti-
phospho-ErbB-2 spécifique et un deuxiéme anticorps couplé a une peroxydase, puis
quantifiés par la quantité d’actine a 1’aide d’un anticorps spécifique anti-actine et d’un
deuxiéme anticorps couplé a une peroxydase. Chaque barre du graphique représente la
moyenne * 1’erreur-type pour 2 ou 3 puits.

* Indique que la moyenne est significativement différente (p<0,05) de celle du véhicule
DMSO 0,1 %.
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3.7 Modulation de la voie de signalisation MEK

La voie de signalisation intracellulaire initiée par 1’activation du récepteur EGFR
ou ErbB-2 passe par une cascade de phosphorylation de plusieurs protéines
cytoplasmiques. Parmi les protéines qui interagissent potentiellement avec le récepteur
EGFR, on note la voie des protéines Ras qui améne I’activation des MEK, ce qui
phosphorylera a son tour des facteurs de transcription nucléaires impliqués dans la
division cellulaire. Pour déterminer si le $-HCH exerce son effet prolifératif via la voie de
signalisation cellulaire des MEK, des analyses par immunobuvardage ont été effectuées
avec un anticorps spécifique de souris anti-MEK1-NT. Les résultats illustrés sur la figure
3.12 montrent qu’une concentration de 10 pM de B-HCH ne semble pas moduler la

quantité totale de la protéine MEK a des temps de traitements de 10, 30 ou 60 minutes.

La figure 3.13b présente les résultats obtenus de 3 expériences pour des cellules
MCF-10A, passage 64, non privées en EGF avec un temps de doublage d’environ 27
heures. Les cellules ont été exposées au B-HCH a une concentration de 10 pM et ce, a des
temps de traitements beaucoup plus longs (10, 120 et 240 minutes), avec ou sans bloqueur
spécifique du récepteur ErbB-2 (AG-825). Tout comme les résultats précédents, la
quantité de protéine MEK ne semble pas étre stimulée par le traitement avec le B-HCH et

ce, méme au temps de stimulation le plus long (240 minutes).
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Figure 3.12 : Effet du B-HCH (10, 30 et 60 minutes) sur la quantité de protéines
MEK des cellules MCF-10A en culture. Les cellules ont été traitées avec le B-HCH (10
pM) durant un temps d’exposition de 10, 30 et 60 minutes, puis les lysats cellulaires
entiers ont été récoltés et séparés sur gel d’électrophorése SDS-PAGE. La quantité de
protéine MEK été analysée par immunobuvardage utilisant un anticorps anti-MEK1-NT
spécifique et un deuxiéme anticorps couplé a une peroxydase. Aucune différence
significative (p>0,05) n’est observée. Chaque barre du graphique représente la moyenne *
I’erreur-type de 4 expériences.
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Figure 3.13 : Effet du f-HCH (10, 120 et 240 minutes), avec ou sans AG-825, sur la
quantité de protéines MEK des cellules MCF-10A en culture. Les cellules ont été
traitées avec le B-HCH (10 uM), avec ou sans inhibiteur AG-825 (+B), durant un temps
d’exposition de 10, 120 et 240 minutes, puis les lysats cellulaires entiers ont été récoltés
et séparés sur gel d’électrophorése SDS-PAGE. La quantité de protéine MEK éte
analysée par immunobuvardage utilisant un anticorps anti-MEK1-NT spécifique et un
deuxiéme anticorps couplé a une peroxydase. Aucune différence significative (p>0,05)

n’est observée. Chaque barre du graphique représente la moyenne + I’erreur-type de 3
expériences.
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3.8  Modulation d’une protéine inconnue de poids moléculaire 130

