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INTRODUCTION

| ntroduction

Les cancers sont un probléme majeur de santé publique, ils représentent |a deuxieme cause

de mortalité et de morbidité mondiale.

Les tumeurs cérébrales qui résultent d’une transformation néoplasique des cellules du
systéme nerveux, représentent 2 % de la globalité des cancers. Contrairement au pays développés

ces tumeurs sont plus fréquentes dans les pays en voie de développement.

En effet, en Algérie les tumeurs cérébrales sont classées selon I’OMS au 6°™ rang en
termes d’ incidence et 5°™ en termes de mortalité. En plus de I’incidence importante, ces tumeurs
présentent un age médian d’ apparitions de 47ans, age relativement précoce par rapport au niveau
mondia qui est de 58ans (GL OBOCON, 2012).

Actuellement, les facteurs de risques des tumeurs cérébrales sont mal établis. De ce fait,
cette augmentation de I'incidence ainsi que la précocité d apparition de ces tumeurs, laissent
suggérer I'implication de facteurs génétiques, mais aussi de fagcon importante des facteurs
environnementaux, notamment les agents viraux (CMV) et des agents chimiques tels que les

pesticides.

L’ Algérie est considérée comme |’un des pays qui consomment le plus de pesticides au
monde, cette utilisation accrue des produits phytosanitaires pourrait avoir des effets néfastes sur

la santé publique, notamment dans I’ apparition de certain cancer dont les tumeurs cérébrales.

Afin d' évalué larelation entre |’ exposition aux pesticides et I'initiation et/ou la progression
des tumeurs cérébrales, nous avons réalisés des xénogreffes de cellules tumorales du sous type
histologique le plus agressif des tumeurs cérébrales, a savoir le glioblastome, dans des souris
immunocompétentes traitées avec un mélange de pesticides, composé de chlorpyriphos-éthyl, N-
(phosphonométhyl) glycine (glyphosate) et le dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT).
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

.1 Tumeurscérébrales

Les tumeurs cérébrales constituent un ensemble de pathol ogies bénignes ou malignes. Elles
résultent d’un déséquilibre de I’hémostasie cellulaire avec une diminution de |’ apoptose et une
augmentation de la prolifération des cellules du systeme nerveux central (SNC). Les tumeurs
cérébrales peuvent étre primitives c'est-a-dire qu'elles se développent a partir des cellules du
cerveau, ou secondaires autrement appelées métastases dont I’ origine tissulaire est autre que
cérébrale (poumons, seins, reins...) (Janati Idrissi M, 2015).

[.1.1 Epidémiologie destumeur s cér ébrales

Bien que peu fréquentes (moins de 2% de la globalité des cancers), les tumeurs cérébrales
sont néanmoins agressives. En effet, selon I’organisation mondiale de la santé (OMS), les
tumeurs cérébrales sont au 17™ rang en termes d’ incidence (3.4/100000) et au 12™ rang en
termes de mortalité (GL OBOCAN., 2012). Avec un sexe-ratio (/%) de 1.4 :1, elles sont adors
plus fréquentes chez les méles. Elles représentent |a pathol ogie cancéreuse la plus fréquente chez
I’ enfant apres les leucémies.

En Algérie, les tumeurs cérébrales semblent étre plus fréguentes, car les données del’OMS
montrent une incidence de 5,4/100000 habitants, ce qui les place au 6éme rang en termes
d incidence et 5éme en termes de mortalité. De plus, cette incidence semble plus importante par
rapport aux autres pays maghrébins (GLOBOCAN., 2012), ce qui fait de ces tumeurs un
probléme de santé publique majeur en Algérie.

D’ apres les éudes épidémiol ogiques menées notamment au niveau de la région de Bejaia,
I"incidence et I'&ge médian d apparition des tumeurs cérébrales sont respectivement de
7.16/100000 et de 47ans, (Khireddine L et al., 2017), une incidence trois fois supérieure et un
age relativement précoce (58ans) par rapport au niveau mondia selon la Surveillance,
Epidemiology, and End Results (SEER).

|.1.2 Classification destumeurs cérébrales

Il existe plusieurs classifications des tumeurs cérébrales, elles se basent sur plusieurs
parametres. Néanmoins, la classification la plus répandue est la classification de I’OMS (L ouis
et al., 2007), Celle-ci s appuie sur des critéeres histologiques ainsi que sur le grade de malignité et
plus récemment sur |’aspect moléculaire. Les critéres histologiques tiennent compte du type
cellulaire d’'origine et du grade, adlant de | (moins agressif) jusqu'au IV (plus agressif) qui est

défini par lavitesse d’ évolution et I’ agressivité.
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Selon les deux critéres cités (histologie, grade de malignité), trois grandes familles des
tumeurs cérébrales se dessinent :

e Les tumeurs neuro-épithéliales: Tumeurs cérébrales les plus fréquentes. Elles sont
d origine neuronale et/ou gliadle. Les gliomes représentent les types histologiques
caractéristiques de ce groupe.

e Lestumeursdes nerfs périphériques: autrement appel ées schwannome ou neurinome,
elles se développent a partir des nerfs craniens ou spinaux et plus précisément au niveau
des cellules de schwannes.

e Les tumeurs des méninges: Ce sont majoritairement des méningiomes. Elles se
développent a partir des méninges et plus spécifiquement a partir de la membrane
arachnoidienne. |1 existe des méningiomes de grade l, 11 et 11 (Leh B, 2011).

Comme cité précedemment, |I’émergence d une nouvelle classification baseée sur les
critéres moléculaires a permis |I’amélioration des moyens de diagnostic et de pronostic et donc
une meilleure prise en charge des tumeurs cérébrales. L'un des principaux marqueurs
moléculaires intégrés dans cette classification est les marqueurs IDH, un marqueur
caractéristique des gliomes
(Louiset al., 2016).

I.1.3 Lesgliomes

Les tumeurs gliales autrement appelées gliomes regroupent tous les types de tumeurs
cérébrales ayant pour origines des cellules gliales. Avec environ 60% des tumeurs cérébrales
primitives intracraniennes, elles sont considérées comme éant le type le plus fréquent. Selon
I’'OMS les gliomes sont divisés en trois classes: Astrocytomes/Oligodendroglioles/
Oligoastrocytomes (Tableau I).

Tableau | : classification des gliomes selon I’OMS.
Tableau adapté de (Lacave R et al., 2005)

Célulesgliales Gradel Gradell Gradelll GradelV
Astrocyte Astrocytome Astrocytome de Astrocytome Glioblastome
Pilocytique diffus anaplasique Multiforme
Oligodendrocyte Oligodendrogliome | Oligodendrogliome | Glioblastome
de bas grade anaplasique Multiforme
Mixte : astrocyte Oligo-astrocytome | Oligo-astrocytome
Et oligodendrocyte
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Dans notre travail on développerales caractéristiques cellulaires et moléculaires des
tumeurs gliales et plus précisément celles des glioblastomes.
.2 Glioblastomes

Considérés comme étant astrocytomes de grade 1V, les glioblastomes ou glioblastomes
multiformes (GBM), sont des tumeurs cérébrales malignes représentant plus de 50% des

gliomes, faisant d' elle le sous type histologique gliae le plus fréquent (Figure 1).

Autres gliomes

OligodendrogliomeS

Glioblastomes

Astrocytomes

Figure 1 : Répartition des différents types de gliomes.

