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X-gal : 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside

o-MEM : a-minimum essential medium
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RESUME

L’exposition aux pesticides et leurs impacts sur la santé humaine et 1’environnement sont
aujourd’hui des problématiques majeures de santé publique. Dans cette étude, des cellules
stromales mésenchymateuses médullaires primaires (CSM) ont été exposées durant 21 jours a
de faibles doses de manébe ou de mancozebe, deux pesticides dépassant le plus souvent la limite
maximale autorisée dans les aliments. 1l a ainsi été observé une diminution de la prolifération
des CSM, concomitante a une augmentation de leur sénescence. Il a également été mis en
évidence une diminution de I’expression de 1’aldéhyde déshydrogénase 2 (ALDH2), une
enzyme essentielle au catabolisme de 1’acétaldéhyde responsable de cassures de I’ADN. Enfin,
les CSM ont été exposees a de faibles concentrations de manganese, constituant essentiel du
manebe et du mancozebe, entrainant une baisse de leur prolifération sans altérer le

fonctionnement de leur chaine respiratoire mitochondriale.

Mots-clefs : Exposition aux pesticides / Manganese / CSM/ ALDH2 / Métabolisme

énergétique.

ABSTRACT

Pesticide exposure and their impacts on the human health and environment are today’s major
public health issue. In this study, primary bone marrow mesenchymal stromal cells (BM-MSCs)
were exposed during 21 days to low doses of maneb and mancozeb, two pesticides exceeding
most often the maximum residue level allowed in food samples. This exposure resulted in a
decrease in cell proliferation, promotion of senescence and decreased aldehyde
dehydrogenase 2 (ALDH2) expression, an essential enzyme for the catabolism of acetaldehyde
causing DNA breaks. Moreover, BM-MSCs were exposed to low doses of manganese, an
essential component of maneb and mancozeb, resulting in a decrease in their proliferation

without impairing the functioning of their mitochondrial respiratory chain.

Keywords : Pesticide exposure / Manganese / BM-MSC / ALDH2 / Energetic metabolism.
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AVANT-PROPOS

L’exposition aux pesticides et leurs conséquences sur la santé humaine et I’environnement
sont actuellement devenues des problématiques majeures, non seulement en termes de santé
publique, mais aussi sur un plan socio-économique et politique. L’impact de fortes doses de
pesticides, lors d’expositions professionnelles, a été particuliérement étudié depuis plusieurs
années et bénéficie d’une surveillance accrue. De nombreux effets toxiques ont été mis en
évidence, notamment a 1’origine de cancers solides et d’hémopathies lymphoides. Cependant,
la population générale est elle aussi quotidiennement exposée a de trés faibles doses de
multiples pesticides et il n’existe a ce jour que trés peu de données sur les potentielles
conséquences de cette exposition. De plus, certains pesticides tels que le manébe et le
mancozébe sont instables dans 1’environnement et libérent le manganése qu’ils contiennent lors

de leur dégradation.

Dans ce contexte, 1’étude des mécanismes conduisant au développement des syndromes
myelodysplasiques (SMD) et des leucémies aigués myéloides (LAM), dont I’incidence
augmente avec 1’age, représente un enjeu majeur. De nombreuses données de la littérature ont
illustré le réle du microenvironnement médullaire dans I’émergence de ces hémopathies,
notamment celui des cellules stromales mésenchymateuses (CSM), composant cellulaire

majeur de la niche hématopoiétique.

Cette étude s’est donc intéressée dans un premier temps a I’impact in vitro de 1’exposition
a long terme de CSM médullaires primaires a de faibles doses de manebe et de mancozébe,
deux pesticides dépassant fréquemment les limites autorisées dans 1’alimentation en France.
Dans un second temps, la participation aux effets biologiques observés du manganese libéré par

ces pesticides a été déterminée en exposant ces CSM a de faibles doses de ce métal.
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PARTIE 1 : INTRODUCTION
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1. Cellules stromales mésenchymateuses et microenvironnement

meédullaire

1.1. Hématopoiése et niche hématopoiétique

1.1.1. Définition et ontogénie de I’hématopoiése

L hématopoiése est 1’ensemble des mécanismes impliqués dans la production et le
renouvellement des éléments figurés du sang tout au long de la vie d’un individu (Figure 1).
Elle débute dés le stade embryonnaire et dérive du mésoderme du sac vitellin qui va donner
naissance aux premiéres cellules hématopoiétiques dans la région aorte-gonade-mesonephros.
Par la suite, ces cellules iront coloniser le foie et la rate puis, dans un second temps, la moelle
osseuse qui deviendra le site exclusif et définitif de I”hématopoiése a partir de la naissance. A
1’age adulte, la moelle osseuse hématopoiétique se limite aux os courts et plats : sternum, cotes,
bassin, crane et vertébres et génére environ 4 a 5.10* cellules hématopoiétiques par jour!. Cette
production en continu d’une grande quantité de cellules nécessite un systéme régulé et qui
posséde de grandes capacités d’adaptation impliquant de nombreux acteurs cellulaires et

moléculaires.

Chez I’adulte, ’hématopoi¢se débute a partir d’un petit pool de cellules souches
hématopoiétiques (CSH) estimé entre 50 000 et 200 0002, localisé au sein de la moelle osseuse
et caractérisé par les trois propriétés communes a toutes les cellules souches retrouvées chez
’adulte® :

- l'auto-renouvellement,

- la différenciation,

- la multipotence.

La preuve de I’existence des CSH a été apportée par la découverte d’une cellule capable de
reconstituer une hématopoiése complete et a long terme aprés greffe dans une souris ayant subi
une irradiation sublétale*. Aprés plusieurs étapes de multiplication et de différenciation, les
CSH ont ainsi la capacit¢ de générer I’ensemble des cellules présentes dans le sang
périphérique. Dans le modéle classique de I’hématopoiese, la division asymétrique d’une CSH

génére un progéniteur multipotent qui s’engage dans la lignée myéloide ou lymphoide puis
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réduit son potentiel de différenciation par palier jusqu’a s’orienter vers les précurseurs d’un
seul type cellulaire (Figure 1a)!. Cependant, de récentes études ont révélé une hétérogénéité
importante des CSH. L’engagement au sein d’une lignée pourrait se produire plus précocement,
le phénotype spécifique d’une lignée s’acquerrait de fagon continue et une CSH pourrait parfois
modifier son devenir, y compris aprés son engagement dans une lignée cellulaire®. Ainsi, le
modele actuel s’ inspire du concept de « paysage épigénétique » développé par Waddington en
1957, avec une acquisition continue du phénotype régulé par un ensemble de facteurs
épigénétiques modulables au cours de la différenciation. Dans ce modeéle, les étapes en aval de
la CSH ne sont plus définies par I’existence stable de progéniteurs multipotents, mais doivent
plutdt étre considérées comme des états transitoires dans 1’acquisition continue du phénotype

de cellule mature (Figure 1b)°.
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Figure 1 : Evolution de la modélisation de I'hématopoiése (d'apreés®).

(a) Modele classique de I’hématopoié¢se. La CSH s’engage dans une lignée grace a une série d’étapes de
différenciation binaire dont la premiére génére un progéniteur multipotent (MPP) puis un progéniteur commun
myeéloide (CMP), se différenciant en progéniteur mégacaryocytaire et érythroide (MEP) ou en progéniteur
granulo-monocytaire (GMP), ou un progéniteur commun lympho-myéloide (LMPP), se différenciant en
progéniteur lymphoide commun (CLP) ou en progéniteur granulo-monocytaire. (b) Modéle actuel continu de
I’hématopoiese. La CSH ne se différencie pas de facon discréte en progéniteur engagé mais acquiert un
phénotype de fagon continue de fagon a donner I’ensemble des lignées retrouvées dans le sang périphérique
(Mk : mégacaryocyte, RBC : globule rouge, Mono/Mac : monocyte/macrophage, Granu : lignée granuleuse,
DC : cellule dendritique, NK : lymphocyte NK, B/T lymphocyte B/T).
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1.1.2. Concept de niche hématopoiétique

Afin d’assurer ’homéostasie de I’hématopoiése tout au long de la vie, dans des conditions
physiologiques ou pathologiques (saignements, stress hématopoiétiques induits par des
chimiothérapies, par I’inflammation, ...), I’équilibre entre différenciation et auto-
renouvellement doit étre finement régulé. La régulation de I’activité des CSH s’effectue a
plusieurs niveaux, via des facteurs cellulaires intrinséques (régulation transcriptionnelle,
épigénétique et métabolique) ou extrinséques incluant une régulation a distance (humorale et
neuronale) et une régulation locale au niveau du microenvironnement médullaire aussi appelé

« niche hématopoiétique »’.

Le concept de niche hématopoiétique a été proposé dés 1978 par Schofield® comme
I’ensemble des éléments qui régulent 1’activité des CSH. Les évolutions technologiques et la
découverte de nouveaux marqueurs des CSH ont permis de mettre en évidence que le
microenvironnement médullaire était en réalité constitu¢ d’un réseau pluricellulaire complexe
fournissant des signaux moléculaires et des interactions intercellulaires essentielles a la
régulation de 1’auto-renouvellement, de la différenciation et de la domiciliation médullaire des
CSH.

1.1.3. Principaux composants cellulaires et moléculaires de la niche

Régulation de I’hématopoiése par les cellules non-hématopoiétiques :

Les cellules stromales mésenchymateuses (CSM) sont des cellules multipotentes présentes

dans la quasi-totalité des tissus. Leur existence a été suspectée dés le milieu du 19°™ siécle
lorsqu’un pathologiste allemand, Julius Friedriech, et un physiologiste francais, Emile Goujon,
ont découvert une population de cellules non hématopoiétiques au sein de la moelle osseuse. Il
aura fallu cependant plus de 100 ans avant d’élucider I’origine de cette fraction cellulaire®. A
partir de 1968, Alexander Friedenstein apporte la preuve d’un progéniteur commun aux
ostéoblastes et a des cellules de type fibroblastique présents dans la moelle osseuse qu’il appelle
alors « cellule souche ostéogénique ». Ces cellules sont caractérisées par leurs capacités a
adhérer au plastique des boites de culture et a générer, aprés une a deux semaines, de petites

colonies de cellules d’allure fibroblastique qui seront nommées colony forming unit fibroblast
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(CFU-F). Leur origine clonale a pu étre démontrée par la relation linéaire entre le nombre de
cellules ensemencees et le nombre de colonies formées ainsi que par la détection d’anomalies
chromosomiques identiques'®!®. Par la suite, il a été établi que ces précurseurs pouvaient se
différencier in vivo afin de favoriser I’émergence du tissu hématopoiétique : une greffe de
CFU-F sous la capsule rénale de rongeurs conduisait a la production de tissus osseux, adipeux
et réticulaire pouvant héberger les cellules hématopoiétiques du receveurt?®3, Ces résultats ont
ainsi montré que ces précurseurs mésenchymateux avaient la capacité de reconstruire un tissu
médullaire actif qui permettait d’héberger et de soutenir I’hématopoiése et pouvaient se

différencier en ostéoblastes, en chondrocytes et en adipocytes.

Différentes appellations ont été utilisées pour décrire ces cellules et I’ International society
for sell therapy (ISCT) a décidé de clarifier la nomenclature en proposant le terme de « cellule
stromale mésenchymateuse » pour les cellules remplissant les criteres minimaux suivants :

- d'adhérence au plastique,
- d’expression des marqueurs CD105, CD73 et CD90 associés a 1’absence d’expression
du CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 et HLA-DR,
- de potentiel de différenciation en ostéoblastes, adipocytes et chondrocytes in vitro.
Le terme de « cellule souche mésenchymateuse » reste quant a lui réservé aux cellules qui
remplissent les caractéristiques spécifiques des cellules souches*.

Il existe diverses sous-populations de CSM qui peuvent posséder des roles spécifiques et

qui contrdlent le devenir des CSH mais le contact étroit entre CSM et CSH est essentiel dans la

conservation du caractére souche des cellules hématopoiétiques.

Les ostéoblastes sont issus de la différenciation des CSM. Ces cellules ostéoformatrices
sont a D’interface entre 1’0os cortical et la moelle osseuse et elles constituent, avec les
ostéoclastes, I’endoste. Elles ont été identifiées trés précocement comme éléments
indispensables de la niche hématopoiétique et leur déplétion dans des modéles murins entraine
une altération de I’hématopoiese avec une diminution du nombre de progéniteurs myéloides et

lymphoides!®16.

Le role des adipocytes dans la régulation de I’hématopoicse a ét¢ mis en évidence dans un
modele murin de lipoatrophie, caractérisé par une absence totale d’adipocytes, dans lequel la
reconstitution hématopoiétique était accélérée par rapport aux souris témoins. De maniére

intéressante au cours du vieillissement chez I’humain, le tissu hématopoiétique actif, appelé
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« moelle rouge », est progressivement remplacé par un tissu adipeux dit « moelle jaune »
essentiellement constitué d’adipocytes. Ces résultats suggérent ainsi que les adipocytes
pourraient étre des régulateurs négatifs de 1’hématopoiése et corroborent le lien entre les
altérations hématopoiétiques rencontrées chez les sujets &gés ou obeses et la présence d’un

nombre élevé d’adipocytes®”.

La moelle osseuse est un tissu richement vascularisé permettant aux différentes cellules, y

compris les CSH, de gagner ou de quitter le flux sanguin. Les cellules endothéliales médullaires

produisent de nombreux facteurs impliqués dans la régulation de I’activité des CSH et sont
aussi impliquées dans la diversité de 1’organisation de la vascularisation médullaire. Ainsi, les
cellules endothéliales constituant la vascularisation de la cavité centrale médullaire expriment
faiblement les protéines de jonction et s’organisent en capillaires sinusoidaux, tres perméables,
permettant les échanges de CSH et de progeniteurs vers et a partir de la moelle osseuse. En
revanche, les cellules endothéliales des artérioles sont beaucoup moins perméables et les forces
de cisaillement plus élevées, ce qui suggére que les forces mecaniques s’exergant dans les

artérioles pourraient étre impliquées dans la régulation des CSH*8,

A Dinstar des autres tissus, ’innervation de la moelle osseuse joue un réle dans la
régulation de 1’hématopoiése, essentiellement via la branche du systéme nerveux autonome.
Ces fibres nerveuses produisent de grandes quantités de catécholamines capables de réguler a

la fois I’activité des CSM mais aussi d’influencer directement le comportement des CSH?.