Fait intéressant, au cours des expériences effectuées, une bande de protéines
phosphorylées, d’un poids moléculaire d’environ 120-130 kDa semblait également
modulée significativement (p<0,03) par un traitement a 10 uM de B-HCH. Fait d’autant
plus intéressant que cet effet est réprimé par 1’ajout dans le milieu d’un inhibiteur

spécifique du récepteur ErbB-2 (AG-825) (figure 3.14).
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Figure 3.14 : Effet du p-HCH sur le niveau de phosphorylation d’une protéine de
130 kDa des cellules MCF-10A en culture. Les cellules ont été traitées avec le B-HCH
(10 pM), avec ou sans bloqueur AG-825 durant 10 minutes, puis les lysats cellulaires
entiers ont été récoltés et séparés sur gel d’électrophorése SDS-PAGE. Les niveaux de
phosphorylation des récepteurs EGFR ont été analysés par immunobuvardage utilisant un
anticorps anti-phosphotyrosine 4G10 et un deuxiéme anticorps couplé a une peroxydase,
puis quantifié par la quantité d’actine a I’aide d’un anticorps spécifique anti-actine et d’un
deuxiéme anticorps couplé a une peroxydase. Chaque barre du graphique représente la
moyenne * I’erreur-type pour 2 ou 3 puits.

* Indique que la moyenne est significativement différente (p<0,05) de celle du véhicule.
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CHAPITRE 4

DISCUSSION

4.1 Choix d’un véhicule et optimisation de la méthode expérimentale

Le choix du véhicule (solvant) pour dissoudre les différents polluants
organochlorés a I’étude a été optimisé en fonction des résultats obtenus et ceux de la
littérature scientifique. Nous avons testé un mélange de 55 % polyéthyléne glycol 400
(PEG) et de 45 % d’éthanol (ETOH) puisqu’une étude réalisée par Jain et Pento (1991)
semblait indiquer que I’utilisation de ce mélange a une concentration finale de 0,1 % était
idéale pour solubiliser les composés hydrophobes sans étre cytotoxique pour les lignées
de cellules MCF-7. Cependant, lors de I’utilisation de ce mélange pour le traitement des
cellules MCF-10A dans notre laboratoire, une stimulation non négligeable de la mitose
des MCF-10A a été observée. Suite a ces résultats, le DMSO, qui a un effet mitogéne
faible, a été réintroduit comme véhicule pour solubiliser les substances chimiques.
Cependant, puisque celui-ci induit une division cellulaire et une phosphorylation non
négligeable du récepteur EGFR, des cellules traitées uniquement avec le DMSO ont été
utilisées comme témoin-véhicule, a 1’occasion lui-méme comparé au témoin représentant

des cellules sans aucun traitement.

La durée du cycle cellulaire varie selon les types de cellules et nous avons noté
que celle des cellules MCF-10A avait tendance a diminuer & la suite des différents
passages. De plus, nous avons observé que ces cellules cessent de répondre au stimulus
mitogéne du 16-AHE aprés un certain nombre de passages consécutifs en culture,
généralement entre 15 et 20 passages. Puisque la réponse aux stimuli cestrogéniques était
modulée avec 1’avancement des passages et le temps de doublage, il était logique de
spéculer que la réponse des récepteurs ErbB-2 et EGFR a certains traitements soit

également modifiée. Dans le but de s’assurer de travailler avec des cellules réceptives a



un traitement, nous avons décidé d’utiliser des cellules pour seulement une dizaine de
passages aprés la remise en culture initiale suite a leur décongélation. Nous avons
également vérifié leur réceptivité au témoin positif par la méthode de BrdU et leur temps
de doublage avant de procéder a la stimulation aux différents traitements. Nous avons
sélectionné des cellules répondant au 16-AHE de fagon significativement différente du

témoin et possédant arbitrairement un temps de doublage supérieur a 24 heures.

4.2  Caractérisation du potentiel mitogéne du f-HCH

La concentration non cytotoxique de 10 uM de B-HCH semble induire la
mitogenése chez les cellules épithéliales mammaires MCF-10A. Comme les cestrogenes
semblent impliqués dans la problématique du cancer du sein, nous avons tenté de vérifier
si le B-HCH exergait son action proliférative via le récepteur a 1’cestrogene. Pour ce faire,
nous avons mesuré par immunobuvardage le récepteur a I’cestrogéne; le caractere
mitogéne du B-HCH ne semble pas étre relié a une propriété mimétique de I’cestradiol
comme semblait le soutenir initialement Coosen et Val Velsen en 1989. Toutefois, ces
chercheurs n’avaient pas été en mesure de démontrer que les propriétés oestrogéniques du
B-HCH étaient reliées a sa liaison avec le récepteur a 1’cestrogene. Nos résultats semblent
plutdt démontrer qu’il s’agit d’une réponse proliférative via un mécanisme articulé sur
des récepteurs aux facteurs de croissance et non a I’cestrogéne. Ces résultats concordent
donc avec les observations au sein de notre laboratoire concernant le potentiel mitogene
de I’HCB dont le mécanisme responsable semble étre la voie de signalisation EGFR et de
ErbB-2.