Les glioblastomes représentent plus de la moitié des cas de gliomes. Figure adaptée du central Brain Tumor Resetry
of the united Sates (CBTRUS).

Les GBM sont des tumeurs avec un fort pourvoir, néo-angiogénique, prolifératif et invasif.
Ce qui fait d’elles le sous-type histologique de mauvais pronostic avec un fort taux de mortalité
et morbidité (médiane de survie de 10 a 14 mois) (Lai Y et al., 2017). lls sont localisés au niveau
de la substance blanche, principalement dans les lobes temporaux et frontaux (Figure 2). 1ls sont
considérés comme étant des tumeurs de I’ adulte a prédominance masculine avec un sexe-ratio
(219) de 1.6 :1 et un &ge médian d’ apparition de 64 ans (Davis M .E, 2016).

Contrairement aux données mondiales, en Algérie |I'age-médian d apparition des
glioblastomes semble étre plus précoce. En effet, celui-ci est de 54ans (Vs 64ans). De plus ils
représentent le deuxieme sous type histologique le plus fréquent juste derriére les méningiomes
(26.23% glioblastome, 33.33 % meéningiomes) (KhireddineL et al., 2017).
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Figure 2 : Illustration de |’ aspect macroscopique et microscopique d un glioblastome. L’ aspect
histologique des glioblastomes se caractérise par une activité mitotique élevé (a) et un foyer de nécrose entouré de
cellulestumorales (b).

[.2.1 Origine des glioblastomes

Deux hypotheses principales ont été décrites sur I’ origine des glioblastomes, la premiere
stipule que les GBM sont issus de cellules souches du cerveau, ils sont dénommeés alors
glioblastome primaire ou de novo, ces derniers représentent le sous type prédominant (90% des
GBM). Alors que la deuxieme hypothese suppose qu’ils proviennent de la transformation de
gliomes (astrocytomes, oligodendroctyomes) de grade Il ou Ill, dans ce cas ils sont appelés

glioblastomes secondaires (Feve M, 2012).

[.2.2 Hétérogénéite des glioblastomes
Les glioblastomes sont des tumeurs hétérogenes, cette hétérogénéite des glioblastomes

peut étre expliqué par deux modéles distincts : un modél e stochastique suggére que toute sous-
population tumorale ala capacité de proliférer et donner naissance a une tumeur. Le modéele
hiérarchique quant alui, stipule qu’ une seule population dite cellule souche cancéreuse en est
capable (Figure 3). En effet, les GBM sont constitués de plusieurs types cellulaires, notamment
des cellules tumorales proliférantes et des cellules souches cancéreuses appel ées cellules souches
de glioblastomes (CSGs). Ces dernieres partagent les mémes caractéristiques que les cellules
souches neurales, car €lles sont indifférenciées, pluripotentes et ont une capacité d’ auto-
renouvellement. Elles possedent également un potentiel tumorgeéne, indispensable pour
I"initiation et le maintien des glioblastomes (Yi Y et al., 2016).

Les CSGs semblent étre a I’origine du mauvais pronostic des GBM car elles sont

résistantes aux différentes thérapies, conduisant a une récidive de ces tumeurs. De plus, elles ont
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la capacité de reformées un glioblastome aprés transplantation secondaire (xénogreffes) en
gardant les mémes caractéristiques de latumeur initiale (Catalano V et al., 2011).

Figure 3 : Représentation des deux modeles expliquant I’ hétérogénéité tumorale. Figure adaptée

de (Catalano V et al., 2011). Dans le Modéle stochastique, toute population cellulaire d’'un tissu méme
différencié peut proliférer indéfiniment et former une tumeur suite a I’ accumulation d’ événements géniques. Dans le
modele hiérarchique, seule une cellule souche cancéreuse (en rouge) peut proliférer indéfiniment et former une
tumeur.

[.2.3 Altérations moléculair es des glioblastomes

Comme toutes tumeurs, les glioblastomes résultent d’ une transformation néoplasique des
cellules qui les composent, ce phénomeéne est di al’ accumulation d’ altérations geniques qui
provoquent I’ activation d’ oncogenes et/ou |’ inactivation des génes suppresseurs de tumeurs
engendrant ainsi une perte d’ homéostasie cellulaire et une transformation néoplasique.

Les altérations géniques majeures observées dans les glioblastomes ont pour cible les voies
de transduction du signal et le cycle cellulaire. Elles consistent principalement en des mutations
gains de fonctions des récepteurs a activité tyrosine kinase, des mutations pertes de fonctions de
genes suppresseurs de tumeurs, ainsi gu’ ala surexpression de facteurs de croissance et |es pertes

chromosomiques (Figarella-Branger D et al., 2010).

e Altération delavoie EGFR/PI3K/AKT
L’EGFR autrement dit HER1 est un récepteur transmembranaire & domaine tyrosine kinase
de classe I, codé par le proto-oncogene c-erBl. La fixation du ligand, notamment I’ EGF, induit
I"activation des voies RAS/MAPK et PISK/AKT, deux voies impliquées dans I'inhibition de

I” apoptose, la migration, prolifération, la survie, la régulation du cycle cellulare, et la néo-
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angiogenése. Retrouvé muté dans son domaine tyrosine kinase, L'EGFR devient
constitutivement actif de maniére indépendante de son ligand provoquant ainsi une sur-activation
des deux voies précédemment citées, jouant de ce fait un rdle dans la progression tumorale
(DenisMusquer M, 2012)

e Mutation del’enzymeisocitrate déshydrogénase (I1DH)

Il existe deux isoformes principaux de |I’enzyme, IDH cytosolique, autrement dit I'IDH-1
(chromosome2) et IDH mitochondriale codés par le géene IDH-2 (chromosome 15). Ces enzymes
catalysent la conversion de l'isocitrate en apha-cétoglutarate dans le cycle de Krebs. Des
mutations d'IDH1/2 sont observées dans les gliomes et plus fréquemment celles d’'IDH1, elles
sont identifiées dans 12% des glioblastome. Ces mutations (codon 132 pour IDH-1 & codant 172
pour IDH-2), provoguent un changement de conformation du site catal ytique de I’ enzyme, ce qui
engendre la transformation de I’o-Kétoglutarate (a-KG) en 2-hydroxyglutarate (2HG).
L’ accumulation de ce dernier dans la cellule, entraine I’ activation des voies néo-angiogeéniques
(Ward and Thompson, 2012).

e Altération delavoie P53/MDM2/P14 ARF
La p53 est un facteur de transcription intervenant dans le contrdle du cycle cellulaire
(notamment la transition G1/S), |’ apoptose et la réparation de I’ ADN. Elle est activée suite a un
état de stress (carence métabolique, dommage d' ADN, hypoxie...), entrainant ainsi I’ expression
de p21, molécule impliquée dans |’ arrét du cycle pour laréparation del’ ADN.
D’ autre part, p53 permet la transcription de MDM2 qui exerce un rétrocontrole négatif sur
p53, en provoquant son ubiquitinylation et sa dégradation par voie protéasomal. D’ un autre cote,

la protéine p14/ARF exerce un second rétrocontrdle en inhibant MDM2 (Chezeau L, 2015).