Dans ce contexte, plusieurs types de niches ont été décrites selon le type de CSM, de
cellules endothéliales et de cellules hématopoiétiques qui les composent’ (Figure 2) :
- Les niches endostéales et périartériolaires sont constituées de CSM, notamment a
I’origine des ostéoblastes, en contact avec des CSH majoritairement quiescentes.
- Les niches périsinusoidales, situées dans les régions centrales de la moelle, sont
constituées de CSM exprimant fortement CXCL12 (CXCL12-abundant reticular cell,

CAR) et sont associées a des CSH activées qui s’orientent vers la différenciation.
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Figure 2 : Organisation cellulaire de la moelle osseuse hématopoiétique (d'apres®).
Les différentes populations de CSM se répartissent pour former les niches hématopoiétiques périsinusoidales,
constituées de CSH activées, ou périartériolaires et endostéales, contenant une majorité des CSH quiescentes.

Régulation de I’hématopoiése par les cellules hématopoiétiques

Les cellules hématopoiétiques matures représentent plus de 99 % des cellules de la moelle
rouge et jouent un réle majeur dans la régulation des CSH mais aussi des cellules de la niche.
Parmi elles, certains macrophages sont capables d’influencer la domiciliation des CSH et des
progéniteurs®. De plus, les polynucléaires et leurs précurseurs sont aussi impliqués dans la
régulation de I’hématopoiése et contribuent plus particuliérement au contréle de la migration
médullaire des CSH. Ils sont ainsi capables de s’activer en réponse a certaines cytokines ou
chimiothérapies et de libérer différentes protéases a I’origine de la dégradation de CXCR4 qui
va ainsi perdre sa fonction de rétention?°. Enfin, la production de transforming growth factor-
S (TGF-B) par les mégacaryocytes entraine une inhibition de la prolifération des CSH et

participe au maintien de leur quiescence?!.
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Mécanismes moléculaires de régulation de I’hématopoiése

Les cellules du microenvironnement médullaire produisent de nombreuses protéines

formant la matrice extracellulaire qui structure 1’environnement médullaire et permet 1’ancrage

des CSH. Elle se compose de nombreuses protéines d’adhérence ubiquitaires (collagene,
fibronectine...) qui interagissent avec les progéniteurs et les CSH au travers de divers
récepteurs de type intégrines. La N-cadhérine et I’ostéopontine, protéines plus spécifiques de
I’environnement médullaire et exprimées par les ostéoblastes, sont des acteurs majeurs de

’ancrage des CSH et des progéniteurs au niveau médullaire??,

La matrice extracellulaire contient aussi des chimiokines impliquées dans la domiciliation
et la quiescence des CSH. C’est le cas de CXCL12 (aussi appelée SDF-1), produite par les
cellules du microenvironnement médullaire, qui posseéde une activité chimioattractante via son
récepteur CXCR4 a I’origine d’une activation des intégrines necessaire a la domiciliation et a

la rétention médullaire des CSH et des progéniteurs®.

Les facteurs de croissance sont aussi des acteurs moléculaires majeurs de la regulation de

la niche. La cytokine stem cell factor (SCF) sous forme membranaire se lie au récepteur c-kit
(CD117) fortement exprimé sur les CSH et les progéniteurs et joue un réle majeur dans la
domiciliation et le maintien des CSH au niveau médullaire. La forme sécrétée soluble de SCF
semble quant a elle jouer un réle sur la régulation de la survie, de la prolifération et de la
différenciation des cellules hématopoiétiques en potentialisant 1’action d’autres cytokines telles
que le Flt3-ligand, la thrombopoiétine (Tpo) et différentes interleukines?3. D’autres facteurs de
croissance tels que le vascular endothelial growth factor (VEGF), la Tpo ou I’angiopoiétine-1

(ANG-1) régulent I’hématopoiese en modulant la capacité d’autorenouvellement des CSH?.

Enfin, plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans la régulation de

I’hématopoiese, notamment la voie du TGF-f qui induit I’expression d’inhibiteurs de kinases
cycline-dépendantes (cyclin-dependent kinase inhibitor, CKI), régulateurs négatifs du cycle
cellulaire a I’origine du maintien des propriétés de quiescence des CSH. Les cellules stromales
ont aussi la capacité d’activer d’autres voies de signalisation de maniére paracrine telles que la
signalisation Notch, dont les ligands Delta et Jagged induisent I’expansion des CSH et des
progéniteurs in vitro, ou la signalisation Wnt qui permet I’amplification des CSH humaines et

murines®® (Figure 3).
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Figure 3 : Représentation schématique des facteurs moléculaires impliqués dans la régulation de la niche
hématopoiétique®.

1.2. Espéces réactives de I’oxygene, hypoxie et niches hématopoietiques

Bien que richement vascularisée, la pression partielle en dioxygeéne dans la moelle osseuse

est relativement faible par rapport aux autres tissus.

Les facteurs de transcription hypoxia inducible factor-lo (HIF) et HIF-2a sont les
principaux régulateurs de la réponse a I’hypoxie, ils sont stabilisés en absence de dioxygene et
sont exprimés a la fois dans les CSH et dans les CSM. Au sein des CSH, ils contrdlent
I’expression des genes codant les CKI, principaux inhibiteurs du cycle cellulaire, dont
I’expression est augmentée en réponse a 1’hypoxie. Ils sont aussi impliqués dans la migration
et la domiciliation des CSH au sein des niches hématopoiétiques en régulant positivement le
récepteur CXCR4, responsable de la rétention médullaire des CSH. L’hypoxie joue aussi un
réle au sein du microenvironnement et la stabilisation de HIF dans les CSM entraine la
répression de facteurs impliqués dans 1’ostéogenese. Ainsi, I’hypoxie au sein de la moelle
osseuse joue un r6le majeur dans la régulation de la migration, le maintien de la quiescence des

CSH et le maintien des fonctionnalités des CSM?®.
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La faible teneur en oxygene moléculaire au sein de la moelle osseuse pourrait aussi
participer a la réduction de la production d’espéces réactives de 1’oxygeéne (reactive oxygen
species, ROS) et ainsi limiter le stress oxydant au sein des niches hématopoiétiques. En effet,
de faibles concentrations de ROS sont nécessaires a la régulation et au maintien de
I’homéostasie médullaire via la régulation de 1’expression de génes impliqués dans la
progression du cycle cellulaire, la mobilisation des cellules, I’inflammation, ... Cependant, un
déséquilibre entre la production de ROS et I’activité des systémes anti-oxydants a été montré

dans diverses pathologies telles que les cancers? et notamment les SMD?.

La majorité des ROS sont génerés au cours de la respiration mitochondriale (Figure 4). En
effet, une grande partie du dioxygéne cellulaire est dédiée a la production d’énergie sous forme
d’ATP via une série de réactions de transfert d’électrons au sein de la chaine respiratoire. Celle-
ci, localisee au niveau de la membrane interne mitochondriale, est composée d’un ensemble de
couples redox constituant la chaine de transport d’électrons et de I’ATP synthase responsable
de la phosphorylation de I’ADP. Le transfert d’électrons permet le passage d’ions H* de la
matrice vers I’espace intermembranaire grace aux complexes I, Il et IV qui sont a 1’origine
d’un gradient de protons permettant de faire fonctionner I’ATP synthase. L’accepteur final des
électrons transporté est I’oxygeéne qui est alors réduit pour former de I’H20. Une des
conséquences de ces réactions de transfert d’électrons est la génération de ROS. Cette
production est liée a la fuite prématurée d’électrons des complexes I, 11 et 111 qui entraine la
réduction du dioxygéne en anion superoxyde (O2*) qui est ensuite dismuté en peroxyde
d’hydrogéne (H20,) gréce aux systemes anti-oxydants présents dans la matrice
mitochondriale?’. Ces systémes anti-oxydants permettent de prendre en charge et de détoxifier
les ROS, il a d’ailleurs €té etabli que certains d’entre eux étaient impliqués dans 1’acquisition

d’un phénotype malin (notamment la diminution de la SOD2)%.
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Figure 4 : Sites de production de ROS au niveau de la chaine respiratoire mitochondriale et principaux
systémes anti-oxydants (d'apres?’).
L’anion superoxyde (O2*) est la premiére espéce réactive de 1’oxygéne générée. |l est dismuté en peroxyde
d’hydrogéne (H,0,) par la superoxide dismutase (SOD) dont le cofacteur est le manganése dans la matrice
mitochondriale et le couple Cu/Zn dans I’espace intermembranaire. Les systemes antioxydants glutathion
peroxydase/glutathion réductase (GPx/GR) et peroxirédoxine/thiorédoxine (Prx/TrxR) transforment le peroxyde
d’hydrogene en H,O. Le potentiel réducteur du couple NADPH/NADP* permet de régénérer ces systémes
antioxydants. Les enzymes de la matrice (malic enzyme [ME], glutamate déshydrogénase [GDH] et I’isocitrate
déshydrogénase [IDH]) et membranaires (nicotinamide nucléotide transhydrogénase [NNT]) permettent de
maintenir le pool de NADPH sous forme réduite.

1.3. Altération des CSM dans les LAM et les SMD

L’auto-renouvellement et la différenciation des CSH sont finement régulés par les
nombreux constituants cellulaires et moléculaires du microenvironnement médullaire. Dans ce
contexte, de nombreuses études ont non seulement établi que la niche hématopoiétique était
remodelée par les cellules malignes mais qu’elle pourrait aussi contribuer au développement

des hémopathies malignes’.

Dans le cas des hemopathies myéloides, une altération des CSM a été retrouvée dans
plusieurs études. Ainsi, dans les SMD et les LAM, une diminution de la prolifération des CSM
a été observée de facon concomitante a 1’altération de 1’hématopoicse. De plus, les CSM issues
de patients atteints de LAM présentaient une diminution de leur capacité de différenciation

ostéogénique ainsi qu’un profil aberrant de méthylation de I’ADN?8-30,
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L’une des premiéres preuves de I’implication des CSM dans la genese des hémopathies
malignes a été rapportée par Walkley et al. qui a établi qu’une perte d’expression du récepteur
vy a l’acide rétinoique (RARy) dans des CSM murines pouvait entrainer un phénotype de
syndrome myéloprolifératif*!, y compris lors d’une greffe de CSH normales dans des souris
délétées pour Rarg. Les cellules dérivées de CSM telles que les ostéoblastes pourraient aussi
étre impliquées dans la promotion d’un phénotype malin. La délétion du géne codant une
enzyme de traitement de I’ARN, Dicer-1, dans la lignée ostéoblastique a provoqué 1’apparition
de SMD dans un modéle murin®. Cette délétion de Dicer-1 a aussi entrainé une diminution de
I’expression de Shds, gene retrouvé muté dans le syndrome de Shwachman-Bodian-Diamond,
caractérisé par une neutropénie chronique et un risque d’aplasie médullaire ou de
transformation leucémique®®. De plus, I’expression conditionnelle de la protéine tyrosine
phosphatase non-receptor type 11 (PTPN11), un régulateur positif de la voie RAS, dans les
CSM et les progéniteurs ostéoblastique murins a été identifié comme un facteur favorisant le

développement et la progression d’un syndrome myéloprolifératif (Figure 5)3* .
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Yo—— &
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Figure 5 : Modifications de la niche hématopoiétique et hémopathies malignes (d'aprés’).
Des altérations de la niche peuvent mener a la diminution des signaux inhibiteurs qui contrdlent la croissance de
populations clonales et finalement favoriser le développement d’hémopathies malignes.
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2. Effets des pesticides sur la santé humaine

2.1. Pesticides : utilisation et surveillance

2.1.1. Définition et classifications des pesticides

Le terme générique « pesticide » dérive des termes latins « pestis » (fléau) et « caedere »
(tuer) et désigne des substances, naturelles ou synthétiques, ayant comme caractéristique
principale de lutter contre des organismes jugés nuisibles. Il regroupe des produits qui
dépendent de la legislation :

- Sur les produits phytopharmaceutiques au sens du reglement européen (CE)
n° 1107/2009.
- Sur les produits biocides au sens du reglement (CE) n° 528/2012.
Ces substances sont tres largement utilisées, principalement dans 1’agriculture, afin d’améliorer
les rendements ainsi que la qualité et 1’aspect des produits. Les définitions et les classifications
des pesticides varient et dépendent du contexte d’utilisation et des réglementations. Ils peuvent
ainsi étre regroupes selon :
- leur cible principale : herbicides, fongicides, insecticides, rodenticides, molluscicides, ...
- leur usage: cultures végetales, voirie, traitement du bois, usage domestique
(jardinage), ...
- leur  structure  chimique: organophosphores,  pyréthrinoides, carbamates,
dithiocarbamates, pyridines-bipyridiliums, ...
Il est a noter qu’une méme famille chimique peut avoir des usages et des mécanismes d’action
différents (Tableau 1). Les produits commerciaux peuvent prendre différentes formes et sont la
combinaison d’une substance active (pesticide) additionnée d’adjuvants (solvants, tensioactifs,
conservateurs, ...) pouvant posséder une action toxique propre ou interférer avec la substance
active. Le profil toxicologique d’une substance active n’est alors pas systématiquement

superposable a celui du produit commercialisé.
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Tableau 1 : Exemple de familles chimiques de pesticides et de leur cible principale.

Familles chimiques Exemple de substances actives Classement selon cible
Organophosphorés Chlorpyrifos, Diazinon, Malathion Insecticides
Pyréthrinoides Deltaméthrine, Perméthrine Insecticides
Carbamates Aldicarbe, Carbofuran, Méthomyl Insecticides

Asulame, Diallate, Terbucarbe Herbicides
Dithiocarbamates Mancozebe, Manébe, Thiram Fongicides
Phtalimides Captafol, Captane, Folpel Fongicides
Aminophosphonates glycine Glyphosate Herbicides

Le devenir des substances actives et de leur métabolite est également a prendre en compte
car leur rémanence dans I’environnement varie fortement selon la molécule : de I’ordre de
quelques heures a plusieurs annees. Cette rémanence dépend des conditions environnementales,
climatiques et des propriétés physicochimiques des pesticides. Ainsi, les insecticides
organochloreés tels que la chlordécone, largement utilisée dans les Antilles frangaises jusqu’au
début des années 90, sont des polluants organiques persistants et, malgré le retrait du marché
de la plupart d’entre eux, ils sont encore retrouvés dans 1’environnement plusieurs décennies

apres leur interdiction.

2.1.2. Utilisation des pesticides au niveau européen et francais

L’utilisation mondiale des pesticides n’a cessé d’augmenter depuis le début des années
1990, elle est passée de 1,5 kg/ha en 1990 a 2,7 kg/ha en 2019. Malgré plusieurs plans de
réduction de la consommation de produits phytopharmaceutiques (plans Ecophyto), la France
est I’un des premiers utilisateurs mondiaux de pesticides avec une utilisation comprise entre 3,2
et 5,9 kg/ha depuis une trentaine d’années (Figure 6)*°.