Fait intéressant, la littérature semble encore soutenir 1’absence de récepteurs a
I’cestrogéne chez la lignée cellulaire MCF-10A (Soule et al. , 1990; Shen et Novak, 1997,
Bhat et Vadgama, 2002). Ce travail a permis de démontrer la présence de ces récepteurs
au niveau des cellules MCF-10A puisque ceux-ci sont reconnus par un anticorps

spécifique dirigé contre le récepteur a 1’cestrogéne.
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4.3 Etude de Ia modulation de la quantité de protéines réceptrices

11 est reconnu que I’expression du récepteur EGFR est augmentée dans les cancers
de cellules épithéliales, tels les néoplasmes de la vessie (Berger et al., 1987), de la téte et
du cou (Irish et Bernstein, 1993) et qu’il est associé dans ces deux cas a un mauvais
pronostic et a une augmentation dans le grade de malignité dans le cas des carcinomes
infiltrants des canaux lactiferes (Suo et al., 1998). Nous nous sommes donc penchés sur la
possibilité d’augmentation des protéines réceptrices EGFR et ErbB-2 par une
concentration non cytotoxique de B-HCH. Dans nos expériences, la quantité de récepteurs

membranaires n’est pas affectée (p=0,18).

44  Etude de la modulation de Pactivité de protéines réceptrices

Nous avons donc vérifié si le B-HCH pouvait exercer son action mitogéne en
modulant le niveau de phosphorylation des tyrosines des récepteurs EGFR et ErbB-2. Les
résultats d’immunovardage ont montré que les niveaux de phosphorylation des tyrosines
du récepteur EGFR augmentent a la suite d’une exposition de dix minutes & une
concentration de 10 pM B-HCH (p<0,02). De plus, le B-HCH engendre une hausse
significative (p<0,02) de la phosphorylation du récepteur ErbB-2. Ces résultats
démontrent que le B-HCH stimule la prolifération cellulaire via 1’activation de récepteurs
membranaires de la famille ErbB. Fait intéressant, il a été récemment indiqué que le
récepteur ErbB-2 est activé par le B-HCH chez des cellules MCF-7 et qu’il stimule la
formation de foyers, effet prévenu par une co-incubation du B-HCH avec l'anticorps

monoclonal de ErbB-2 (Enan et Matsumura, 1998; Hatakeyama et Matsumura, 1999).

L’amplification et/ou la surexpression de I’oncogéne de ErbB-2 observées dans
certains néoplasmes est un indice de mauvais pronostic lorsqu’une tumeur posséde ces
changement physiologiques. L’activation des cascades intracellulaires de transduction du
signal par le récepteur ErbB-2 est cohérente avec sa capacité de transformer les cellules

épithéliales mammaires ou ovariennes, bien que les molécules par lesquelles le signal est
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traduit demeurent encore inconnues (Reese et Slamon, 1997). Toutefois, jusqu’a ce jour,
aucune étude ne s’était attardée a I’activation de ce récepteur par le B-HCH sur une lignée
de cellules non tumorigenes comme nous 1’avons démontré. Le B-HCH s’ajoute donc a la
liste des organochorés, dont fait déja parti le HCB, qui modulent la voie des récepteurs de
croissance épidermique. Cependant, nos résultats n’excluent pas totalement la possibilité
que le B-HCH agisse comme agoniste du récepteur a I’cestrogéne et il aurait été nécessaire
pour exclure cette possibilité d’inhiber le récepteur ER a 1’aide du tamoxiféne ou encore
mieux, de bloquer les domaines AF-1 et AF-2 du ER a I’aide d’un anti-cestrogene

spécifique, tel le EM-652.

Une étude dépidémiologique a révélé une augmentation significative du risque de
cancer du sein a la suite d’une exposition a des niveaux modérés a élevés d’atrazine
(Kettles et al., 1997) et I’effet prolifératif observé sur des cellules MCF-7 ne semble pas
médié par le récepteur a I’cestrogeéne (Connor et al., 1996). L’hypothése classique selon
laquelle les produits chimiques environnementaux agissent comme xénocestrogenes sur le
récepteur a I’cestrogéne et peuvent induire des cancers mammaires (Davis et al., 1993) est

par conséquent de plus en plus nuancée.