La mgjorité des glioblastomes présentent une atération de cette voie, elle consiste soit en
des mutations de p53, des pertes de copie du gene P14/ARF ou en des surexpressions de MDM2,
conduisant ainsi a une diminution drastique du transcrit de TP53, ce qui aura comme résultat, la
perte de control du point de transition G1/S accompagné d’ une instabilité génomique importante

augmentant ainsi lamalignité des cellules tumorales.

e Altération delavoie Rb/ p16 INK4a
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Le géne suppresseur de tumeur Rb (Rétinoblastome) intervient dans le contréle du cycle
cellulaire au niveau de la transition G1/S. la protéine P16 INK4a inhibe le complexe
CDK4,6/D1, le rendant ainsi incapable de phosphoryler Rb. Ce qui provoque la séquestration du
facteur E2F nécessaire a |’ expression des genes des phases S. Des altérations de la voie Rb sont
observées dans 78% des GBM, il peut sagir de la perte d’ expression de pl6 INK4a, de la
surexpression de CDK4 ou une inactivation de Rb suite a la méthylation de son promoteur
(DenisMusquer M, 2012).

Il est important de noter que les altérations de ces deux voies p53 et Rb sont observés de
facon concomitante dans les glioblastomes, ce qui explique le fort pouvoir prolifératif de ce sous
type histologique. Sur le plan moléculaire, les profils sont différents dans les 2 types de GBM.

L es proportions de quel ques altérations géniques sont représentées dans e tableau ci-dessous :

Tableau Il : Tableau récapitulatif des mutations retrouvées dans les glioblastomes primaires et

secondaires.
Altération moléculaire GBM primaire GBM secondaire
EGFR 40% 8%
TP53 28% 65%

IDHY/2 < 10% 50-85 %
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Figure 4 : Principales voies de signalisation impliquées dans la gliomagenése. Figure adapté de
(Darlix M, 2013).

Comme C’est le cas pour de nombreux autres types de cancers, des voies oncogéniques largement documentées telle
gue la voie ras ou PI3K, sont consécutivement actives. En plus de certaines mutations de genes caractéristiques
comme |DH, ces voies aboutissent a une augmentation de I’ instabilité génomique.

|.2.4 Interactions moléculaires entreles cellules de glioblastomes et le
microenvir onnement

En plus des dérégulations génomiques, les interactions des cellules tumoraes gliaes
(gliobastome) avec leur microenvironnement favorisent la croissance et la progression des
glioblastomes, en agissant soit sur les cellules tumorales elless-mémes ou bien par action sur les
cellules immunitaires infiltrantes. En effet, on observe une diminution drastique du nombre de
lymphocytes T cytotoxiques infiltrant la tumeur. Mais aussi, une augmentation du pouvoir
angiogénique et invasif des cellules tumorales et cela par recrutement de diverses cellules telles
que, les microglies, les lymphocytes T régulateurs (LTreg), les macrophages associés aux
tumeurs (TAM) et les cellules myéloides suppressives (MDSC). Ainsi que la libération de
cytokines et de facteurs de croissances incluant IL-6, IL-10, EGF, CSF- 1, TGF- et CCL2.

De plus, les cellules de glioblastomes elless-mémes influencent ce microenvironnement par
la sécrétion de certaines molécules telles que le VEGF et IDO, qui sont des molécules

nécessaires aleurs progressions (M agafia-M aldonado R et al., 2016).

Figure5: interactions entre les cellules de glioblastome et |e microenvironnement tumoral.
Figure adaptée de (MagafiaMaldonado R et al., 2016).

L’interaction des cellules du glioblastome avec les cellules immunitaires est bidirectionnelles, ce qui permet la
création d’ un environnement favorable a la croissance tumorale.
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L’ensemble du tissu cérébral est au contact d'un liquide particulier en |’occurrence, le
liquide céphalo-rachidien (LCR), ce dernier est au contact avec I’ensemble du tissu cérébral et
cela gréce alacirculation via notamment les ventricules. Dans un contexte tumoral, les facteurs
de croissance et les cytokines influencant la progression tumorale citée précédemment, semble
étre retrouvé au niveau du LCR. En effet, de nombreuses et récentes études (Khwaja W et al.,
2007) montrent une différence quantitative et qualitative de la composition protéique du LCR
dans un contexte tumoral ou non tumoral, certaines de ces éudes montrent méme la présence
d’ADN tumoral au niveau du LCR de patients atteints de gliomes (Wang Y et al., 2015).

I.2.5 Etiologie et facteurs de risque des glioblastomes

Le développement des tumeurs est lié a certain facteurs intrinseques et extrinséques,
néanmoins dans le cas des tumeurs cérébrales ces facteurs sont mal établis. En effet seuls
certains syndromes de prédisposition génétique sont reconnus comme facteurs de risgue
intrinséque. Parmi ces syndromes certains sont associés au développement des gliomes :
Neurofibromatose de type | et 11, le syndrome de turcot et le syndrome de Li-Fraumeni. Alors
gue pour les facteurs extrinseques, |’exposition aux radiations ionisantes est parmi les rares
facteurs environnementaux prouvés comme risque des gliomes (Davis M .E, 2016).

D’ autres facteurs de risgue environnementaux sont actuellement débattus concernant leur
implication dans I’apparition des tumeurs cérébrales, tels que les radiations non ionisantes
(champs éectromagnétiques), les infections virale (CMV) et les agents chimiques comme les
pesticides (A. Benouach-Amid et al., 2014).

|.3 Lespesticides

On considére comme pesticides autrement appel és produits phytosanitaires toute substance
chimique dotée de propriétés toxicologiques, utilisées pour la prévention, le contréle ou
I’ élimination d’ organismes considérés indésirables (plantes, animaux, insectes, champignons ou
bactéries). Ils sont utilisés dans différents domaines (Hygiéne publique, la désinfection...) et de

facon plus importante dans le domaine agricole (Batsch D, 2011).

I.3.1 Classification des pesticides
Les pesticides sont classés en fonction de leurs modes d'action ou en fonction de leurs
structures chimiques.
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e Classification selon leursmodes d’ action
Dans cette classification, les pesticides sont répartis selon la nature de |’ organisme cible
correspondant. On distingue principalement trois grandes familles, les herbicides, les insecticides
et lesfongicides.
» Les herbicides: sont des pesticides destinés a éliminer les végétaux indésirables ou
réduire la croissance des adventices.
» Les insecticides: sont des produits consacrés a éiminer les insectes nuisibles, ils
interviennent en les éiminant ou en empéchant leurs reproductions.
» Lesfongicides: sont congus pour lutter contre les champignons parasites des végétaux
(ERRAMI M, 2012).

e Classification selon leursstructures chimiques:

En tenant compte de la nature chimique de la substance active qui compose
majoritairement les pesticides, cette classification regroupe de nombreuses familles. Les plus
répondues sont |les organochlorées, organophosphorées, les carbamates et |es pyréthroides. Nous
développerons dans cette partie que les organochlorés et organophosphorés, classes auxquelles
appartiennent |es pesticides éudiés dans notre travail.

» Lespesticides organochlorés (OCs)

Les organochlorés sont des composés organiques de hauts poids moléculaires (290-545
g/mol) avec des structures variées, mais possédent tous en commun un ou plusieurs atomes de
chlore (Cl). Les OC sont caractérisés par une faible solubilité dans |'eau, mais sont
potentiellement solubles dans les solvants organiques. De plus, ils sont résistant a la dégradation
(biologique et chimique) ce qui conduit a leurs persistances et leurs accumulations dans les sols
(plus de 10 ans) provoquant de ce fait la contamination des autres compartiments de

I”environnement ainsi que la chaine tropique.