61 — France
— Monde

| T

1990 1995 2000 2005 2010 2015

Utilisation par unité
de surface agricole utile

Figure 6 : Evolution de la quantité de pesticides utilisée en France et dans le monde entre 1990 et 2019
(d'apres®).
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Au sein de I’Union européenne, la France est le premier pays agricole aussi bien en termes
de surface agricole utile (27,6 millions d’hectares en 2016) qu’en termes de chiffre d’affaires
de production agricole (69 milliards d’euros en 2011)%. Depuis la fin de la seconde guerre
mondiale, les rendements agricoles ont augmenté de fagcon spectaculaire. Cette évolution est
due a la culture de variétés végétales plus productives, mais également a I’intensification de
I’agriculture frangaise : mécanisation des exploitations, engrais, généralisation des traitements
par pesticides. Ainsi, la France est a I’heure actuelle 1un des premiers utilisateurs mondiaux de
pesticides, avec des ventes comprises entre 60 000 et 100 000 tonnes par an depuis une trentaine
d’années méme si différents plans de réduction des produits phytopharmaceutiques ont permis
de diminuer cette consommation. Les fongicides représentent environ la moitié des tonnages
vendus, notamment via 1’usage important des fongicides inorganiques (soufre, cuivre et

dérivés) dans les cultures viticoles (Figure 7).
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Figure 7 : Evolution des ventes de pesticides par catégories en France (d*aprés®).

La grande majorité des pesticides utilisés en France le sont dans le milieu agricole et
représentent plus de 1500 substances si 1’on considére les utilisations passées et actuelles. A
I’heure actuelle, 507 substances sont approuvées par 1’Union européenne dont 349 sont

effectivement autorisées en France®’.
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2.1.3. Surveillance par les agences intergouvernementales

L’exposition aux pesticides et leurs impacts sur la santé¢ humaine sont actuellement des
problématiques majeures sur le plan de la santé publique mais aussi sur les plans socio-
économique et politique. Ainsi, de nombreuses institutions publiques se sont saisies de cet enjeu
et participent au contréle de ces produits.

L’Union européenne dispose d’un cadre 1égislatif qui limite notamment les quantités de
résidus de pesticides autorisés dans 1’alimentation. Ainsi, 1’ Autorité européenne de sécurité des
aliments (European food safety authority, EFSA) publie un rapport annuel contenant les
résultats des dosages effectués sur des échantillons issus de divers produits alimentaires. Dans
le dernier rapport publié¢ (données 2019), ’EFSA recense 43,4 % d’échantillons qui contiennent
des résidus quantifiables, dont 3,9 % dépassent les limites autorisées. 27 % des échantillons
sont quant & eux contaminés par de multiples résidus de pesticides®. Les données issues de ce
rapport ne tiennent cependant pas compte des résidus présents dans I’eau de boisson, des
manipulations directes a domicile, ni des probables effets additifs de ces composés. Il faut donc
considérer que la population est quotidiennement exposée a de multiples résidus de pesticides,
a des doses réelles cumulées plus importantes et ce tout au long de la vie. Au niveau francais,
I’ Agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de 1’environnement et du travail
(ANSES) supervise 1’Observatoire des résidus de pesticides qui a pour mission de rassembler,
d’analyser et de valoriser les informations sur la présence de pesticides dans différents milieuxX.
Il contribue ainsi a fournir les données nationales a I’EFSA et est a 1’origine des plans de

réduction de 1’usage des produits phytopharmaceutiques en France (plans Ecophyto)®.

Le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC), une agence de 1’Organisation
mondiale de la santé (OMS), est aussi impliqué dans 1’évaluation des risques présentés par les
substances chimiques, dont les pesticides. Il publie régulierement des monographies qui
identifient les facteurs environnementaux présentant un risque cancérogene pour I’Homme.
Depuis 1971, plus de 1000 agents ont été évalués mais seulement 71 pesticides ou familles de

pesticides sont inclus dans les monographies (Tableau 2 et Annexe 1).
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Tableau 2 : Classification du CIRC selon le risque de cancérogénicité pour I'Homme.

Groupe Risque cancérogeéne pour I’Homme Nombre qubrg de ]
d’agents évalués  pesticides évalues
1 L’agent est cancérogene 121 agents 4
2A L’agent est probablement cancérogéne 89 agents 9
2B L’agent est peut-étre cancérogene 319 agents 19
3 L’agent est inclassable quant a sa cancérogénicité 500 agents 39

2.2. Pesticides et cancers

2.2.1. Sources et voies d’exposition aux pesticides

L’exposition humaine aux pesticides peut se produire par contact direct, au cours de leur
fabrication ou de leur utilisation, mais aussi indirectement par 1’absorption de résidus de
pesticides présents dans les denrées alimentaires, 1’eau de boisson ou I’air. Selon les
circonstances, ce sont soit des populations professionnelles exposées a de fortes doses, soit la

population générale qui sera préferentiellement exposée a de faibles doses.

L’exposition professionnelle a de fortes doses de pesticides touche une population trés
large en France qui regroupe les agriculteurs mais aussi les personnes en charge de 1’entretien
des voiries, des espaces communaux, des terrains de sports, les jardiniers et les paysagistes ou
les personnes intervenant dans le traitement du bois. Les agriculteurs sont particuliérement
exposés aux pesticides tout au long de leur manipulation, mais les étapes de préparation,
d’épandage et le nettoyage du matériel en contact avec les produits constituent les phases

critiques d’exposition®.

La population générale est elle aussi exposée quotidiennement a de trés faibles doses de
multiples résidus de pesticides présents dans I’environnement. Les origines de cette exposition
sont variées : ingestion de résidus de pesticides présents dans les aliments et les boissons,
pollution environnementale (air, poussieres, surfaces contaminées...) et usages domestiques

(jardinage, traitement du bois, ...)*.
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Quelle que soit la source de contamination, les pesticides peuvent pénétrer dans
I’organisme selon trois voies principales : la voie cutanée, la voie digestive (ou orale) et la voie
respiratoire. En milieu professionnel, la voie cutanée est considérée comme la voie majeure de
pénétration des pesticides, cependant le risque est dépendant de la formulation du produit
phytopharmaceutique et des caractéristiques physiologiques individuelles. Ainsi, 1’exposition
aux pesticides par inhalation peut se révéler majeure lors de la préparation de produits sous
forme de poudres ou lors de I’épandage de formulations de type aérosols solides. En revanche,
la voie orale est considérée comme la voie d’exposition la plus importante dans la population
générale via I’ingestion d’aliments et de boissons contenant ces résidus de pesticides, voire une

ingestion non alimentaire (poussiéres, objets contaminés) notamment chez les enfants.

Il existe une littérature abondante concernant les liens entre exposition aux pesticides et
développement de certaines pathologies, essentiellement pour les expositions professionnelles
a forte dose. Cependant, les résultats apparaissent souvent contradictoires et exacerbent les
conflits sociaux et politiques autour de ces produits et de leurs modalités de contréle*:. De plus,
il n’existe pas de groupe dans la population humaine qui soit completement protégé de cette
exposition et 1I’origine multifactorielle de la plupart des pathologies rend complexe 1’évaluation
de I’impact des produits phytopharmaceutiques sur la santé humaine*?. Ainsi, plusieurs études
suggerent que les pesticides pourraient étre impliqués dans le développement de nombreuses
pathologies du systéme nerveux central (pathologies neurodégénératives telles que la maladie
d’Alzheimer, de Parkinson ou la sclérose latérale amyotrophique mais aussi troubles
neuropsychologiques), du systeme respiratoire (asthme), du développement (malformations
congénitales) ou du métabolisme (diabéte, pathologies thyroidiennes)*!. Enfin, les effets
cancérogeénes de certains pesticides ont été mis en évidence expérimentalement chez 1’animal
et des études épidémiologiques ont été menées afin de clarifier les risques d’une exposition
pour les populations, essentiellement en milieu professionnel. Ainsi, la derniére expertise
collective publiée par I’ Institut national de la santé et de la recherche médicale (Inserm) s’est
intéressée a plusieurs cancers solides (tumeurs du systéme nerveux central, cancer de la
prostate, cancer de la vessie et du rein, sarcome des tissus mous et des viscéres) mais aussi aux

hémopathies malignes (Annexe 2)%04,
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2.2.2. Pesticides et hémopathies malignes

Les hémopathies malignes sont caractérisées par la prolifération incontrolée d’une
population clonale de cellules hématopoiétiques, lymphoides ou myéloides. Elles sont définies
par la classification OMS des hémopathies malignes dont la derniere révision publiée en 2016
les distingue selon des critéres cliniques, histologiques, cytologiques, immunophénotypiques et
moléculaires®***. Au cours des derniéres années, le nombre de nouveaux cas d’hémopathies
malignes n’a cessé d’augmenter dans la population mondiale. Avec 45000 nouveaux cas
estimés en France en 2018, elles représentent 12 % des nouveaux cas de cancers. Le myélome
multiple, le lymphome diffus & grandes cellules B, les SMD, la leucémie lymphoide chronique
(LLC) et les LAM représentent a eux seuls plus de la moitié des nouveaux cas d”hémopathies®.
Les étiologies de ces pathologies restent cependant mal connues et les facteurs de risques avérés
(infections, déficits immunitaires, tabagisme, exposition aux radiations ionisantes, aux
chimiothérapies anticancéreuses, ...) n’expliquent qu’une faible proportion des nouveaux cas.
D’autres facteurs environnementaux et professionnels tels que 1’exposition aux pesticides sont

donc également suspectés.

L’impact des pesticides a été largement étudié dans les hémopathies lymphoides, qui sont
plus fréquemment retrouvées dans les populations exposées aux pesticides a fortes doses*®—°.
Ainsi, I’Inserm considére qu’il existe une forte présomption de lien entre la survenue de

lymphomes non hodgkiniens et de myélomes multiples et I’exposition aux pesticides**4*,

Les LAM sont les leucémies aigués les plus fréquentes chez 1’adulte et il n’existe a I’heure
actuelle que peu de données concernant le lien entre LAM et exposition aux pesticides. Une
méta-analyse publiée en 2014 a établi une relation entre le risque de développer un SMD aprés
une exposition professionnelle aux pesticides (odds ratio [OR] = 1,95 ; intervalle de confiance
495 % [1C95 %] : 1,23-3,09). Concernant les leucémies myéloides, une méta-analyse menée
par Van Maele-Fabry et al. en 2007, incluant 17 cohortes et 16 études cas-témoins, s’est
intéressée au LAM et aux leucémies myéloides chroniques. Dans le sous-groupe des LAM, une
association était retrouvée avec une exposition professionnelle aux pesticides uniquement dans
les études de cohortes (risque relatif [RR] : 1,55; 1C95 % : 1,02-2,34)>%. Enfin, une méta-
analyse incluant 14 études cas-témoins récemment publiée par 1’équipe LNOx a mis en
évidence un risque de LAM augmenté chez les sujets exposés aux pesticides dans leur milieu

professionnel avec un OR de 1,51 et un 1C95 % compris entre 1,10 et 2,08 (Figure 8)°2.
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Cases (AML) Controls

Author Year All  Exposed All  Exposed Odds ratio [95%CI]
Flodin U™ 1986 59 5 354 25 — 1.22[0.45-3.32]
Richardson S 1992 154 NS 513 NS - 1.38[0.73-2.61]
Crane MI\/I35 1992 60 2 60 2 p——————<——®» 1.00[0.07-14.20]
Cicoone G 1993 50 10 246 1 e 534(213-13.40]
Mele A" 1994 252 19 1161 49 - 0.90 [0.48-1.70]
Albin M™ 2000 372 38 351 47 PR 0.83 [0.42-1.65]
Lazarov D 2000 98 8 196 14 . 1.15[0.47-2.81]
Adegoke 0J 2003 236 11 502 23 —_— 1.00 [0.25-4.00]
Terry PD" 2005 599 7 607 7 o 1.50 [0.47-4.80]
Kaufman DW” 2000 87 15 756 67 — e 2.80 [1.30-6.03]
Wong O 2010 722 231 1444 317 - 1.67 [1.37-2.04]
Strom 88" 2012 638 102 636 25 —— 4.65[2.96-7.31]
Parodi S~ 2017 223 52 1774 398 - 1.05 [0.76-1.46]
Poynter JN* 2017 405 63 1348 234 - 0.89 [0.64-1.24]
Overall REM (Q=55.4, df=13, p<0.001; =76%) -> 1.51 [1.10-2.08]
R, trim-and-fill adjusted REM (Q=55.4, df=15, p<0.001; F’=76%) - 1.51[1.10-2.08]
L, and Q, trim-and-fill adjusted REM (Q=94.4, df=16, p<0.001: *=83%) - 1.83 [1.32-2.53]
I T ; T 1

0.05 0.25 1 5 10

QOdds ratio (log scale)
—

lower risk  higher risk

Figure 8 : Diagramme illustrant I'augmentation du risque de LAM dans la population exposée
professionnellement aux pesticides®.
Analyse cumulative des études incluses dans la méta-analyse. L’odds-ratio devient statistiquement significatif
apres 1’ajout cumulatif des patients.