45  Etude d’un mécanisme responsable du potentiel mitogéne du B-HCH

La phosphorylation des tyrosines et I’activation du récepteur ErbB-2 enclenche
une cascade d’activation de voies de signalisation dans les cellules mammaires, y compris
la cascade des ras/sMAP kinase, celle de la phosphatidyl-inositol 3-kinase et de la
phospholipase C. Les voies de transduction du signal du récepteur ErbB-2 convergent

finalement vers le noyau, ot il y a induction de l'expression de divers génes.

Suite aux observations intéressantes obtenues avec I’activation de deux récepteurs
membranaires par le B-HCH, nous avons entrepris de vérifier si cet effet se transmettait
via la voie de signalisation des MAP kinases. Aux temps de traitement a I’étude, c’est-a-

dire de 10 minutes a 4 heures, la quantit¢ de protéine MEK ne semble pas modulée par
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notre traitement. D’autres expériences sont présentement en cours dans le laboratoire du
Dr Charbonneau afin de vérifier si 1’activité (niveau de phosphorylation) de MEK serait

elle altérée par une stimulation induite par le B-HCH.

La complexité des voies de signalisation de la famille des récepteurs & I’EGF est
encore plus importante suite au fait que ces récepteurs peuvent former des hétérodimeres
et s’activer mutuellement selon un ligand particulier ou le type de récepteurs qu’exprime
une cellule. Cette capacité d’interférence entre récepteurs est cruciale dans I’agressivité
de certaines cellules mammaires car elle diversifie les signaux intracellulaires générés.
Les changements phénotypiques incluent la modulation du récepteur ErbB-2, I’inhibition
de la croissance des cellules tumorales, le renversement de la résistance des cytokines, la
restauration des niveaux de cadherine-E et la diminution de la production de facteur de
croissance endothélial (VEGF). D’autres protéines impliquées dans la transmission des
signaux de phosphorylation devront également étre investiguées. La connaissance de ces
nouveaux mécanismes biologiques ameénera de nouvelles voies de traitement dans la

pathogenése du cancer du sein.

Lors des immunobuvardages révélés avec 1’anticorps anti-phosphotyrosine PY20,
une bande intense, de poids moléculaire approximatif de 120 a 130 kDa, a été observée et
celle-ci était fortement modulée a la hausse par un traitement de 10 pM de B-HCH durant
un temps d’exposition de 10 minutes. Fait intéressant, cette hausse de phosphorylation est
réprimée par 1’ajout dans le milieu d’un inhibiteur spécifique du récepteur ErbB-2 (AG-
825). Parmi les protéines susceptibles de se retrouver dans cette bande a 120-130 kDa, on
note la caténine pl130Cas, elle-méme impliquée dans la diminution de I’adhésion
cellulaire et I’augmentation de la migration des cellules MDA-MB-468 (Hazan et Norton,
1998). La fonction de celle-ci serait altérée par I’activation du récepteur EGFR. De plus,
ErbB-2 facilite l’invasion cellulaire en activant une kinase régulée de fagon
extracellulaire [extracellular regulated kinase (ERK)] et en se couplant a la protéine
adaptatrice p130Cas qui régit le cytosquelette d’actine et de myosine des cellules en
migration (Graus-Porta et al., 1995; Spencer ef al., 2000). La surexpression de ErbB-2 sur

des cellules d’adénocarcinomes mammaires serait méme suffisante a elle seule pour
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induire I’activation de ERK et de p130Cas menant a la migration cellulaire selon Spencer
et al. (2000). Une autre étude a démontré qu’une forte expression de BRCA-1/p130Cas
dans le cytoplasme de cellules tumorales mammaires primaires positives pour le récepteur
a I’cestrogene correspondait avec un faible taux de réussite a un traitement au tamoxifene

(van der Flier et al., 2000).