En plus du caractéere lipophile, les organochlorés présentent un fort pouvoir
bioaccumulatif, ce qui explique leur prédominance dans les tissus riches en graisse des
organismes vivant (foie, tissu adipeux). IIs sont considérés comme des insecticides systémiques
(pénetrent profondément les tissus de I’organisme cible) qui atérent le fonctionnement des

canaux sodiques essentiels alatransmission de I’influx nerveux (Savary C, 2014).
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» Lespesticides organophosphorés (OPs) :

Les OP sont des composés organiques possédant au moins un atome de phosphore (P). Ce
sont des insecticides qui ont en commun un mode d’ action sur le systéme nerveux en inhibant
I” acétylcholinestérase. Bien que ces pesticides ont une persistance limitée dans I’ environnement,
ils présentent néanmoins une toxicité aigle plus élevée plus que les OCs (Savary C, 2014).

Des exemples de pesticides ainsi que les structures chimiques caractéristiques de chacune de ces

deux familles sont représentés dansle Tableau I11.

L’ usage des pesticides est en constante augmentation dans le monde, L’ Algérie est I’ un des
pays qui consomme le plus de pesticides (importation en moyenne de 8827 tonnes de
pesticides/an). D’ aprés I’ éude menée par KHEDDAM (K eddam-Benadja N, 2012), lamajorité
des pesticides employés dans notre pays sont des insecticides suivie de fongicide et d’ herbicides.
Toutefois, la catégorie d'insecticides la plus utilisée en tenant compte du groupement chimique

est celle des organophosphorés (Figur e6).

L’utilisation des insecticides organochlorés est interdite dans la majorité des pays y
compris I’ Algérie (1966), malgré cette interdiction, les produits de dégradation pourraient avoir

des impacts sur I’homme et |’ environnement (K eddam-Benadja N, 2012).

Tableau |11 : Classification des pesticides selon leurs groupements chimiques.
Familles Structures chimiques Produitsde
dégradation
Organochlorés DDT DDE/DDD
(OCs) (Insecticide)
Chlorpyrifos TCP
Organophosphorés  (Insecticides)
(OPs)
Glyphosate AMPA

(Herbicide)
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Figure 6 : Répartition des pesticides utilisés en Algérie.

Les pesticides les plus utilisés en Algérie sont des insecticides, (A) notamment ceux appartenant a la famille des
organophosphorés (B).

1.3.2 Les effets néfastes dans |’ utilisation des pesticides
Bien que I’ utilisation des pesticides ait apporté de nombreux avantages dans les domaines
agricoles, sanitaires et industriels. Toutefois ces substances présentent des effets néfastes sur

I’ environnement ainsi que sur des especes hon cibléesy compris |’ homme.

1.3.2.1 Risques environnementaux

Les pesticides sont largement utilisés depuis plusieurs années, Ce qui a conduit a leur
dispersion et accumulation dans tous les milieux de I’ environnement, cette accumulation a un
impact sur ce dernier en polluant ces différents compartiments (le sol, I'air, |’ eau.) mais aussi en
contaminant les fruits et légumes, Comme ils présentent aussi un impact sur les animaux
(Figure?)

1.3.2.2 Risque sur la santé humaine

La population humaine est exposée par différentes voies (inhalation, absorption cutanée ou
ingestion) a des mélanges de pesticides a faibles doses et pendant une longue durée, via les
différentes sources de contamination. Cette exposition semble avoir des effets néfastes sur la
santé humaine, mais cela reste toujours un sujet a controverse. Toutefois des études démontrent
I effet des pesticides sur I’homme notamment, sur la reproduction (infertilité), le tissu hépatique
(hépatotoxicité), le systéme nerveux (troubles neurologiques), systéme immunitaire et
pathol ogies néoplasiques (Savary C, 2014).
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Les mécanismes cellulaires et moléculaires liés a ces pathologies suite a I’exposition a
certains pesticides ne sont pas actuellement bien établie. Toutefois certains modes d’ action de
ces substances, tels que des dommages sur ADN (effet génotoxique) ainsi que des perturbations
de certaines voies de signalisation (effet non génotoxique) semble étre lié a des atérations du
systéme immunitaire et I'induction de certains processus de cancérisation. La plupart de ces
troubles sont induits par des insecticides et des herbicides, notamment les organophosphorés et

les organochlorés (M ostafalou and Abdollahi, 2017).

Figure7 : Représentation des différentes sources de contamination environnementales et voie
d exposition aux pesticides.
Les pesticides présentent des effets néfastes sur la population humaine suite a la contamination de I’ environnement

1.3.3 Effetsimmunotoxiques et cancérigenes des pesticides
1.3.3.1 Effetsimmunotoxiques

L'effet immunotoxique des pesticides se présente en générad soit par une
immunostimulation (hypersensibilité, maladies auto-immunes) ou une immunosuppression.
Cédle-ci conduit a la diminution de la réponse immunitaire, augmentant ainsi la sensibilité aux
infections et développement de certains cancers (Merlet-Billon M et al., 2012). Parmi ces
pesticides nous citons la famille des organochlorés et organophosphorés.

e Pesticides Organochlor és

L es pesticides organochlorés modulent e systéme immunitaire par I'inhibition de certaines
fonctions des macrophages et des lymphocytes ainsi que par diminution du nombre de basophiles
et lymphocytes. Le DDT I"un des pesticides OC les plus utilisé, cible les cellules NK humaines
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soit en atérant leur fonction lytique ou leur capacité de fixation aux cellules cibles (cellules
tumorales), et cela par diminution de I’ expression des marqueurs CD16 et CD56 respectivement.

D’autre part ce pesticide provoque la diminution d'IL-2, cytokine clé pour la stimulation
du systéme immunitaire (Hurd-Brown T et al., 2013).

e Pesticides Organophosphorés

Des études démontrent que les pesticides organophosphorés affectent le systéme
immunitaire par diminution du pourcentage de lymphocytes, de monocytes et de basophiles ou
par atération de I'activité des cellules NK, d' une part en diminuant leur activité cytolytique
(diminution de I’exocytose des granules) et dautre part en réduisant les signaux pro-
apoptotiques des cellules cibles (cellule tumorale) par atération de la voie de Fas/FasL. De plus
ces pesticides ciblent lavoie STAT nécessaire ala prolifération des cellules immunitaires et ceci
par deux mécanismes, soit en réduisant la sécrétion d'IL-2, modifiant ainsi la signalisation via
I'IlL-2R et donc I'état de phosphorylation de STATS5, soit en augmentant la phosphorylation de
SOCS3 qui agit sur l'inhibition de la phosphorylation de STATS (Diaz-Resendiz K.J.G et al.,
2015).

En outre, des études montrent que les immunoglobulines sont altérées par les OP. En effet,
il a été publié que le chlorpyrifos diminue la concentration des IgM (Diaz-Resendiz, K.J.G.,
and Girén-Pérez, M.l1, 2014). De plus ce pesticide induit |’ apoptose et la nécrose des cellules
lymphocytaires.

Les pesticides autrement dit perturbateurs endocriniens, peuvent moduler I’'immunité par

une action indirecte, en affectant d’ autres systémes dont |e systéme endocrinien.