Dans la population générale, le risque 1ié a I’exposition a de multiples résidus de pesticides
a faibles doses est généralement plus complexe a établir. Il existe ainsi plusieurs études in vitro
qui s’intéressent a l’impact des pesticides a faible doses sur 1’hématopoiese et plus
particuliérement sur les CSM. L’équipe de Hochane et al. a établi qu’une exposition a long
terme des CSM médullaire primaires a un mélange de 7 pesticides parmi les plus fréeguemment
rencontrés dans I’alimentation (manébe, mancozébe, iprodione, imazalile, chlorpyrifos éthyle,
diazinon et diméthoate) pouvait induire leur sénescence en générant une augmentation des
ROS®3. Les auteurs ont aussi pu montrer que 1’exposition a ces faibles doses du mélange de
pesticides favorisait la différenciation adipocytaire des CSM qui serait indispensable a la survie
et a la prolifération des blastes dans les LAM®*. Cette méme équipe a de plus observé des
similarités entre le transcriptome de CSM exposees au cocktail de pesticides et celui de CSM
issues de donneurs agés>®. Enfin, I’équipe LNOX a trés récemment montré que 1’exposition a
de faibles doses de ce cocktail de 7 pesticides était capable d’inhiber la prolifération cellulaire
et d’induire des cassures de I’ADN au sein de CSM médullaire primaires issues de donneurs

sains. Ces CSM présentaient aussi une diminution de 1’expression et de 1’activité de 1’aldéhyde
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déshydrogénase 2 (ALDH2) ainsi qu’une augmentation du niveau d’acétaldéhyde
intracellulaire. De plus, leur capacité de soutien de 1’hématopoiése était significativement
altérée. De facon intéressante, ces anomalies biologiques ont aussi été retrouvées dans des CSM
médullaires issues de patients atteints de SMD, suggérant que I’ALDH2 pourrait étre impliquée
dans la physiopathologie de ces hémopathies chez les patients agés exposés a de multiples
résidus de pesticides tout au long de leur vie®® (Figure 9).
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clonogenic capacity
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Figure 9 : L'exposition de CSM médullaires primaires aux faibles doses du cocktail de 7 pesticides induit
une diminution de I'ALDH2%.
Cette diminution de I’ALDH2 provoque une accumulation d’acétaldéhyde intracellulaire a I’origine de Iésions de
I’ADN, d’une augmentation de la sénescence et d’un défaut de soutien de I’hématopoicse.
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2.3. Manebe et mancozebe : deux pesticides d’intérét

2.3.1. Usage et réglementation

Le manébe et le mancozébe appartiennent a la famille des dithiocarbamates dont
I’utilisation est trés répandue depuis 1940 afin de protéger les cultures contre de nombreux
champignons. Quatre molécules sont actuellement référencées dans le catalogue des produits
phytopharmaceutiques de I’ANSES®’ : le manébe, le mancozébe, le zinébe et le mancopper.
Elles se présentent toutes sous la forme de polymeres constitués du méme squelette
ethylénebisdithiocarbamate et d’un atome de métal, le plus souvent du manganese (Mn) ou du
zinc (Zn) (Figure 10). Ils sont peu solubles dans I’eau et leur structure polymérique instable en

solution aqueuse les rend peu persistants dans 1’environnement.
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Figure 10 : Structure chimique du manebe et du mancozebe®,

Les dithiocarbamates sont des fongicides de contact large spectre qui protegent les
végétaux contre de nombreux champignons : mildiou, tavelure du pommier... Leur large
utilisation s’explique en partie par leur faible potentiel d’induction de résistances. En effet, ils
ciblent des acteurs protéiques variés et inactivent notamment des enzymes impliquées dans de
nombreuses voies de biosynthése et de transport dans le cytoplasme fongique®®. Le manébe et
le mancozebe ont été mis sur le marché en 1948 et 1961 respectivement, mais a I’heure actuelle,
il n’existe plus de substances actives de la famille des dithiocarbamates autorisées par 1’Union
européenne pour un usage agricole : le retrait récent du mancozebe en avril 2021 a succédé au
retrait du manébe dés 2017%°. Malgré ces limitations au niveau européen, le manébe et le
mancozebe restent autorisés au niveau national dans certains pays et sont toujours largement
utilisés dans le monde. Ainsi, des résidus de manébe et de mancozébe sont encore retrouvés
dans 1’alimentation, notamment dans les produits d’importation, et les dithiocarbamates sont
les substances dépassant le plus souvent la limite maximale autorisée dans les aliments selon
les données publiés par 'EFSA®! (Figure 11).

38



MRL exceedance (% of samples analysed)
0.0 0.2 04 06 08 10 1.2 14 16 18 2.0 22 24 26 28 3.0

Dithiocarbamates
Trimethyl-sulfonium cation
Anthraquinone
Fosetyl-Al
Nicotine
Chlordecone
Acetamiprid
Bromide ion
Chlorpyrifos
Carbendazim
BAC
Copper
Carbofuran
Glyphosate
Chlormequat
Pirimiphos-methyl
Haloxyfop
Fipronil
Ethephon
Propargite
Dimethoate
Thiamethoxam

Pesticide

% of samples from EU/EFTA countries
1% of samples from third countries

% of samples with origin unknown

Figure 11 : Principaux pesticides dont les résidus retrouvés dans I'alimentation excédent la limite
autorisée au cours de I'année 2017 (d'apres®?).

2.3.2. Profil toxicologique du manebe et du mancozebe

Toxicité aigué :

Les fongicides de la famille des dithiocarbamates ont une toxicité aigué extrémement
faible, quelle que soit la voie d’exposition (orale, cutanée ou respiratoire)®. Chez ’Homme,
I’exposition aigué par voie cutanée en milieu professionnel est la seule rapportée dans la
littérature. Elle est responsable d’irritations de la peau et des muqueuses, ainsi que de

phénomeénes de sensibilisation (eczéma, photosensibilisation) en cas d’expositions répétées®®°,

Toxicité a long terme :

Les dithiocarbamates partagent un profil de toxicité a long terme comparable notamment
en raison de leur métabolite commun, I’éthyléne thio-urée (ETU), qui peut étre utilise comme
marqueur de I’exposition a cette famille de fongicides. Des études effectuées sur I’animal ont
démontré les propriétés antithyroidiennes des dithiocarbamates et de I’ETU. Chez I’Homme,
des perturbations de la fonction thyroidienne ont pu étre mises en évidence avec une
augmentation des taux de TSH ou la présence de nodules thyroidiens isolés chez des ouvriers

agricoles exposés aux dithiocarbamates®®©®,
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Plusieurs études epidémiologiques suggérent aussi un lien entre I’exposition aux pesticides
et la survenue d’une maladie de Parkinson. En 2009, I’équipe de Costello et al. a montré qu’une
exposition conjointe au manebe et au paraquat augmentait de 75 % le risque de développer une
maladie de Parkinson®’. En 2018, les données issues d’une cohorte d’agriculteurs francais
(cohorte  AGRICAN) ont confirmé le lien entre exposition aux dithiocarbamates et

développement d’une maladie de Parkinson®,

Génotoxicité / cancérogenicite :

Les critéres de classification des substances cancérogénes varient selon I’autorité qui
effectue cette classification. Le CIRC classe le manébe dans le groupe 3 (« agent inclassable
quant a sa cancérogénicité »)%, en revanche le manébe et le mancozébe sont des cancérogénes
probables (groupe B2) pour I’Agence américaine de protection de I’environnement (United
States Environmental protection agency, US EPA)'. En outre, une étude de deux ans menée
sur des rats Sprague-Dawley a montré une augmentation globale des tumeurs malignes (y
compris des tumeurs du tissu hématopoiétique) dans le groupe de rats dont la nourriture

contenait du mancozébe’?.

I1 n’existe que peu de données épidémiologiques humaines concernant spécifiquement le
lien entre cancer et exposition aux dithiocarbamates. Une étude norvégienne conduite sur
236 646 agriculteurs n’a pas mis en évidence de corrélation entre exposition au mancozebe et
cancer de la thyroide?. Cependant, un risque augmenté d’hémopathie lymphoide a été observé
dans une étude cas-témoin menée en Californie sur une cohorte de 139 000 agriculteurs exposés

au manébe ou au mancozébe*®.

Effets in vitro :
Plusieurs études ont examiné 1’impact d’une exposition a de faibles doses de mané¢be ou de

mancozebe sur divers types cellulaires.

Des études menées avec le mancozébe n’ont pas montré de modification de la prolifération
de cellules issues de la granulosa d’embryons de souris et d’embryons humains’®, de cellules
mononuclées sanguines (CMN) ou de fibroblastes murins’™. Le manébe n’impactait pas non
plus la prolifération de cellules souches embryonnaires neuronales de rat. En revanche, la
concentration la plus élevée (10puM) était responsable d’une mort cellulaire accrue par un

phénomeéne d’apoptose’™.
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Etant donné les mécanismes d’actions variés des dithiocarbamates sur le métabolisme
fongique, dont I’action au niveau de la production d’ATP et du cycle de Krebs, les auteurs se
sont intéressés au niveau de ROS dans les cellules exposées a ces deux pesticides. Dans 1’étude
menée par Calviello et al., il existait une augmentation des cassures simple brin de I’ADN aussi
bien dans les fibroblastes murins que dans les CMN murines exposés au mancozeébe. Une
augmentation des ROS intracellulaires ainsi qu’un taux plus ¢élevé de désoxyguanosine
hydroxylée (8-OHdG), témoin de dommages oxydatifs a I’ADN, étaient observés. Dans tous
les cas, il existait une relation dose-réponse, méme si elle semblait moins prononcée dans le cas
des CMN'*. En revanche, il n’existait pas de modification du niveau de ROS intracellulaires

dans les cellules souches embryonnaires neuronales de rat exposées au mangbe”.

I1 n’a pas été retrouvé de données dans la littérature sur les modifications du cycle cellulaire
de cellules exposées aux dithiocarbamates. Cependant, des résultats issus des etudes
précédentes soutiennent la présence de modifications des effecteurs protéiques impliqués dans
la régulation du cycle cellulaire ou de 1’apoptose. Il a ainsi été observé dans les cellules de
granulosa d’embryons murins et humains, aprés une exposition au mancozebe, une diminution
dépendante de la concentration utilisée de ’ARNm et de la protéine p53, classiquement
impliquée dans I’arrét du cycle cellulaire’®. Cependant, il a été constaté dans une autre étude
sur des cellules souches embryonnaires neuronales de rat une augmentation de 1’expression des
genes codant les protéines Rb et pl19 classiquement impliquées dans 1’inhibition de cycle
cellulaire par blocage de la phase G17°. Il faut cependant noter que la forme phosphorylée de la
protéine Rb entraine le passage des cellules en phase S, et que la phosphorylation de Rb n’a pas

eté étudiée.

41



2.4. Manganese : constituant essentiel du manébe et du mancozebe

2.4.1. Propriétés physicochimiques du manganeése et sources d’exposition

Le Mn est un élément métallique parmi les plus abondant dans 1’environnement et il
représente environ 0,1 % de la cro(ite terrestre’®. 1l existe dans de nombreux états d’oxydation
mais le Mn(ll) et Mn(lll) sont prédominants dans les systémes biologiques’’. Dans
I’environnement, le Mn n’est pas naturellement présent sous forme métallique mais contenu
dans des minéraux, sous forme d’oxyde, de carbonate ou de silicate. Il est ainsi retrouvé dans
I’eau et dans la plupart des aliments, mais il existe aussi des sources anthropiques dont les
principales sont 1’industriec metallurgique et les exploitations minieres. Le Mn est un métal
ubiquitaire qui est retrouvé dans une grande variété de produits: engrais, cosmétiques,

combustibles fossiles, piles, fongicides (manébe et mancozebe), additifs de 1’essence, etc.”®

L’ingestion d’aliments et d’eau de boisson est la principale source d’exposition au Mn dans
la population générale et ’apport quotidien moyen de ce métal est estimé entre 2 et 3 mg en
Europe’. Le Mn est rapidement absorbé au niveau de I’intestin gréle par un mécanisme de
transport actif, impliquant notamment la proteine divalent metal transporter 1 (DMT1), qui
participe au maintien de I’homéostasie du Mn’’. Sa biodisponibilité reste cependant trés faible
puisque seulement 5 % du Mn ingéré est absorbé. Il est ensuite stocké essentiellement dans le
foie, le pancréas, le rein et posséde la capacité de traverser la barriére hémato-encéphalique’®.
L’excrétion a lieu principalement par voie biliaire grace a un transporteur actif présent au niveau
de la membrane des hépatocytes et sa régulation participe elle aussi au maintien de

I’homéostasie du Mn®°,

Le manebe et le mancozebe sont des fongicides contenants du Mn. L’instabilité de leur
structure polymérique en milieu aqueux les rend peu persistants dans 1’environnement ou ils
sont rapidement hydrolysés. L’hydrolyse de ces composés est un mécanisme complexe qui
implique une fragmentation de ces polymeres en courtes chaines et en ions métalliques. Les
métabolites résultant de la dégradation des dithiocarbamates incluent I’éthyléne bis-
isothiocyanate, a I’origine du principal métabolite des dithiocarbamates, I’ETU ; qui est par la

suite dégradé en éthylene urée et éthylene diamine. Tous ces métabolites sont hydrosolubles et
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les données sur le devenir des dithiocarbamates dans I’environnement se limitent aux données

connues sur 'ETU.

2.4.2. Profil toxicologique du manganese

Toxicite aigué :

L’inhalation de particules contenant du Mn lors d’une exposition professionnelle
représente le seul cas d’intoxication aigué. Ce risque est majeur pour la santé des mineurs, des
soudeurs et des travailleurs de 1I’industrie métallurgique qui peuvent étre exposés a des
poussieres d’oxyde de Mn s’ils n’utilisent pas de protections adaptées. Elle provoque une
irritation intense des voies respiratoire avec une alvéolite caustique aussi appelée « fiévre des
métaux »%L. Tl n’a pas été rapporté dans la littérature de cas d’intoxication aigué a la suite d’une

ingestion.

Toxicité a long terme :

Les symptomes d’une intoxication chronique au Mn apparaissent en général aprés une
inhalation prolongée sur plusieurs années de poussiéres ou de fumées contenant des oxydes de
Mn. A I’inverse de la voie orale, le Mn inhalé ne subit pas 1’effet de premier passage hépatique,
se retrouve directement dans la circulation sanguine et peut pénétrer dans le systéme nerveux
central en traversant la barriere hémato-encéphalique. Les principaux symptomes d’une
exposition chronique sont neurologiques et respiratoires. Le tableau neurologique, appelé
manganisme, présente une symptomatologie proche de celle d’un syndrome parkinsonien et, Si
I’exposition ne cesse pas rapidement, il peut parfois étre irréversible. Sur le plan respiratoire, le
tableau clinique prend la forme d’une inflammation alvéolaire avec dyspnée intense et

cyanose®?.

L’exposition chronique au Mn peut aussi se produire par 1’ingestion d’aliments ou d’eau
et, bien qu’il n’existe que peu d’études rapportant ces cas, des symptdmes neurologiques
d’intoxication au Mn ont déja été décrits chez des agriculteurs exposés a des pesticides

contenant du Mn tels que le manébe®?.

Il n’existe pas a I’heure actuelle de données sur la cancérogénicité du Mn. Ce métal n’a pas

éte évalué par le CIRC et il est considéré comme « non classable » par I’'US EPA.
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2.4.3. Effets cellulaires du manganese

Le Mn est un métal essentiel étant donné son rble dans la synthése et I’activité de
nombreuses enzymes (oxyreductases, transférases, hydrolases, lyases, isomérases et ligases),
dans le métabolisme du glucose et des lipides, dans la synthese protéique et dans la régulation
endocrine et immunitaire. De plus, de nombreuses métalloenzymes contenant du Mn, dont la
Mn superoxyde dismutase (MnSOD), contribuent aux processus métaboliques listés ci-dessus
et participent a la réduction du stress oxydant. En inhibant les complexes | et Il de la chaine
respiratoire, un exces de Mn pourrait aussi perturber le fonctionnement mitochondrial et

augmenter la production de ROS® (Figure 12).
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Figure 12 : Manganese et stress oxydant (d'apres®).