Une autre candidate susceptible d’étre la bande mystére a 120-130 kDa est la
protéine focal adhesion kinase (p125FAK) En effet, une amplification de la
phosphorylation de cette derniére a été observée dans des tissus pulmonaires néoplasiques
mais non dans le tissu pulmonaire normal (Imaizumi et al., 1997). Cette phosphorylation
a été étroitement corrélée avec le temps de rémission de la maladie, suggérant que les
voies de signalisation intracellulaires via la phosphorylation des tyrosines joue un rdle
dans la progression et I’immortalisation du cancer du poumon. Or, la phosphorylation de
cette protéine kinase d’adhésion focale a été également retrouvée chez des cellules
épithéliales mammaires MCF-7 et celle-ci serait modulée par HRG, un substrat pour les
récepteurs de la famille ErbB (Vadlamudi et al., 2002). En sachant que HRG induit aussi
la transcription et 1’expression de la protéine G3BP dans les cellules mammaires
tumorales MCF-7 et que G3BP est une protéine effectrice de la voie de signalisation
induite par Ras (Barnes et al., 2002), des avenues de recherche sont possibles afin de

vérifier la modulation de cette protéine a la suite de traitements aux organochlorés.

Outre la modulation de ces protéines de poids moléculaire 120-130 kDa, d’autres
molécules d’adhésion cellulaire de faible poids moléculaire, telles les connexines,
pourraient étre impliquées dans la diminution d’adhésion cellulaire et la migration
cellulaire. L’activation du récepteur EGFR par la liaison a son ligand résulte en une
interruption rapide et transitoire de la communication entre les jonctions lacunaires et une
augmentation du niveau de phosphorylation de la connexine 43, activation dépendante de

MAPK (Lau et al., 1992; Kanemitsu et Lau, 1993; Warn-Cramer et al., 1996).

Comme les populations humaines sont exposées a des mélanges de composés

ayant des propriétés oestrogéniques ou non, il serait intéressant de considérer
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éventuellement P'impact des effets combinés en utilisant un mélange de différents
composés organiques halogénés dont les proportions viseraient a recréer celles retrouvées
dans le lait materel et les tissus humains. Une récente étude a d’ailleurs démontré I’effet
synergique de I’0,p"-DDT, du p,p"-DDE, du p,p-DDT et du B-HCH sur I’induction de la
prolifération de cellules mammaires MCF-7 (Payne, Scholze et Kortenkamp, 2001).
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CONCLUSION

La présente étude s'inscrit dans le processus de connaissance des mécanismes de
prolifération cellulaire afin de mieux évaluer les conséquences du B-HCH, un toxique
environnemental sur la santé humaine, plus précisément dans leur implication au niveau
de la cancérogenése mammaire. Le présent travail se distingue des autres études puisqu’il
s’est attardé a I’étude des effets prolifératifs d’un de ces xénobiotiques, le B-HCH, sur la
signalisation cellulaire médiée par deux des récepteurs, le récepteur EGFR et le récepteur

ErbB-2, dans un systéme clé, les cellules mammaires non tumorales in vitro.

Les résultats obtenus montrent que le B-HCH est mitogéne in vitro pour des
cellules mammaires non tumorigénes en culture et ce, 4 un niveau similaire a celui
engendré par une stimulation par le 17- cestradiol. La prolifération cellulaire induite par
le B-HCH est associée a une modulation de I’activité de récepteurs de la famille ErbB. Le
présent travail constitue la premiere étude qui démontre que le récepteur ErbB-2 serait
potentiellement activé par le B-HCH chez les MCF-10A et cette observation est
compatible avec un effet pro-cancérogéne de cet organochloré environnemental. L’effet
du B-HCH serait également associ€ a des perturbations de signalisation cellulaire sous la
dépendance de tyrosines kinases, mais il ne semble pas se transmettre par des
changements dans la quantité de protéines MEK au temps de traitement a 1’étude. Des
études subséquentes devraient étre entreprises pour tenter d’identifier la voie de

signalisation induite, telle celle impliquant la protéine p130Cas.

La réalisation la plus importante de ces travaux est de fournir des résultats
suggérant la plausibilité biologique d’un rdle du B-HCH dans la régulation des récepteurs
EGFR et ErbB-2 dans des cellules épithéliales mammaires in vitro. Des données
expérimentales in vivo sur les effets a long terme de concentrations physiologiques de B-
HCH, seul ou en association avec d’autres organochlorés, retrouvées dans le tissu adipeux

mammaire devraient étre obtenues pour mieux quantifier cette action.
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