Figure 8 : Mécanismes d’ immunotoxicité des pesticides organochlorés et organophosphorés.
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Agissant principalement par blocage de |’ expression génique de molécule importante dans la réponse immunitaire
comme c’est le caspour I'lL-2, CD16 ou CD56, les pesticides induisent une baisse de |’ efficacité de la réponse
immunitaire.

1.3.3.2 Effets cancérigenes

Des éudes épidémiologiques, montrent une corréation positive entre I’ exposition aux
pesticides et le risque de développement des cancers, tel que le lymphome non hodgkinien
(LNH), les leucemies et les tumeurs cérébrales. En effet, plusieurs pesticides présentent des
propriétés génotoxique et épigéenétiques qui sont associees aux processus de cancérogeénicite,
ceci a mener le CIRC alesintégrés dans le tableau d’'indication de cancérogénicité (Annexe 1).
Parmi les pesticides figurant dans ce tableau, on cite le glyphosate et le DDT qui appartiennent
au groupe 2A, ainsi gue le chlorpyrifos qui appartient au groupe trois (Guha N et al., 2016).

Certains pesticides sont impliqués dans la cancérogénése, en entrainant la surexpression
des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL conduisant ainsi al’inhibition de I’ apoptose des
cellules, suivi d’'une perturbation de I'autophagie, ce qui favorise une mort cellulaire part
nécrose. Ce phénomene va créer un processus inflammatoire qui va étre en faveur du
dével oppement tumoral (Zucchini N et al., 2005). D’un autre coté, ces pesticides favorisent la
progression tumorale d’'une part, en augmentant I’expression du gene MDM2 et en réduisant
I’ expression de p53. D’autre part, en augmentant la transcription de la cycline D1, ains que le
facteur de transcription E2F et en maintenant une phosphorylation continue de la proténe Rb,
favorisant ainsi une prolifération des cellules tumorales. De plus, ces produits phytosanitaires
provoquent la surexpression du facteur de croissance VEGF, molécule clé pour la néo-
angiogenese (Nahta R et al., 2015).

Afin d’ évalué larelation entre I’ exposition aux pesticides et I’ initiation et/ou la progression
des tumeurs cérébrales, nous alons réaliser une xénogreffe d’amas cellulaire de glioblastome
humain dans des souris immunocompétentes prétraitées avec un melange de pesticides largement

utilisés en Algérie
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1 MATERIELSET METHODES
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1.1 Matériels
[1.1.1 Matériels biologiques

[1.1.1.1 Modéles animaux

Pour I'étude in vivo nous avons utilisé des souris méales et femelles de souche albinos
BALB/c consanguines, agées de quatre a huit semaines fournies par I'institut pasteur d Alger
(Annexe 2). Gardées au niveau de I’animalerie du laboratoire de génie biologique des cancers
(GBC) sis au campus d’ aboudaou, sous des conditions contrélées avec une température de 25°C,
une humidité constante et un cycle de luminosité/obscurité de 12h/12h. Dans les cages de
polypropyléne les souris, ont un acces libre al’ eau et ala nourriture (croguettes, Ets ONAB El
Kseur, Bgjaia) dont la composition est citée dans I’ Annexe 3. La litiere (sciure) est renouvelée
quotidiennement. Une période de 15 jours est respectée entre la récupération des souris et le

début des expérimentations.

Figure 9 : Photographie des souris dans |’ animalerie de |aboratoire GBC.

Les souris sont gardées dans les cages en polypropyléne sous des conditions controlées et un acces libre a I’ eau et

alanourriture

[1.1.1.2 Tissus tumor aux
Les cellules tumorales utilisées lors de la xénogreffe correspondent & un fragment tissulaire
de type tumoral et plus précisément a un glioblastome récupéré suite a une exérése sur un patient

de sexe male &gé de 74 ans, opéré au niveau du service de neurochirurgie du CHU de Bgjaia.

[1.1.1.3 Liquides biologiques
Deux liquides biologiques furent utilisés dans notre étude, un LCR d'un patient agé de

24 ans atteint d’ un glioblastome et un LCR d hydrocéphalie d’ un enfant &gé de 8 mois. Ces deux
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liquides biologiques sont récupérés en peropératoire au niveau du service de neurochirurgie du
CHU de Bejaia. Les échantillons sont recueillis dans des flacons stériles et conservé a4°C.

e Instrumentation
Spectrophotométre UV visible, Balance, Centrifugeuse, seringue G27, boites de pétri,
Scalpdl, automate de déshydratation, microtome, éuve, station d enrobage, histocassettes,
matériels de dissection et un microscope de dissection.

Figure 10 : Photo des instrumentations utilisées.

[1.1.2 Matériels chimiques

Le souris ont recus un mélange de pesticides constitué De: DDT/Glyphosate/
Chlorpyrifos. Nous disposons d’ une solution commerciale de glyphosate et de chlorpyrifos a une
concentration de 480 g/l et du DDT sous forme de poudre.

1.2 Méthodes
[1.2.1 Préparation du mélange de pesticides

Des solutions meres a 10g/l sont préparées a partir des solutions commerciales des
pesticides (glyphosate, cholorpyrifos). Pour cela nous avons mélangé 10,5ml du pesticide
commercial dans 489,5 d'eau physiologique stérile (NaCl 0.9%). Alors que pour le DDT une
dissolution préalable de la poudre dans de I'éther est nécessaire, puis le méme procédé est
effectué pour la préparation de la solution 10g/I.
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A partir de cette solution mére de 10g/l nous avons effectué des dilutions au 1/8 de la DL50 pour
chacun des pesticides glyphosate, chlorpyrifos et une dilution au 1/112 pour le DDT afin de
préparer des solutions filles ainjecter aux souris selon leurs poids (Figurell).

En ce qui concerne les DL50 des pesticides nous nous sommes référencés aux donneées de la

littérature. Celles-ci sont représentées dans le tableau ci-dessous.

Tableau IV : Représentation des DL50 et |es doses des pesticides utilises.

Pesticides Glyphosate Chlorpyrifos DDT
DL50 130mg/kg 192mg/kg 77mg/kg
Doses utilisées 16,25mg/kg 24mg/kg 0,68mg/kg

Figure 11 : Les différentes solutions du mélange de pesticides selon le poids des souris

Les solutions du mélange de pesticides a injecté aux souris sont préparé selon les poids des souris compris entre 30
et 39g.

11.2.2 Analyses quantitative des protéinesdu LCR

Il existe différentes méthodes pour le dosage des protéines, les plus utilisees sont la
méthode de Lowry, biuret et la méhode de Bradford. Pour la détermination de la concentration
protéique de notre échantillon nous avons opté pour la méthode de Bradford en raison de sa
sensibilité et safacilité de manipulation.
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[1.2.2.1 Mé&hode de Bradford

La méthode de Bradford est une méthode quantitative basée sur un dosage colorimétrique

au bleu de coomassie G250. Une fois ce pigment complexé aux protéines présentes en solution,

sa longueur d'onde d absorbance maximale est déplacée de 465 nm a 595nm avec un

changement de couleur du marron au bleu, ce changement est proportionnel ala concentration en

protéine de I’ échantillon (Bradford MM, 1976). Pour la réalisation de cette méthode nous avons

besoin de:

L’ échantillon dont on veut déterminer la concentration en protéines (LCR glioblastome)
Une solution de BSA prise comme protéine de référence pour la constitution d'une
gamme étalon
Réactif de Bradford pour le dosage des protéines. Sa composition est décrite dans
I’ Annexe 4.
Préparation des échantillons

Le LCR est centrifugé a 3000 rpm pendant 10min.