Il n’existe que peu de données dans la littérature sur le réle du Mn dans I’hématopoicse. 11
a été établi lors d’une étude sur des CSH murine que leur déplétion en MnSOD perturbait le
métabolisme du fer et du Mn ainsi que le switch des chaines de globine®*. De plus, I’invalidation
de SLC39A8, un transporteur de métal cationique hautement conservé, impacte fortement
I’homéostasie du Mn et induit une anémie sévere, une dérégulation de I’hématopoiese et une

rate hypoplasique®.
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Dans ce contexte, le Mn relargué lors du catabolisme du manébe et du mancozébe pourrait
jouer un role dans la toxicité de ces deux pesticides. L’équipe « Signalisation TGFp,
Homéostasie du Glutathion & Thérapies Innovantes dans le Cancer » (P. Loyer, UMR 1241,
Rennes) a ainsi montré dans un modele de culture in vitro d’hépatocytes que :

- latoxicité du manébe et du mancozébe n’était pas retrouvée lorsqu’ils étaient exposés a
I’ETU seul, métabolite principal des dithiocarbamates.

- le zinébe, un dithiocarbamate contenant uniquement du zinc, n’a pas induit de

cytotoxicité

- la toxicité du manébe et du mancozebe était inhibée par 1’ajout de ZnCl en exces dans

le milieu de culture, indiquant que le flux intracellulaire Zn/Mn pourrait étre impliqué

dans les effets déléteres de ces deux produits. (Petitjean et al., article en préparation).
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3. Objectifs du travail

L’exposition aux pesticides et leurs conséquences sur I’environnement et la santé¢ humaine
sont aujourd’hui une problématique majeure de santé publique. L’exposition a de fortes doses
de pesticides en milieu professionnel a été largement étudiée et de nombreux effets déléteres
ont déja été décrits. Cependant, la population générale est elle aussi quotidiennement exposée
a de tres faibles doses de multiples résidus de pesticides et il n’existe a ce jour que tres peu de

données sur les conséquences de cette exposition chronique.

L’étude des mécanismes conduisant au développement des hémopathies myéloides (LAM
et SMD), dont I’incidence augmente avec 1’age, représente aujourd’hui un enjeu majeur dans
ce contexte. En effet, les sujets ages de plus de 50 ans présentent fréquemment une
hématopoiese clonale (10 a 40 % selon les études) qui est associée a un risque accru de SMD
et de LAM?8¢, Cependant, seuls certains patients développeront effectivement une hémopathie
maligne et les facteurs favorisant cette évolution vers une de ces pathologies restent a ce jour
largement meconnus. Dans ce contexte, 1’imprégnation chronique du microenvironnement
médullaire par de faibles doses de pesticides pourrait favoriser le développement des
hémopathies malignes myéloides. De précédents résultats de 1’équipe LNOx ont établi un lien
entre le phénotype des CSM exposées a un cocktail des 7 pesticides les plus fréqguemment
rencontrés dans 1’alimentation et celui de CSM issues de prélévements médullaires de patients

atteints de SMD via un mécanisme impliquant une diminution de I’ALDH2.

L’objectif de ce travail était d’une part d’identifier la participation respective aux effets
biologiques observés du manebe et du mancozébe, deux pesticides dépassant freqguemment les
limites autorisées dans 1’alimentation®®. Pour cela, des CSM médullaires primaires ont été
exposees a de faibles doses de manébe ou de mancozebe seul durant 21 jours. L’analyse a porté
sur (1) I’étude de la prolifération des CSM, (2) I’étude de la senescence cellulaire par méthode
cytochimique et par immunofluorescence et (3) ’expression de I’ALDH2 par RT-qPCR et
western-blot. D’autre part, la dégradation du manébe et du mancozeébe étant a I’origine d’un
relargage de Mn, les effets d’une exposition de CSM médullaires primaires a de faibles doses
de ce métal ont été étudiés. L’analyse a ainsi porte sur (1) la prolifération des CSM et I’étude
du cycle cellulaire, (2) la quantification par cytométrie en flux du niveau de ROS et (3) I’analyse

du métabolisme énergétique par technique Seahorse.
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PARTIE 2 : MATERIELS ET METHODES
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1. Collecte des échantillons, culture cellulaire, numération et

viabilité

Les CSM médullaires primaires ont été obtenues aprés mise en culture de cellules
médullaires totales prélevées chez des volontaires sains dans le cadre du protocole
HEALTHOX (Clinicaltrials.gov n°® NCT02789839). Elles ont été cultivées en milieu a-MEM
(Life Technologies) supplémenté de 10 % de SVF (Hyclone), 2 mM de L-glutamine (Sigma),
100 U/mL de pénicilline (Life technologies), 0,1 mg/mL de streptomycine (Life Technologies),
0,025 mg/mL d’amphotéricine B (Bristol-Myers Squibb) et de rhFGF2 (1 ng/mL, R&D
Systems) qui sera appelé « milieu CSM ». Les CSM ont été cultivées dans des flasques
(Falcon™) de 75 et 150 cm?, a une densité d’ensemencement de 2000 cellules/cm? et le milieu
a été renouvelé deux fois par semaine durant 2 a 4 passages. Lorsque la couche de culture a
atteint 80 a 90 % de confluence, une solution de trypsine 0,25 %/EDTA 1 mM (Lonza) a eté
ajoutée aprés un rincage par du phosphate buffer saline (PBS, Biosolve) afin de décoller la
couche cellulaire, puis les cellules ont été réensemencées dans du milieu CSM frais®’. A chaque
passage, les cellules vivantes ont été dénombrées en cellule de Malassez aprés coloration au

bleu de trypan.

2. Préparation des pesticides et exposition des cellules

Les 7 pesticides (manebe, mancozebe, iprodione, imazalile, chlorpyrifos éthyle, diazinon
et diméthoate) ont été fournis par Sigma-Aldrich. Les données issues du rapport annuel sur les
résidus de pesticides dans 1’alimentation publié par 'EFSA® ont permis de calculer 3 doses
croissantes adaptées aux cultures cellulaires selon un protocole précédemment décrit>
(Figure 13). Pour chaque pesticide, I’ADI (acceptable daily intake) est la dose définie par
I’EFSA qui correspond a la quantité maximale de substance a laquelle chaque individu peut
étre exposé quotidiennement durant toute sa vie, sans effet significatif sur sa santé. Les 3 doses
utilisées ont éte :

- %ADI, reflétant I’exposition réelle de la population frangaise a un pesticide donné
- ADI

- 3ADI, représentant 3 fois la valeur de I’ADI et utilisée comme contréle positif.
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Ces doses correspondent a des concentrations respectives en manebe de 0,73 uM (%ADI) ;
2,26 uM (ADI) ; 6,78 uM (3ADI) et en mancozebe de 0,72 uM (%ADI) ; 2,25 uM (ADI) et
6,75 UM (3ADI) dans le milieu de culture.

3ADI

“ efsam

N
7

Figure 13 : Représentation schématique des doses utilisées sur une courbe modélisant I’exposition d’une
population a un pesticide.

Les pesticides ont été reconstitués deux fois par semaine dans du diméthylsulfoxyde
(DMSO, MP Biomedicals) afin d’obtenir une concentration finale dans le milieu de culture ne
dépassant pas 0,1 % de DMSO. En parallele, une condition contrdle a été realisée en utilisant
le DMSO seul dilué au 1/1000°™ dans le milieu de culture. Les cellules ont ensuite été exposées
au cocktail des 7 pesticides, aux solutions de manebe ou de mancozebe seul, au mélange des 5
pesticides excluant le manébe et le mancozebe (chlorpyrifos-éthyle, diméthoate, diazinon,
iprodione, imazalil) appelé « X5 » ou au DMSO (contrdle négatif) durant 21 j. Les pesticides

et le DMSO ont été renouvelés a chaque changement de milieu (deux fois par semaine).

3. Préparation du manganeése et exposition des cellules

Le Mn a été utilisé sous forme de sel (MnCl2) fourni par Sigma-Aldrich et dissous dans de
I’eau stérile (Eurobio). Les cellules ont été exposées a 3 concentrations (0,72 uM, 2,25 uM,
6,75 UM) correspondant aux quantités de Mn libérées par le manebe ou le mancozébe, en
considérant que les complexes soient totalement dissociés. Une dose a 100 uM de MnCl; a été
utilisée comme contrdle positif. En parallele, une condition contrdle négatif a été réalisée en
utilisant de 1’eau stérile seule. De la méme facon que les pesticides, le Mn a été renouvelé a

chaque changement de milieu (deux fois par semaine) durant les 21 j d’exposition.
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4. Etude de la sénescence

4.1. Détection de I’activité p-galactosidase par méthode cytochimique

La sénescence des cellules a été étudiée par un marquage de I’activité de la -galactosidase
grace a la trousse commerciale Senescence Cells Histochemical Staining Kit (Sigma-Aldrich)
selon les recommandations du fabricant. Cette enzyme catalyse 1’hydrolyse du substrat
chromogéne 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galacto-pyranoside (X-gal) qui forme un
précipité bleu dans les cellules sénescentes. Aprés 21 jours d’exposition aux pesticides, 7.10*
cellules ont été ensemencées dans des plaques 6 puits et incubées 24 h a 37 °C avec le substrat
chromogene X-gal, puis le pourcentage de cellules sénescentes a été numeré par observation au

microscope a fond clair.

4.2. Detection de la p-galactosidase par immunofluorescence

Aprés 21 j d’exposition, les CSM ont été fixées avec une solution de paraformaldéhyde a
4 %, permeéabilisées (PBS, Triton X-100 a 0,1 %) durant 10 min a température ambiante, puis
les sites antigéniques de fixation non spécifique ont été saturés par un tampon de blocage (PBS,
gélatine de poisson a 5 %, Triton X-100 a 0,1 %) durant 4 h. Les cellules fixées ont ensuite éte
incubées a 4 °C durant une nuit avec un anticorps de lapin anti-GLB1/p-galactosidase (Abcam)
dilué au 1/500°™, suivi par une étape de lavages puis une incubation de 2 h & température
ambiante avec un anticorps secondaire anti-anticorps de lapin couplé a la fluorescein
isothiocyanate (FITC, Jackson ImmunoResearch) dilué au 1/2000°™, L’ADN nucléaire a été
marqueé au 4°,6-diamidino-2-phénylindole (DAPI, Invitrogen). Les images ont été acquises avec
un microscope confocal couplé a une caméra haute résolution Leica TCS SP8 et analysées grace

au logiciel ImageJ.
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5. Etude de I’expression de PALDH2

5.1. Extraction des ARN, reverse-transcription et PCR quantitative

Les ARN totaux ont été extraits grace a la trousse commerciale Maxwell® RSC
SimplyRNA Tissue Kit et a ’automate associ¢ Maxwell® 16 (Promega). Un minimum de 10°
cellules a été lysé par ajout de 200 uL de tampon de lyse (solution d’homogénéisation
commerciale, thioglycérol 20 pL/mL) au culot cellulaire sec, puis les extraits ont été incubés
avec de laDNAse | et les ARN séparés par sélection magnétique sur colonne. Apres extraction,
les ARN ont été dosés par spectrophotométrie sur Nanodrop™ N-1000 (Labtech) et leur intégrité
a été controlée au bioanalyseur Agilent 2100 avec la puce Eukaryote total RNA Nano (Agilent).
Le ratio des absorbances 260/280 nm était supérieur a 1,8 et ’intégrité de I’ARN conservée
avec des valeurs de RIN (RNA integrity number) > 6,4 dans tous les cas.

La transcription inverse a été realisée selon le protocole établi au laboratoire
(SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis Kit, Invitrogen) dans un volume de 20 puL (10 pL
d’une solution d’ARN, 4 pL de tampon 5X, 4 uL d’eau RNAse free et 2 pL de transcriptase
inverse) a partir de 500 ng d’ARN. Afin de diluer les nucléotides et les sels présents dans la
solution, le volume final a été porté a 500 UL pour une concentration de 1 ng d’équivalent
ARN/pL.

L’analyse par PCR quantitative a été réalisée sur thermocycleur LightCycler® 480 (Roche),
en plaque 384 puits, grace a la trousse commerciale LightCycler® SYBR Green | Master
(Roche) selon les recommandations du fournisseur. L’expression du géne codant ’ALDH2 a
été quantifiée comparativement a 1’expression de génes de référence (ACTB et GAPDH) en
utilisation la méthode du cycle seuil (cycle threshold, Ct) et en considérant la différence des Ct
(ACt = Ct gene étudié — moyenne géométrique Ct genes de référence). Les différentes
conditions ont été comparées en exprimant le 222t (fold change) des conditions traitées par
rapport a la condition contréle non traitée®®. Les amorces utilisées ont été fournies par Roche et
les séquences étaient les suivantes :

ALDH?2 : (F) cctctatgtggccaacctg, (R) ccaaatccaggcacaatgtt

ACTB : (F) attggcaatgagcggttc, (R) cgtggatgccacaggact

GAPDH : (F) agccacatcgctcagacac, (R) gcccaatacgaccaaatce
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5.2. Extraction des protéines et quantification par western-blot

Les CSM ont été lysées dans 100 uL de tampon de lyse cellulaire NP40 (H20O, NaCl
150 mM, Tris-HCI 50 mM, glycérol 10 %, Igepal CA-630 1%, NaNs 0,01 %) fourni par
Invitrogen, contenant des inhibiteurs de protéase et de phosphatase permettant d’extraire les
protéines cellulaires. Les échantillons additionnés de Laemmli ont été déposés sur un gel pré-
coulé stain free puis les protéines ont été transferée sur une membrane (Bio-Rad Laboratories).
Apres saturation de la membrane (TBS, Tween 0,2 %, protéines de lait 5% durant 1 h a
température ambiante), celle-ci a été incubée durant 12 h a 4 °C dans la solution de saturation
contenant des anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre I’ALDH2 humaine (Proteintech)
dilués au 1/1000°™. Aprés une étape de lavages, la membrane a été incubée 1 h & température
ambiante en présence d’un anticorps secondaire de chévre anti-anticorps de lapin couplé au
fluorochrome StarBright™ Blue 700 (Bio-Rad Laboratories). Les images du gel puis de la
membrane ont été acquises grace au systéme d’imagerie ChemiDoc' (Bio-Rad Laboratories)
en utilisant la technologie stain free qui permet de normaliser la quantité de protéine d’intérét
par la quantité totale de protéine déposée sur le gel et de s’affranchir ainsi d’une protéine de
ménage pour la normalisation. La quantification protéique a été réalisée avec le logiciel Image

Lab™ version 6.0.1 (Bio-Rad Laboratories).

6. Etude du cycle cellulaire des CSM

Le cycle cellulaire a été étudié par cytométrie en flux, sur des noyaux isolés, grace a la
trousse commerciale BD Cycletest™ Plus DNA Reagent Kit (BD Biosciences) selon les
recommandations du fournisseur. Pour cela, 10° cellules ont été fixées et le contenu en ADN a
été marqué grace a de I’iodure de propidium fourni dans le kit. Les données ont été acquises
sur un cytometre en flux BD Accuri™ C6 Plus (BD Biosciences). L’exploitation des résultats
a été réalisée sur le logiciel FlowJo version 10.1 (Leland Standford Jr. University) grace au

module d’analyse du cycle cellulaire en utilisant le modéle de Watson®.
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7. Etude de la capacité clonogénique des cellules stromales

meésenchymateuses

La capacité clonogénique des CSM peut étre établie par 1’étude des CFU-F qui sont des
progéniteurs adhérents des CSM. 250 cellules ont été ensemencées en flasques (Falcon™) de
25 cm2 en milieu CSM. Les colonies ont été cultivées durant 10 j a 37 °C sous 5 % de CO; avec
un changement de milieu de culture 3 j aprés I’ensemencement. Au 10°™ jour, les CFU-F ont
été fixées avec du méthanol (Sigma-Aldrich) puis colorées au Giemsa (Sigma-Aldrich). La
taille et la morphologie des colonies ont ensuite été observées grace a un microscope a contraste
de phase Leica DMi8.

8. Quantification du niveau d’espéces réactives de I’oxygeéne

La quantification des ROS a été réalisee par marquage des cellules avec du 5-(and-6)-
chloromethyl-2’, 7 -dichlorodihydrofluorescein diacetate, acetyl ester (CM-H.DCFDA,
Invitrogen), une sonde moléculaire permettant de détecter un large spectre de ROS
intracellulaires et principalement le peroxyde d’hydrogéne (H20,). Les cellules (1,5.10° par
condition) ont été lavées en tampon X-Vivo" (Lonza) puis marquées par 5uM de
CM-H.DCFDA. Un contrdle non marqué (DMSO) a été effectué en parallele pour chaque
condition. Apres une incubation de 10 min a 37 °C, le culot a été lavé puis repris dans du PBS
avant passage immédiat sur un cytometre en flux BD Accuri™ C6 Plus. La moyenne
géometrique de fluorescence du CM-H>DCFDA a été mesuree et normalisée par la fluorescence
de I’échantillon non marqué (DMSO) pour chaque condition. L’exploitation des résultats a été
réalisée sur le logiciel FlowJo version 10.1. Des essais préalables ont permis de vérifier qu’il
n’existait aucune interférence entre les pesticides aux concentrations utilisées et 1’émission de

fluorescence du CM-H>DCFDA.

53



9. Etude du métabolisme énergétique par technique Seahorse

Aprés 21 j d’exposition au Mn ou aux pesticides, 4.10* CSM viables ont été déposées en
triplicats dans une plaque 96 puits adaptée (Seahorse Cell Culture Plates) et incubées 12 h de
facon a les laisser adhérer au fond des puits. L’étude de la phosphorylation oxydative et de la
glycolyse a été réalisée grace a 1’analyseur métabolique Seahorse XF96 Extracellular Flux
Analyzer (Agilent) qui mesure a intervalle régulier le taux de consommation d’oxygéne (0Xygen
consumption rate, OCR) et le taux d’acidification extracellulaire (extracellular acidification

rate, ECAR) dans le milieu de culture d’une monocouche de cellules vivantes®.

L’OCR, un indicateur de la respiration mitochondriale, est mesuré tout au long de
I’expérimentation au cours de laquelle sont injectées de facon séquentielle dans le milieu de
culture 4 drogues (fournies par Merck) permettant de déterminer parallélement les principaux
parametres respiratoires et glycolytiques des cellules étudiées. La premiére injection de glucose
permet de mesurer la somme de la respiration basale associée a la consommation d’oxygéne
indépendante de la mitochondrie. L’oligomycine, injectée par la suite, inhibe I’ATP synthase
et entraine une diminution de la consommation d’O2 permettant de calculer par soustraction la
part de consommation d’O> liée a la production d’ATP. Le 2,4-dinitrophénol (DNP), un agent
découplant, perfore le feuillet interne de la membrane mitochondriale et entraine une fuite
massive de protons compensée par I’activation maximale de la chaine respiratoire (complexes
| & IV) permettant de déterminer la consommation d’O, maximale (respiration maximale).
Enfin, la derniére injection d’antimycine A et de roténone bloque totalement la chaine de
transport d’¢électrons en inhibant les complexes | et Il et permet de déterminer la respiration

non-mitochondriale ainsi que la fuite de protons.

En paralléle, la mesure de ’ECAR permet de déterminer les paramétres glycolytiques gréace
aux 4 mémes drogues qui activent et potentialisent la glycolyse. Avant la premiére injection de
glucose, ’ECAR est liée a ’acidification non glycolytique, soit toutes les autres réactions
enzymatiques responsables d’une diminution du pH extracellulaire. L’injection en exces de
glucose, substrat de la glycolyse, permet de calculer par soustraction 1’acidification
correspondant & la glycolyse basale. L’inhibition de I’ATP synthase par 1’oligomycine lors de
la deuxiéme injection provoque une augmentation de la glycolyse au maximum des capacités

cellulaires et permet de mesurer la capacité glycolytique maximale. La réserve glycolytique
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peut ensuite étre déterminée par soustraction entre la capacité glycolytique maximale et la

glycolyse basale (Figure 14).
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Figure 14 : Détermination des principaux parametres respiratoires et glycolytiques grace a I'utilisation de
drogues inhibant la respiration mitochondriale (Seahorse).

Détermination des (a) principaux paramétres de la respiration mitochondriale par la mesure de I’OCR et (b) des
principaux parametres de la glycolyse par la mesure de ’ECAR. (c) Représentation schématique de la chaine de
transport d’électrons mitochondriale et des sites d’action des différentes drogues utilisées au cours de
I’expérimentation.

10. Repreésentations graphiques et analyses statistiques

Les résultats ont été exprimés sous la forme de moyennes + erreur standard de la moyenne.
Les représentations graphiques et les tests non-paramétriques de Friedman suivi de tests de
comparaison multiple de Dunn, utilisés pour les analyses statistiques, ont été réalises avec le

logiciel GraphPad Prism version 7.03 (GraphPad Software).
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PARTIE 3 : RESULTATS
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1. Exposition des CSM médullaires primaires a de faibles doses de

manebe et de mancozebe durant 21 jours

1.1. L’exposition au manébe ou au mancozébe diminue le nombre de CSM

viables

Le nombre total de cellules vivantes obtenues apres 21 j de traitement par le cocktail de 7
pesticides, par le manebe seul, le mancozébe seul ou un cocktail des 5 autres pesticides a été
calculé pour chaque condition. Par comparaison a la condition contrdle (100 %), le taux
d’amplification des CSM ¢était significativement diminué apres I’exposition au cocktail complet
(%ADI : 63% +7,0%, p=0,028; ADI: 46 % +5,2%, p=0,0027 ; 3ADI : 13 % * 3,3 %,
p < 0,001), aux concentrations ADI et 3ADI de manébe seul (ADI : 57 % £ 9,5 %, p = 0,015 ;
3ADI: 49% +11%, p=0,0020) ou a la concentration 3ADI de mancozébe seul
(34% £7,5%, p<0,001). L’exposition au cocktail des 5 autres pesticides semblait étre
responsable d’une tendance a la diminution de 1’amplification des CSM en culture. La
diminution de I’amplification des CSM a la dose la plus faible (%ADI) n’était significative que
lorsque celles-ci étaient exposees au cocktail complet (Figure 15). Les résultats concernant le
cocktail complet concordaient avec ceux précédemment publiés®®®. La viabilité cellulaire

(exclusion du bleu trypan) était supérieure a 90 % dans toutes les expérimentations.
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Figure 15 : Le nombre de CSM viables est diminué aprés 21 j d’exposition a de faibles doses de pesticides.
Le nombre de CSM viables a été quantifié aprés 21 j d’exposition. Le cocktail complet de 7 pesticides (manébe,

mancozébe, iprodione, imazalile, chlorpyrifos éthyle, diazinon et diméthoate), le manébe seul, le mancozébe seul
et un cocktail des 5 autres pesticides (5X : iprodione, imazalile, chlorpyrifos éthyle, diazinon et diméthoate) ont
été utilisés. Le nombre de CSM viables est modérément diminué apres exposition au manébe ou au mancozébe
seul sans atteindre I’effet du cocktail complet (n = 5).Les données sont présentées sous la forme de moyenne +

erreur standard de la moyenne. *, p < 0,05 ; **, p < 0,005 ; ***, p < 0.001 ; test de Friedman suivi d’un test post-

hoc de Dunn.
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1.2. L’exposition au manébe ou au mancozébe induit une augmentation

de la sénescence des CSM

De précédentes études réalisées par Hochane et al. et par 1’équipe LNOx ont révélé une
augmentation de la sénescence des CSM exposées au cocktail de 7 pesticides®* ¢, Dans le but
de clarifier I’implication des différents pesticides dans cet effet, 1a sénescence cellulaire a été
quantifiée par la numération du nombre de cellules positives pour I’activité B-galactosidase en
méthode cytochimique (métabolisation du substrat chromogene X-gal). Par rapport a la
condition contréle (100 %), le nombre de cellules sénescentes était plus élevé quel que soit la
condition d’exposition aux pesticides, avec une variabilité relativement importante entre les
experimentations (Figure 16a). Une évaluation de la sénescence, par immunofluorescence et
acquisition des images par microscopie confocale, a confirmé 1’augmentation de la sénescence
dans les cellules exposées a la dose la plus élevée (3ADI) de manébe seul, mancozébe seul ou

mélange des 5 autres pesticides (Figure 16b).
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Figure 16 : La sénescence des CSM est augmentée apreés 21 j d'exposition a de faibles doses de pesticides.
Le manébe seul, le mancozebe seul et le cocktail des 5 autres pesticides (5X) ont été utilisés aux doses %ADI,
ADI et 3ADI. (a) L’activité -galactosidase dans les CSM montre un nombre plus important de cellules positives
apres 1’exposition aux pesticides (n = 3) et (b) I’immunofluorescence anti-B-galactosidase confirme ces résultats
(barre d’échelle : 20 uM). Les données sont présentées sous la forme de moyenne + erreur standard de la
moyenne.
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1.3. L’exposition au manébe ou au mancozébe diminue P’expression de

I’ALDH2 dans les CSM

De précédents travaux de 1’équipe LNOx réalisés sur des CSM exposées au cocktail de 7
pesticides ont mis en évidence une diminution de 1’expression de I’ALDH2, une enzyme
impliquée dans le métabolisme de 1’acétaldéhyde. L’implication du manébe seul et du
mancozébe seul dans la modulation de I’expression de cette enzyme a été quantifiée par PCR
quantitative apres rétrotranscription. Par rapport a la condition contréle (100 %), I’exposition
au manebe seul et au mancozebe seul entraine une diminution de I’expression du géne ALDH?2
(Figure 17a), sans qu’une relation dose-effet puisse clairement étre identifiée. Cette diminution
de ’ALDH2 a éte confirmée au niveau protéique grace a une quantification par western-blot
(Figure 17b et 17c).
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Figure 17 : L'ALDH2 est diminuée apres 21 j d’exposition des CSM au manébe ou au mancozébe a faibles
doses.

Les CSM ont été exposees durant 21 j au manebe seul ou au mancozébe seul. (a) L’analyse de 1I’expression
relative de I’ALDH?2 indique une diminution de I’ARNm ADLH2 dans les CSM exposées aux dithiocarbamates
(n=4). Les données sont présentées sous la forme de moyenne + erreur standard de la moyenne. (b) La
quantification protéique par western-blot révéle aussi une diminution importante de I’ALDH2 (n=2). Le trait noir
horizontal représente la moyenne pour chaque condition. (c) Photographie de la membrane de western blot,
technique stain free (Bio-Rad Laboratories) (Ctr : contrdle).

59



2. Exposition des CSM meédullaires primaires a de faibles doses de

manganese durant 21 jours

Le man¢be et le mancozeébe sont deux pesticides instables dans I’environnement et qui libérent
du Mn. L’effet de faibles concentrations de Mn a donc été étudié afin de déterminer la part de

toxicité liée a ce métal.

2.1. L’exposition au manganese diminue le nombre de CSM viables ainsi

gue leur capacité clonogénique

Le nombre total de cellules vivantes obtenues apres 21 j d’exposition par le Mn, le manébe
seul & la dose 3ADI ou le mancozébe seul a la dose 3ADI a été calculé pour chaque condition
et normalisé par rapport a la condition controle (H20 pour les conditions exposées au Mn et
DMSO pour les conditions exposées au manebe ou au mancozebe). Par rapport a la condition
controle (100 %), le taux d’amplification des CSM était diminué de fagon dose-dépendante lors
de I’exposition aux faibles concentrations de Mn (0,72 UM ; 2,25 uM ; 6,75 UM) et une
diminution significative et plus importante a la concentration de 100 uM (31 % * 12 %,
p = 0,033). La diminution du taux d’amplification lors de 1’exposition au manebe seul et au
mancozebe seul a la dose 3ADI (28 % +10%, p=0,0027; 30 % + 11 %, p = 0,0046)
confirmait les résultats précédemment présentés au chapitre 1.1 de ce manuscrit (Figure 18a).
La viabilité cellulaire (exclusion du bleu trypan) était supérieure a 90 % dans toutes les

experimentations.

L’observation au microscope a contraste de phase des cellules adhérentes a révélé une
modification de la morphologie des CSM exposeées a la dose la plus élevée de Mn (100 uM),
de manébe ou de mancozebe (3ADI) avec une augmentation de leur taille et une amplification

modérée de leur cytoplasme (Figure 18b).
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Figure 18 : Le nombre de CSM viables est diminué aprés 21 j d'exposition & de faibles concentrations de
manganese.
(a) La numération cellulaire (exclusion du bleu trypan) indique une diminution du nombre de CSM viables avec
une relation effet-dose lors d’une exposition au manganése (n=5). Les données sont présentées sous la forme de
moyenne + erreur standard de la moyenne. *, p < 0,05 ; **, p < 0,005 ; test de Friedman suivi d’un test post-hoc
de Dunn. (b) Les images des CSM adhérentes montrent une diminution de la confluence et une augmentation de
leur taille aprés 21 j d’exposition aux doses les plus élevées de manganése, de manebe et de mancozebe
(microscopie a contraste de phase, x40).
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La capacité clonogénique des CSM a été étudiée par culture des CFU-F. Il a ainsi été mis
en évidence une diminution de leur capacité clonogénique, avec une a deux colonies observées
quelque soient les conditions, de taille tres réduite pour celles exposées aux faibles
concentrations de Mn. De plus, les cellules constituant les colonies exposées au Mn possédaient
une taille supérieure a celles de la condition contr6le, nettement visible & la concentration de
6,75 uM (Figure 19).