Réalisation delagammed’ étalonnage:

Une solution mere de BSA a 2mg/ml est préparée, a partir de celle-ci nous avons effectué des

dilutions limites pour obtenir la gamme étadon avec des concentrations connu en

protéines (Figurel2).

Figure 12 : les différentes concentrations de la gamme étalon utilisées.

Un mélange protéique (BSA ou I’ échantillon) est dilué au 1/30 dans le réactif de Bradford. Une

incubation de 20-30 min a |’ obscurité est respectée pour chague mélange. Ensuite une analyse par

spectrophotométrie est réalisée a une longueur d’onde A =599nm (longueur d’onde déduite a partir du

balayage réalisé sur le réactif de Bradford préparé pour I’ é&ude).
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[1.2.3 Test in vivo
En fonction d’injection de pesticide et du LCR, Les souris sont réparties en quatre groupes
dont chacun est constitué de six souris. Les groupes sont comme sulit :
Groupel : pesticides +/ LCR + /xénogreffe +
Groupell : pesticides + / LCR - /xénogreffe +
Groupelll : pesticides - /LCR +/xénogreffe +
GroupelV : pesticides- / LCR - / xénogreffe +

11.2.3.1 Administration des pesticides

Plusieurs voies d'administration de pesticides sont possibles telles que, la voie orale,
intraveineuse, la voie sous-cutanée et la voie intrapéritonéale. Dans le but d’ une meilleure
disponihilité des pesticides au niveau de |’ organisme, la voie d’ administration choisie dans notre
étude est la voie intrapéritonéale (i.p).Ainsi dans notre expérimentation, les deux groupes | et ||
ont recus des injections de mélange de pesticides (précédemment expliqué) avec un volume de
400ul par voie intrapéritonéale. Les groupes trois et quatre ont recu le méme procedé
expé&imental, mais avec remplacements des pesticides par de I’ eau physiologiques stérile (NaCl
0,9%).

Il est important de noter que lors de nos injections réalisées chague trois jours durant
I”ensemble de notre expérimentation, nous avons alterné les sites d’injections entre le coté droit

et gauche.

11.2.3.2 Xénogr effe de celles de glioblastome

Afin d' évaluer I'effet du mélange de pesticides sur la progression et/ou |'initiation des
tumeurs cérébrales, nous avons effectué des greffes de cellules tumorales par injection sous
cutanée au niveau du flanc droit des quatre groupes de souris préalablement cités. La xénogreffe
a été effectuée trois semaines post-traitement avec les pesticides. Les modalités de dissection et

préparation de la suspension cellulaire ainjecter sont les suivantes :

e Préparation des cellules de glioblastome

— La dissection mécanique du fragment tumora est réalisée dans une boite de pétri
contenant de I'EDTA a0,25M (EDTA 0,5M + eau physiologique/pénicilline) et disséqué
meécaniquement al’ aide d’un bistouri.

— Incubation pendant 30-40 min & une température ambiante.
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— Reprise de ladissection jusqu’ a obtention d’ amas cellulaire homogene.

— Transfert de la suspension dans des tubes, Centrifugation a 3000 rpm pendant 10min et
récupération du culot

— Reprise de ladissection du culot dans une solution d EDTA a0,5M.

— Filtration al’ aide d’ un entonnoir en verre et de la bande a gaz.

— Centrifugation a 3000 rpm pendant 5min.

— Récupération du culot et resuspension dans de I’ eau physiologique.

— Distribution de la suspension cellulaire avec un volume égale dans deux tubes

— Centrifugation a 2000 rpm pendant 5min.

— Récupération du culot et resuspension des cellules dans les deux tubes, I’un avec du LCR

tumoral et |’ autre avec du LCR non tumoral.

Figurel3 : Etapes de préparation de la suspension cellulaire de glioblastome.
(a) dépdt du fragment tumoral, (b) dissection mécanique, (c) homogénéisation, (d) filtration, (€) resuspension, (f)

suspension cellulaire finale

e Réalisation desxénogreffes de cellules de glioblastome
Une fois les suspensions cellulaires prétes, les quatre groupes de souris ont recus a I’ aide
d’une seringue G27, un volume de 150ul contenant 10507 cellules. Il est & noter que le site

d’injection est désinfecté avant chaque injection et la seringue est changée aprés chague usage.
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Le traitement des souris avec le mélange de pesticides est poursuivi Cing jours apres xénogreffe

et ceci pendant un mois.

Figure 14 : Photographie d’ une démonstration de la Réalisation de la xénogreffe sous cutanée

des cellules de glioblastome humain.

Les cellules de glioblastome humain sont injectées en sous cutanée a I’ aide d’ une seringue G27.

[1.2.4 Etude histologique
Aprés anesthésie des souris au chloroforme, une dissection est réalisée. Les cerveaux et les
masses au site de la xénogreffe sont prélevés et transféré dans des flacons stériles, contenant du

formol 10% et conservés a4°C pendant 48h.

e Traitement des préévements histologiques

Les prélévements de xénogreffes et des cerveaux sont transférés dans des histo-cassette
identifiées, puis misent dans un automate de déshydratation et cela par passages successifs dans
différents bains d’alcool de concentration croissante 75% 100%. Les prélévements sont ensuite
enrobés en paraffine dans une station d’ enrobage.

A I'aide d'un microtome, des coupes a une épaisseur de 3um sont effectuées, les rubans
obtenus sont immergés dans un bain-marie a69°C puis étalés sur des lames en verre, ensuite
elles sont incubées al’ é&uve une nuit a 70°C.

Apres déparaffinage a I'étuve et par un bain de xyléne (30min), les coupes sont
déshydratées dans un bain d éthanol (10min) ensuite réhydraté avec |’ eau du robinet. Pour une
coloration des noyaux, les coupes sont transférées dans un bain d’hématoxyline pendant 3min

puis rincées a |I’eau du robinet. Pour la mise en évidence du cytoplasme, une coloration par
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I’ éosine est réalisée (2 & 3min). Aprés ringage a I’ eau, les coupes ont été transférées dans trois
bains contenant respectivement, I’ é&hanol, xylenes/éthanol, xylénes. Enfin pour une observation
au microscope optique, un montage des lames est réalise par recouvrement de celle-ci avec des

lamelles en utilisant I’ Eukitt.

Figure 15 : Etapes de réalisation des coupes histol ogiques.
(a)Dépdt des prélévements dans des hostocasettes, (b) enrobage, (c) coupes au microtome, (d) étalement, (€)

déparaffinage, (f) coloration, (g) bains d’alcool, (h) montage des lames.
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2 RESULTASET DISCUSS ON
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111.1 Analyses quantitative et qualitatives du matériel biologique

[11.1.11RM et aspect histologique du glioblastome

L’ é&ude microscopique du fragment tumorale révele la présence d’ un profile mitotique
élevé ainsi qu’une prolifération gliale dense hautement maligne largement nécrosée. Les cellules
gliales sont sous formes indifférenciées et parfois pléomorphe. De plus ce tissu présente une

prolifération endothélio-capilaire (micro-vascularisation) (Figure 16).

Les résultats microscopiques ainsi que les résultats d'IRM révélent que le fragment,

correspond a un glioblastome primaire (de novo) de siege frontal.