MnCl,

Contrdle (H,0) 0,72 uM 2,25 uM 6,75 yM

Figure 19 : La capacité clonogénique des CSM est diminuée aprés 21 j d’exposition a de faibles
concentrations de manganeése.
Les faibles concentrations de manganése entrainent une diminution de la capacité clonogénique du nombre de
cellules constituant les colony forming unit fibroblast (CFU-F). De plus, la morphologie cellulaire (augmentation
de taille) est aussi modifiée, notamment pour la concentration de 6,75 UM (barre d’échelle : 50 pM).
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2.2. L’exposition au manganese ne semble pas modifier le cycle cellulaire

des CSM

Les résultats précédents ont établi qu’une exposition a de faibles doses de Mn était
responsable d’une diminution de I’amplification des CSM et d’une diminution de leur capacité
clonogénique. Dans ce contexte, le cycle cellulaire a été analysé de fagon monoparamétrique
en quantifiant le contenu en ADN par cytométrie en flux. Il n’a pas été retrouvé de modification
significative des différentes phases du cycle cellulaire sur deux expériences indépendantes
(Figure 20a et 20b). Le nombre de cellules en apoptose tardive (hypoploidie pré-G1) n’était pas

modifié quelle que soit la condition d’exposition.
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Figure 20 : Le cycle cellulaire des CSM ne semble pas modifié apres 21 j d’exposition a de faibles doses de
manganeése, de manébe ou de mancozébe.
(a) Les expériences n°1 et n°2 montrent des résultats peu différents du contréle. (b) Les histogrammes de
fluorescence de I’iodure de propidium ne sont pas modifiés par le manganése, quelle que soit la dose, ni par les
pesticides a la dose 3ADI.
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2.3. Les faibles doses de manganése semblent améliorer le fonctionnement
mitochondrial des CSM

Le Mn est un élément métallique principalement stocké dans les mitochondries et il
possede de nombreux roles au sein de diverses protéines, dont I’enzyme antioxydante MnSOD.
Son impact sur le métabolisme oxydatif et énergétique de CSM exposées durant 21 j a des
concentrations croissantes de Mn, ou a la dose 3ADI de manébe seul ou de mancozebe seul, a
donc été étudié.

Une tendance a la diminution des ROS a été mise en évidence par mesure de la fluorescence
relative du CM-H.DCFDA (normalisée par rapport au controle H.O pour les conditions
exposées au Mn et au contr6le DMSO pour les conditions exposées aux pesticides) dans les
CSM exposees a de faibles doses de Mn, tandis que le niveau de ROS semblait proche de la
condition contrdle pour les CSM exposees a la dose 3ADI de manebe ou de mancozébe.
Paralléelement a cette diminution du stress oxydant et par rapport a la condition controle
(0,50 + 0,13 pmol/min/ngADN), une augmentation de la capacité de réserve respiratoire a été
observée pour les CSM exposées aux faibles doses de Mn (0,72 uM:
0,71 £ 0,13 pmol/min/ngADN ;  225uM: 0,69 + 0,09 pmol/min/ngADN ; 6,75 UM :
1,03 £ 0,22 pmol/min/ngADN ; 100 uM : 0,89 = 0,37 pmol/min/ngADN). Les autres
parametres respiratoires ainsi que les parameétres glycolytiques n’ont pas été modifiés par

I’exposition des CSM aux différentes doses de Mn, au manebe seul ou au mancozebe seul.
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Figure 21 : Effets sur le métabolisme oxydatif et énergétique des CSM aprés 21 j d’exposition & de faibles
doses de manganése, de manébe ou de mancozebe.

(a) Le niveau de ROS (reactive oxygen species), quantifié par mesure de la fluorescence relative du
CM-H;DCFDA, est légérement diminué aprés exposition de 21 j au manganése a faible dose (n = 2). Le trait noir
horizontal représente la moyenne pour chague condition. (b) L’augmentation de I’OCR (oxygen consumption
rate) des CSM exposées au manganeése est liée a I’augmentation de la capacité de réserve respiratoire et
témoigne d’une amélioration du fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale. La glycolyse,
quantifiée par la mesure de ’ECAR (extracellular acidification rate) ne semble pas modifiée par I’exposition au
manganese, au manebe ou au mancozébe. Les données sont présentées sous la forme de moyenne + erreur
standard de la moyenne.
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PARTIE 4 : DISCUSSION
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Le lien entre exposition professionnelle a de fortes doses de pesticides et le développement
de différentes hémopathies commence a étre bien établi, notamment en ce qui concerne les
hémopathies lymphoides*®° et plus récemment les LAM®2, L utilisation accrue des pesticides
depuis de nombreuses années dans le milieu agricole entraine une exposition indirecte de la
population générale a une multitude de résidus de ces produits via 1’ingestion d’aliments ou
d’eau de boisson contaminés. De plus, de précédents travaux réalisés dans un modeéle in vitro
de CSM médullaires primaires, ont montré qu’une exposition a un cocktail combinant de tres
faibles doses des 7 pesticides les plus fréquemment rencontrés dans 1’alimentation en France
entrainait une altération morphologique et fonctionnelle des CSM>3°%%¢_ Notre étude s’est donc
intéressée a I’impact de I’imprégnation médullaire par les résidus de manébe et de mancozebe,
deux pesticides présents dans ce cocktail et dépassant le plus souvent la limite maximale
autorisee dans les aliments selon ’EFSA. Ainsi, des CSM medullaires primaires ont éeté
exposées durant 21 j a de faibles doses de ces deux produits puis, dans un second temps, a de

faibles concentrations de Mn, I’un des constituants essentiels du manébe et du mancozéebe.

Dans un premier temps, les conséquences d’une exposition durant 21 j a de faibles doses
de manebe seul ou de mancozebe seul ont été étudiées sur les CSM médullaires primaires. Une
diminution de la prolifération ainsi qu’une augmentation de la sénescence ont été observees,
comme cela a été rapporté dans les précédents travaux sur le cocktail de 7 pesticides®>®6. Afin
de décomposer les effets du cocktail, nous nous sommes intéressés plus particulierement aux
effets du manebe et du mancozebe seuls. L’exposition au manebe, au mancozeébe ou au cocktail
des 5 autres pesticides n’était pas capable d’entrainer une diminution de la prolifération aussi
importante que 1’exposition au cocktail complet. Une tendance a 1’augmentation globale de la
sénescence a aussi été observée lorsque les CSM étaient exposeées au manebe, au mancozebe
ou au cocktail des 5 autres pesticides, sans qu’il ne puisse étre mis en évidence d’augmentation
dose-dépendante, dans la limite du faible effectif utilisé. Or, le phénomene de sénescence
entraine un arrét du cycle cellulaire qui pourrait étre a 1’origine de la diminution de la
prolifération observée dans les conditions exposées aux pesticides. A ce stade, nos résultats ne
permettent pas d’affirmer que les dithiocarbamates représentent les principaux produits
toxiques contenus dans le cocktail et la combinaison des 7 pesticides semble indispensable pour
obtenir les effets biologiques maximaux. Or, les hautes autorités ne prennent pas en compte ces

effets additifs et déterminent une ADI individuelle pour chaque pesticide36188,
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Les précédents travaux de Foucault et al. ont aussi mis en évidence une diminution de
I’expression et de 1’activité de I’ALDH2, une enzyme impliquée dans le métabolisme de
I’acétaldéhyde, connue pour sa capacité a induire des cassures double brins de I' ADN®®, Dans
notre étude, une diminution de 1’expression de I’ALDH2, confirmée au niveau protéique, a été
observée dans les CSM lorsqu’elles étaient exposées au manebe seul ou au mancozebe seul
sans qu’il ne puisse étre établi de lien statistiquement significatif devant le faible effectif utilisé.
De facon intéressante, les dithiocarbamates sont connus pour leur effet inhibiteur de ’activité
des ALDH dans des neurones de rat et un lien potentiel a été établi dans la physiopathologie
des maladies de Parkinson et d’Alzheimer®2. De plus, le disulfirame, un inhibiteur des ALDH
utilisé en thérapeutique, posséde une structure de type dithiocarbamate®. Ainsi, il serait
intéressant de quantifier ’activité des ALDH et de mesurer les taux d’acétaldéhyde présents au

sein des CSM exposees au manebe ou au mancozebe.

En dehors de la diminution de la prolifération, les travaux publiés par Hochane et al.
mettaient en évidence une orientation plus importante vers la différenciation adipocytaire lors
d’une pré-exposition des CSM au cocktail de 7 pesticide. Or, d’apres les données publiées par
Shafat et al. les adipocytes soutiendraient 1’hématopoiese leucémique en lui fournissant des
substrats énergétiques et un microenvironnement favorable®. Dans ce contexte, il serait
pertinent d’évaluer I’implication du manébe et du mancozébe dans la différenciation

adipocytaire des CSM.

De nombreuses données de la littérature corroborent I’implication des CSM dans le
développement des hémopathies malignes. Aprés avoir observé 1I’impact de faibles doses de
manebe et de mancozebe sur les CSM, il sera donc nécessaire d’étudier les potentiels effets de
ces modifications sur 1’hématopoi¢se normale et leucémique. Ainsi, de premicres données
obtenues au sein de 1’équipe, dans un modele de co-culture de lignées leucémiques au contact
de CSM préalablement exposées au cocktail de 7 pesticides, n’ont pas mis en évidence de
modification de la prolifération ou du cycle cellulaire des cellules leucémiques. De plus amples
études pourraient néanmoins étre menées afin d’évaluer une potentielle modification de la
sensibilité aux chimiothérapies des cellules leucémiques co-cultivées au contact de ces CSM.
Les lignées cellulaires ne semblent cependant pas étre un modéle de choix pour I’étude de ces
tres faibles doses de pesticides car des travaux préalables menés par 1’équipe LNOx n’ont pas

réussi a mettre en évidence de modifications de la prolifération ou du niveau de ROS au sein
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de ces lignées, qui étaient pourtant retrouvées dans les CSM primaires exposées aux pesticides

dans les mémes conditions.

Les résultats obtenus dans notre étude pourraient servir, dans un second temps, a établir
I’impact des pesticides sur I’hématopoiése in vivo. A notre connaissance, il n’existe qu’une
seule étude, menée par Demur et al., sur un modéle murin exposé a de faibles doses d’un
mélange de 3 pesticides (atrazine, chlorpyrifos et endosulfan) ayant mis en évidence une anémie
hémolytique d’origine probablement toxique chez les souris exposées®. Ainsi, un modéle de
souris humanisée (xénogreffe de CSH humaines normales ou leucémiques chez une souris
immunodéficiente) pourrait étre exposé au cocktail de 7 pesticides via 1’alimentation et les
potentielles modifications des parametres sanguins et médullaires pourraient étre évalués a long
terme. Cependant, ce modéele ne permettrait pas I’étude du développement d’hémopathies au
sein d’un microenvironnement médullaire humain et certaines LAM, parmi les moins
agressives, ne pourraient pas étre étudiées en raison de la difficulté de greffe des cellules
leucémiques au sein d’un microenvironnement murin. Ainsi, la récente technique de greffe
« d’osselets humanisés », mise au point par Reinisch et al., permettrait non seulement d’étudier
le développement d’hémopathies au sein d’un microenvironnement humanisé mais aussi
d’étudier I’implication de CSM pré-exposées aux pesticides puis greffées au sein de cet osselet
afin de reconstituer un  microenvironnement imprégné de ces substances

phytopharmaceuticues®.

Dans un second temps, 1’effet de faibles concentrations de Mn sur les CSM médullaires
primaires a été etudié. Le Mn est un oligoélément essentiel au métabolisme cellulaire mais il
posséde aussi des effets toxiques bien décrits dans la littérature lors d’expositions chroniques a
des doses plus élevées®®. Il représente approximativement 21% du poids du manébe et du
mancozebe et il pourrait jouer un role dans la toxicité de ces fongicides. En effet, d’apres 1’étude
menée par Gunier et al., une quantité accrue de Mn a été détectée dans des échantillons de
poussiére préleves au sein d’habitations situées a proximité d’installations agricoles qui
utilisaient des fongicides contenant du Mn®. De plus, Ferraz et al. ont rapporté les cas de deux
agriculteurs exposés au manebe ayant présenté un syndrome parkinsonien identique a celui
retrouvé lors d’une exposition professionnelle chronique au Mn®. Enfin, de récents travaux
effectués par 1’équipe de P. Loyer (UMR1241, Rennes) semblaient attribuer une partie de I’effet
toxique au Mn contenu dans ces pesticides. Ainsi, les effets d’une exposition durant 21 j a de

faibles doses de Mn ont été étudiés sur les CSM médullaires primaires. Nos résultats mettent

69



en évidence une diminution dose-dépendante de la prolifération ainsi que des modifications
morphologiques avec une augmentation de la taille des CSM, sans modification de leur
viabilité. L’étude de la sénescence, quantifiée par méthode cytochimique dans les cellules
exposées au Mn, n’a pas pu étre exploitée car la B-galactosidase est une enzyme activée par des
cations divalents métalliques dont le Mn?*. Cette activation a notamment été décrite chez les
bactéries dont la B-galactosidase est utilisée dans des procédés de 1’industrie agroalimentaire
(production de lait sans lactose)®”*®. Ainsi, lors d’expériences préliminaires réalisées sur des
CSM exposées a de faibles doses de Mn, il a été observé une augmentation tres importante de
la sénescence pour toutes les conditions, probablement liée a 1’activation accrue de la -
galactosidase par le Mn?*. Par ailleurs, si nos résultats n’ont pas permis d’objectiver une
potentielle augmentation de I’activité de la B-galactosidase, une étude pourrait étre réalisée par
immunofluorescence afin de s’affranchir de I’augmentation artéfactuelle de son activité
enzymatique. De plus, I’observation d’un arrét du cycle cellulaire, une caractéristique de la
sénescence®, pourrait expliquer la diminution de la prolifération observée pour les cellules
exposées au Mn. Ainsi, une étude du cycle cellulaire sur des noyaux isoleés de CSM a été réalisee
mais les résultats de deux expériences indépendantes n’ont pas permis de conclure a une
augmentation du nombre de cellules en phase GO/G1. Il sera donc nécessaire d’augmenter
I’effectif de cette étude et d’analyser d’autres marqueurs (i) a I’origine du phénoméne de
sénescence (cassures de I’ADN) ou (ii) liés aux consequences des cassures de 1’ADN
(augmentation de I’expression de la CKI p21, dosage des cytokines sécrétées par les cellules
sénescentes telles que 1’1L-6)%°.