Figure 16 : Illlustration de I’ IRM et de la coupe histologique de glioblastome

[11.1.2 Analyse quantitative du LCR

e Courbed’ éalonnage

La méthode de Bradford utilisant lagamme étalon et la BSA comme protéine de référence,
nous permet d obtenir des résultats d’ absorbances qui sont représentés dans le Tableau V. Suite

aces résultats, lacourbe d' étalonnage a été tracée (Figure 17).

Tableau V : Résultats d' absorbances de la gamme étalon

La mesure des absorbances de la gamme étalon de la BSA est effectuée a une longueur d’onde A=599nm.

Concentration (pg/ml) 0 750 1000 1500 2000
Absorbances a A= 599 nm 0.835 0.931 0.912 1.014 1.091
A Absorbance 0 0.096 0.077 0.179 0.256
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Figure 17 : Représentation de la courbe d’ étalonnage.

La courbe d’étalonnage est effectuée suite a la mesure des Aabsorbances de la gamme étalon de la BSA.

La courbe d’ étalonnage obtenue, montre un R?=0.94, ce qui est synonyme d une bonne
linéarité. De ce fait, cette courbe est validée et pourra servir pour la détermination de la
concentration protéique des échantillons de |’ étude.

e Concentrations protéiques des échantillons

La mesure de la concentration protéique des liquides céphal o-rachidiens utilisés dans notre
étude a savoir le LCR tumoral et non tumoral est effectuée dans les mémes conditions que celle
ayant permis la mesure de la courbe d’ é&aonnage. Ainsi, nous avons utilisé |’ équation :

Y= 0,0001X+0,0113 (Y : Absorbance, X : Concentration) obtenue a partir de la courbe
d étalonnage, Les résultats sont représentés dans le Tableau V1.

Tableau VI : Résultats d’ absorbances et concentration des échantillons
La mesure des absorbances de la gamme étalon de la BSA est effectuée a une longueur d’onde A=599nm.

Echantillon Absorbance (nm) | A Absorbance (nm) Concentration
(ng/ml)
LCR tumoral 1,558 0,723 7117

LCR non tumoral 0,879 0.044 327
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Figure 18 : Représentation graphigue des concentrations protéiques des échantillons du LCR.
Les concentrations protéiques du LCR tumoral correspondant au LCR d’ un patient atteint d’ un glioblastome et du
LCR d'un patient atteint d’ hydrocéphalie, sont quantifiées par la méthode de Bradford.

On observe la présence de protéines dans les deux échantillons. Toutefois, la concentration
de ces protéines est environ 20 fois supérieures (7117 pg/ml) au niveau du LCR tumoral par
rapport au LCR non tumoral (327 pg/ml).

La différence en termes de concentration protéique entre les échantillons tumoraux et non
tumoraux est en accord avec les travaux antérieurs réalisés au sein du laboratoire (Boutrid L
and Hamma L, 2015). Mais aussi par rapport aux données mondiales. En effet, le LCR des
sujets atteints de tumeurs cérébrales, notamment des formes les plus agressives (ex:
glioblastome) sont qualitativement et quantitativement différents, avec des concentrations plus
élevées et une diversité protéique plus importante, voir méme la présence d' ADN tumoral
(Wang Y et al., 2015).

111.2 Analyse différentielle del’ é&at du model animal

[11.2.1 Effets des pesticides sur le poids des souris

La mesure du poids des souris est réalisée chaque jour d'injection du mélange de
pesticides, c'est-a-dire toute les 72heures. Cette mesure est effectuée avant |’injection, car ceci
est primordial afin de calculer la dose nécessaire pour chague souris, dose qui est exprimée en
ppm (mg du composé chimique X kg™ de poids souris).
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Figure 19 : Evolution du poids des souris témoins et souris traités aux pesticides.

La mesure des poids des souris s effectue toute les 72h et chaque poids correspond a la moyenne de 6 souris (n=6).
La fleche correspond au jour de la réalisation de la xénogreffe.
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Figure 20 : Evolution du poids des souris males témoins et males traités aux pesticides.

La mesure des poids des souris s effectue toute les 72h et chaque poids correspond a la moyenne de 6 souris
(n=6). La fléche correspond au jour de la réalisation de la xénogreffe.
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Figure 21 : Evolution du poids des souris femelles témoins et femelles traitées aux pesticides. La
mesur e des poids des souris s effectue toute les 72h et chaque poids correspond a la moyenne de 6 souris (n=6). La
fleche correspond au jour de la réalisation de la xénogreffe. * © p-value 0.05, ** : p-value 0.01, *** : p-value 0.001.

Avec des poids de 24g, 229, 249, 22g des groupes I, II, 1II, 1V, respectivement.
L’ ensemble des souris ont au début de I’ expérimentation un poids équivalent (p>0.05).

De facon générale, sur I’ ensemble de I’ expérimentation, on observe une évolution positive
des poids des différents groupes de souris. Cette évolution semble étre différente d'un groupe a
un autre. De plus, il est a noté que les males ont une évolution du poids plus importante par
rapport aux femelles (Figure 19).

La prise de poids continuelle de I’ensemble des groupes démontre que les souris se sont
acclimatées aux conditions de |I’animalerie et I'acte d’injection ne semble pas perturber cette
acclimatation. Le différentiel de poids entre médle et femelle est un phénomene physiologique

normal.

De fagon intéressante, aucune différence significative n’est observée en termes d’ évolution
du poids entre les males traité ou non traité aux pesticides (Figure 20), contrairement aux
femelles chez lesquelles on observe une différence significative dans I’évolution du poids

(p<0.05) (Figure 21). En effet, les poids des femelles traitées avec les pesticides semblent
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évoluer de maniére plus importante que celui des femelles non traitées, et cela dés la 2°™
injection. Cette différence ne cesse d' évoluer jusgu’ atrois semaines du début du traitement ot on
remargue une faible différence de poids entre les deux groupes de souris femelles, différence qui
reste néanmoins significative (p<0.05). Il est important de noter que cette 8°™ injection
correspond au moment de la xénogreffe des cellules de glioblastome. Celles-ci ne semblent pas
avoir un impact sur I’évolution des poids qui continuent & évoluer de fagon significativement

différente dans les deux groupes et celajusgu’ alafin de I’ expérimentation.

L’ augmentation du poids des souris dans |I'ensemble des groupes notamment chez les
souris traitées aux pesticides démontre que la dose de pesticide choisie ainsi que le mode

d administration (Intrapéritonéal€) ne provoque pas de toxicité aigle.

La différence significative en faveur des femelles traités aux pesticides, semble indiquer
que ces derniers induisent une toxicité tissulaire au niveau pancréatique et hépatique, ou un
changement de |I’homéostasie du tissu adipeux, Ce dernier se complexe avec les pesticides et
change de structure influencant sa dégradation et engendrant ainsi son accumulation et cela est
d( a leurs caractére lipophile. Toutefois, la non présence de différence significative dans les
poids des souris males, suggerent que le mélange de pesticide n'a pas d' effet toxique sur les
tissus pancréatique et hépatique.

De plus, cette absence de significativité chez les souris males, tend a démontrer que les
pesticides utilisés dans notre étude agissent comme des perturbateurs endocriniens. Notamment
en dérégulant la production et la signalisation induite par les hormones femelles, notamment en
agissant comme agoniste d’cestrogenes. Ces dernieres, se fixe notamment au niveau des
adipocyte. L’ activation des RE contribuent & une augmentation du nombre d’ adipocytes (Casals-
Casas C and Desvergne B, 2011).