Le Mn est connu pour son role pro-oxydant car il perturbe le fonctionnement de certains
complexes de la chaine respiratoire mitochondriale. Dans le but d’évaluer I’effet de faibles
concentrations de Mn sur le métabolisme oxydatif et énergétique, le niveau de ROS a été
quantifié par mesure de la fluorescence du CM-H,DCFDA par cytométrie en flux. Une
diminution dose dépendante des ROS a été observée lorsque les CSM étaient exposees aux
concentrations les plus faibles de Mn (0,72 uM ; 2,25 uM et 6,75 uM) alors que le manebe et
le mancozebe ne semblaient pas modifier le niveau de ROS. Afin d’explorer I’origine de cette
modification, le métabolisme énergétique des CSM a été analysé grace a la technique Seahorse
qui permet de déterminer les principaux parameétres respiratoires et glycolytiques cellulaires.
Ainsi, les faibles concentrations de Mn étaient responsables d’une augmentation de la capacité
de réserve respiratoire, traduisant une amélioration du fonctionnement global de la chaine

respiratoire mitochondriale. Une étude réalisée en 2018 s’est intéressée aux modifications du
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métabolisme énergétique d’une lignée cellulaire de glioblastome humain exposée au Mn de
facon aigue. Les auteurs n’ont pas retrouvé de modification des paramétres respiratoires ou
glycolytiques apres une exposition instantanée & 50 UM de Mn, une concentration bien
superieure a celles utilisées dans notre étude. De fagon intéressante, ils ont aussi étudié 1I’impact
d’une exposition aigue a 50 UM de manébe ou a 50 uM de nabam, un dithiocarbamate ne
contenant pas du Mn mais du sodium. L’exposition au manébe était responsable d’une
augmentation de la fuite de protons et d’une augmentation de la respiration non-mitochondriale
entrainant une diminution de la capacité de réserve respiratoire. En revanche, il n’était pas
observé d’effet significatif du nabam sur les paramétres respiratoires'®. Ainsi, il semble que
I’interaction entre la structure dithiocarbamate et le Mn soit indispensable pour générer un effet
toxique a I’origine d’un découplage de la respiration mitochondriale dans les cellules exposees

a une dose élevée de manebe.

Dans le modéle étudié dans ce manuscrit, les concentrations en Mn utilisees étaient
beaucoup plus faibles et la diminution du niveau de ROS ainsi que I’amélioration du
fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale pourraient s’expliquer par une activité
accrue de la MnSOD. En effet, dans une étude menee sur le diabéte, une augmentation de
I’activité de la MnSOD a été décrite dans des cellules endothéliales de veine ombilicale
humaines lorsque celles-ci étaient exposées a des concentrations de 5 UM et de 10 UM de Mn.
Cette activité¢ accrue de la MnSOD ¢était alors responsable d’une diminution du niveau de
ROS, Ainsi, le Mn seul aux concentrations utilisées dans notre étude semble plutdt jouer un
réle anti-oxydant. Il serait intéressant de mesurer I’activité de la MnSOD dans les CSM
exposées au Mn afin d’objectiver sa potentielle augmentation a I’origine de 1’effet anti-oxydant.
De plus, la réponse a un stress oxydant induit dans les CSM préalablement exposées aux faibles
concentrations de Mn pourrait étre étudiée en quantifiant le niveau de ROS a I’aide de sondes
moléculaires telles que le CM-H:DCFDA (plus spécifique du H.O) et le MitoSOX™
(Invitrogen, plus spécifique de O2*). L’expression des genes cibles de Nrf2 ainsi que
I’expression de genes antioxydants (« antioxydogramme ») pourraient également étre étudiées

afin de mettre en évidence une potentielle réponse moléculaire des CSM a ce stress'%2,

A I’heure actuelle, les effets de ces trés faibles doses de pesticides sur la santé humaine ne
sont toujours pas connus méme si certaines données commencent a émerger. Le choix des
concentrations utilisees dans les modeéles in vitro s’avére de plus un facteur confondant majeur.

En effet, les auteurs se basent sur des enquétes alimentaires permettant de déterminer les apports
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journaliers quotidiens d’une population en pesticides a partir de la quantification de leurs
résidus au sein d’un échantillon de produits alimentaires, sans tenir compte de 1’eau de boisson.
Cet apport journalier (exprimé en mg/kg de poids corporel/jour) est ensuite converti par les
auteurs de ces études en concentration utilisée dans les milieux de culture. De plus, les modeles
in vitro ne tiennent pas compte de la toxicocinétique de ces produits, en particulier des étapes
d’absorption et de métabolisation potentielle. Ainsi, les concentrations auxquelles nous avons
exposées nos CSM pourraient ne pas refléter I’imprégnation réelle du microenvironnement
médullaire. Dans ce contexte, les concentrations en pesticides pourraient étre quantifiées a partir
des échantillons de moelle osseuse de sujets sains utilisés dans notre étude et prélevés dans le
cadre du protocole HEALTHOX.

Les travaux réalisés dans notre €étude ont permis d’obtenir les premicres données
concernant I’effet spécifique des dithiocarbamates (en particulier le manébe et le mancozebe) a
faibles doses sur les CSM, 1’un des composants cellulaires majeurs du microenvironnement
médullaire. Ces premiers résultats semblent confirmer les effets néfastes d’un cocktail de
résidus de pesticide présents dans 1’alimentation et ouvrent de nombreuses perspectives sur la
caractérisation des anomalies phénotypiques et moléculaires induites par 1’exposition de la
population générale & de trés faibles doses de produits phytopharmaceutiques. A terme, ils
devraient contribuer a 1’acquisition de nouvelles connaissances concernant I’impact des
pesticides sur I’hématopoiése et leur éventuelle implication dans le développement

d’hémopathies malignes.
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PARTIE 5 : CONCLUSION
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Les résultats obtenus dans cette étude ont reproduit, dans une moindre mesure, les effets
cellulaires (diminution de la prolifération et augmentation de la sénescence) précédemment
observés dans les travaux de Hochane et al. et Foucault et al. De plus, la diminution de
I’expression de I’ALDH2 a aussi été retrouvée dans les CSM exposees a de faibles doses de
manébe seul ou de mancozébe seul. Des analyses complémentaires devront étre menées afin de
confirmer les conséquences d’une telle exposition en termes de cassures doubles brins de
I’ADN et de recrutement de la machinerie de réparation. Ces premiers résultats semblent
néanmoins confirmer les effets additifs et déléteres des nombreux résidus de pesticides
omniprésents dans I’alimentation, auxquels la population générale est quotidiennement

exposée.

Le Mn, connu pour étre un toxique mitochondrial entrainant la génération de ROS, semble
plutdt jouer un réle anti-oxydant aux doses utilisées dans cette étude. Cet effet anti-oxydant
pourrait expliquer I’amélioration du fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale et
I’augmentation de la capacité de réserve respiratoire dans les CSM exposées aux faibles doses
de Mn. Le mécanisme suspecté pourrait ainsi étre lié a une augmentation de 1’activité de la
MnSOD, premiere étape de la détoxification des ROS, dont le fonctionnement pourrait étre

quantifié lors de futures expérimentations.

Enfin, méme si les données de la littérature ne permettent pas a I’heure actuelle de
confirmer I’impact des faibles doses de pesticides sur la santé humaine, de nombreux arguments
mettent en évidence des mécanismes potentiellement impliqués dans cette toxicité. Ainsi,
I’absence de preuve formelle de la toxicité des pesticides au sein de la population générale
exacerbe les controverses qui entourent la réglementation et 1’utilisation de ces produits.
Néanmoins, de nhombreuses recommandations, reposant sur un principe de précaution, ont été
émises et le lavage, 1I’épluchage ou la cuisson des légumes font partie des moyens les plus

efficaces pour limiter notre exposition a ces produits®,
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Annexe 1

Classement des pesticides par le CIRC

Les molécules cancérogénes chez I’Homme ont été classées par le CIRC en différentes
catégories selon les études réglementaires, mécanistiques et épidemiologiques :

- Groupe 1 : I’agent est cancérogeéne pour I’Homme.

- Groupe 2A : I’agent est probablement cancérogene pour I’Homme.

- Groupe 2B : I’agent est peut-&tre cancérogene pour I’Homme.

- Groupe 3 : I’agent est inclassable quant a sa cancérogénicité pour I’Homme.
- Groupe 4 : I’agent n’est probablement pas cancérogéne pour I’Homme.

Classement Substance active Famille chimique
Groupe 1 Arsenic et dérivés inorganiques Protection du bois,
fongicide, insecticide
Lindane Insecticide Organochloré
Oxyde d’éthyléne Fumigant Epoxyde
(oxacyclopropane, ...)
Pentachlorophénol Insecticide, protection  Organochloré
du bois
Groupe 2A  Aldrine Insecticide Organochloré
Captafol Fongicide Sulfanilamide
Diazinon Insecticide Organophosphoré
Dibromure d’éthyléne Fumigant Dérivé halogéné
Dichlorodiphényltrichloroéthane Insecticide Organochloré
(DDT)
Dichlorométhane Insecticide Chlorure de méthylene
Dieldrine Insecticide Organochloré
Glyphosate Herbicide Aminophosphonates
glycine
Insecticides non arsenicaux
Malathion Insecticide Organophosphoré
Groupe 2B 1,2-Dibromo-3-chloropropane Fumigant, nématocide  Dérivé halogéné

1,3-Dichloropropene
2,4,6-Trichlorophénol

Acide 2,4-dichlorophénoxyacétique

Aramite

Chlordane
Chlordécone
Chlorophénols

Chlorophénoxy herbicides
Chlorothalonil

Dichlorvos

Heptachlore
Hexachlorobenzéne
Hexachlorocyclohexanes
Mirex

Fumigant, nématocide
Insecticide, protection
du bois

Herbicide

Acaricide

Insecticide
Insecticide
Préservation du bois,
antifongiques,
herbicides
Herbicides
Fongicide
Insecticide
Insecticide
Fongicide
Insecticides
Insecticide

Dérivé halogéné
Organochloré

2-(4-tert-Butylphénoxy)
isopropyl-2-chloroéthyl
sulfate

Organochloré
Organochloré
Organochlorés

Organochloré
Organophosphoré
Organochloré
Organochloré
Organochlorés
Organochloré
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Nitroféne Herbicide Oxyde de
2,4-dichlorophényle et de
4-nitrophényle

Parathion Insecticide Organophosphoré

Sulfallate Herbicide Dithiocarbamate

Tétrachlorvinphos Insecticide Organophosphoré

Toxaphene Insecticide Organochloré

Groupe 3 Aldicarbe Insecticide Carbamate

Amitrole Insecticide Organochloré

Atrazine Herbicide Triazine

Bis(2-chloro-1-méthyléthyl) éther Fumigant Dérivé chloré

Captan Fongicide Dicarboximide

Carbaryl Insecticide Carbamate

Chlordiméforme Acaricide Formamidine

Chlorobenzilate Acaricide Organochloré

Chloroprophame Herbicide Carbamate

Oxyquinoléate de cuivre Fongicide, biocide Quinoléine

Deltaméthrine Insecticide Pyréthrinoides

Diallate Herbicide Thiocarbamate

Dicofol Acaricide Organochloré

Diméthoxane Fongicide 2,4-Diméthyl-6-m-
dioxanyl acétate

Endrine Insecticide Organochloré

Ethyl selenac Fongicide Thiocarbamate

Fenvalérate Insecticide Pyréthrinoide

Ferbame Fongicide Dithiocarbamate

Fluometuron Herbicide Diméthyl-3-[3-
(trifluorométhyl)phényl]
urée

Manébe Fongicide Dithiocarbamate

Méthoxychlore Insecticide Organochloré

Méthyle (bromure de) Fumigant Hydrocarbure aliphatique
bromé

Méthyl carbamate Insecticide Carbamate

Méthyle (iodure de) Traitement du sol Dérivé iodé

Monuron Herbicide Diméthylurée

Pentachloroéthane

Traitement du sol

Hydrocarbure aliphatique
chloré

Perméthrine Insecticide Pyréthrinoide

Piclorame Herbicide Dérivé de I’acide
chloropicolinique

Pipéronyl butoxide Synergiste Benzodioxole

Prophame Herbicide Carbamate

Quintozene Fongicide Pentachloronitrobenzene

Simazine Herbicide Dérivé chloré de la triazine

Terpene polychlorinés (Strobane) Insecticides Organochlorés

Thirame Fongicide Dithiocarbamate

Trichlorfon Insecticide Organophosphoré

Trifluraline Herbicide Toluidine

Zectran (Mexacarbate) Insecticide Carbamate

Zinebe Fongicide Dithiocarbamate

Zirame Fongicide Dithiocarbamate
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Annexe 2

Familles et substances actives impliquées dans les excés de risques significatifs de
leucémies d’aprés I’expertise collective menée par I’Inserm (2021).

Il est & noter que de nombreuses études parmi les plus anciennes ne différencient pas les types
de leucémies et regroupent sous cette appellation des pathologies aussi diverses que les
leucémies lymphoides chroniques, les leucémies aigués myéloides et les leucémies aigués
lymphoblastiques. Les présomptions de liens présentées dans le tableau ci-dessous concernent
donc une combinaison de ces pathologies.

Famille Populations concernées Présomption
Substance actives par un exces de risque d’un lien

Organochlorés

Organochlorés (sans distinction) Applicateurs +
Lindane Applicateurs +
DDT Applicateurs +
Heptachlore Applicateurs +
Chlordane + heptachlore Applicateurs +
Toxaphéne Agriculteurs +
Organophosphorés

Chlorpyrifos Applicateurs +
Diazinon Applicateurs +
Fonofos Applicateurs +
Malathion Agricultrices +
Terbufos Applicateurs +
Carbamates/Thiocarbamates/Dithiocarbamates

S-éthyl-dipropylthiocarbamate (EPTC) Applicateurs +
Mancozébe Agriculteurs +
Pyréthrinoides

Deltaméthrine Agriculteurs +

Chloroacétanilides

Quvriers en industrie
Alachlore . +
de production

Aminophosphonate glycine
Glyphosate Agriculteurs +

+ présomption moyenne, d’apres les résultats d’une cohorte ou d’une étude cas-témoins nichée.

+% présomption moyenne, d’aprés les résultats de la méta-analyse de trois cohortes d’agriculteurs
(Agricoh).

+ présomption faible, d’apres les résultats suggérés pour les LAM dans une cohorte.
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Annexe 3

Concentrations en pesticides utilisées dans les milieux de culture.

Concentrations finales dans les milieux de culture (uM)

%ADI ADI 3ADI
Manébe 0,730 2,262 6,785
Mancozebe 0,720 2,251 6,754
Iprodione 0,010 2,181 6,542
Imazalile 0,070 1,009 3,028
Chlorpyrifos éthyle 0,010 0,342 1,027
Diazinon 0,003 0,008 0,024

Diméthoate 0,010 0,052 0,157
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