Il est important de noter que plusieurs études ont démontré que les pesticides se fixent sur
les récepteurs activés par les proliférateurs de peroxysomes (PPAR) qui jouent un réle critique
dans |’ adipogenese. La stimulation des PPAR par ces pesticides serait susceptible d entrainer une
obésité avec une activation requise de la différenciation adipocytaire et le stockage des graisses.
(Gervois P and Fruchart J.C, 2003).

Pour mieux comprendre et confirmer si cette différence d’'évolution de poids est due
réellement aux perturbations endocriennes et au métabolisme des souris, nous avons effectué une
comparaison entre les poids des souris lors de la derniére injection et leurs indices de masse
corporelle (IMC). Les résultats sont décrits ci-dessous :
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Figure 22 . Représentation du poids des souris lors de la derniére injection ainsi que leurs
IMC.

Une différence significative d évolution du poids entre les femelles témoins et femelles traitées aux
pesticides est enregistrée. Néanmoins, la différence entre les IMC de ces deux groupes et non
significative. A : poids des souris a la derniere injection. B : : IMC des souris a la derniére injection.
IMC = poids/Taille?

La comparaison des graphes de la Figure 22 (A & B), montre comme cité précédemment
une différence significative d évolution des poids entre les femelles traitées ou non aux
pesticides. Toutefois, cette différence ne se retrouve plus en termes d' IMC (p<0.05) entre ces
deux groupes, ceci confirme | hypothése stipulant que les pesticides agissent comme

perturbateurs endocriniens et influence le métabolisme des souris femelles.

L’ analyse des poids des souris en fonction du traitement par les pesticides, montre une
différence significative entre les femelles traitées ou non traitées aux pesticides. Ceci confirme
I”aspect de perturbateur endocrinien et métabolique du mélange des pesticides utilisés dans
notre étude.

111.3 Effets physiopathologiques des pesticides

[11.3.1 Etude macr oscopique des or ganes

Pour répondre aux conditions d’ éhiques, une anesthésie au chloroforme est effectuée, afin
de réaliser une dissection des souris. Une fois cette opération réalisée, une observation de |’ état
général des souris est effectuée. Les résultats de I’ observation pour chacun des groupes (témoins

& traités avec les pesticides) (Figur e 23) sont présentés comme suite :
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Dans I’ensemble des groupes, le pé&itoine des souris semble étre d aspect histologique
normal et ne présente aucune anomalie. De plus, cette observation au microscope opératoire a
différents grossissements ne montre aucune anomalie structurelle au niveau de |’ ensemble des
organes des souris témoins (Figure 23A). En effet, le foie est de taille normale et présente un
aspect rouge brunétre et homogene. L’ensemble de |'appareil gastro-intestinal est d aspect
normal et non inflammé. Les poumons quant a eux sont bien vascularisés avec une homogénéité
tissulaire phXSioIogique. Contrairement aux souris ngn-traité%, I’ observation effectuée sur les
souris Pesticides (+), révéle la présence d anomalie, notamment au niveau du foie, tissu adipeux

et au niveau colorectal (Figure 23B).

<+—— Foie

<4—— |[ntestins

<+————— Colon

Tissu adipeux

A

Souris Pesticides (-) Souris Pesticides (+)
Figure 23 : Photographie des souris témoins et souris traitées aux pesticides.

L’ observation sous microscope opératoire apres sacrifice révél e des différences au niveau de
I’ architecture tissulaire de nombreux organes. A : souris non traitée au pesticide. B : souristraitée aux
pesticides.

Parmi les anomalies observées au sein des souris traitées, 27% présentent une masse
blanchétre au niveau du foie et une décoloration partielle ainsi gu’une hépatomégalie de ce
dernier (Figure 24 & Figure 25). De plus, on observe une structure luisante du tissu adipeux
dans 16% des souris, ains qu’ une atteinte colorectale (mégacdlon) chez 8% des souris traitées

(Figure 26).
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M asse blanchatre

Figure 24 : Photographie des anomalies observées au niveau du foie des souris traitées aux

pesticides. Les anomalies observées se caractérisent par la présence de masses kystiques et une décoloration
partielle du foie.

m Anomalie du foie = Foie sain

Figure 25 : Représentation des anomalies observées au niveau du foie des souris traitées aLx
pesticides. Les anomalies au niveau du foie sont observées chez 27% des souris traitées aux pesticides.

Tissu adipeux M égacolon

Figure 26 : Photographie des anomalies observées au niveau du tissu adipeux et colo-rectale.

Les souris traitées aux pesticides présentes des anomalies au niveau du tissu adipeux et colorectal.
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Le foie est le premier organe cible des pesticides. En effet, les pesticides sont catabolisés
de fagon principale dans le tissu hépatique, ¢’ est pour cela que les anomalies observées montrent
I’ effet modulateur des pesticides sur le tissu hépatique. En effet, la décoloration de ce dernier
nous renseigne sur son dysfonctionnement. Alors que les masses blanchétres correspondent
probablement a une stéatose hépatique. Autrement dit, une croissance et prolifération des
adipocytes au niveau hépatique. Cette stéatose hépatique est probablement due aux effets des
pesticides sur le foie. En effet, des études ont montre la relation entre I’ exposition aux pesticides
et le dével oppement de stéatose hépatique (Al-Eryani L et al., 2015).

Comme nous |’ avons suggéré précédemment, il s avere que les pesticides qui sont connus
pour étre lipophile, se condensent au niveau du tissu adipeux, ce qui explique |’ aspect luisant de
ce dernier, chez nos souris. De plus, la présence d'un foyer inflammatoire notamment au niveau
intestinal, est synonyme d'un déréglement du systéme immunitaire causé probablement par le

traitement des pesticides.

L’injection du mélange de pesticides par voie intra-péritonéale, induit des changements
structuraux au niveau de nombreux organes et principalement au niveau hépatique et
colorectal. Les pesticides utilisés dans |’ étude semblent étre stockés au niveau du tissu adipeux
et plus particuliérement du tissu adipeux abdominal. L’ observation macroscopique confirme
I”hypothese selon laquelle la prise de poids significative chez les souris femelles traitées, est

due a un déréglement métabolique et hormonal associé a un effet de toxicité tissulaire modéré.

[11.4 Impact tumor ogene des pesticides

Apres la rédlisation de la greffe sous-cutané des cellules de glioblastome au niveau du
flanc droit, le site d’'injection est observé de fagon quotidienne afin de contrdlé la prise de la
greffe. Suite a ce contréle et apres une période d’ un mois, nous avons observé une prise probable
du greffon dans 72% des souris traitées dont 75% sont des souris pesticides (+)/ LCR(+) et 25%
sont des souris pesticides (+)/ LCR(-). Par contre, nous n’ avons observé aucune prise du greffon

chez les souris non traitées (Figur e 27).
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A) B)

m Prise probable du greffon m Souris pesticides (+)/LCR(+)

m Absence du greffon m Souris pesticides (+)/LCR(-)

Figure 27 : Représentation de la prise probable du greffon chez les souris traitées aux
pesticides.

Prise probable du greffon dans 72% des souris traitées aux pesticides. (A) prise probable du greffon chezles souris
traitées au pesticides, (B) prise probable du greffon chez les souris pesticides (+)/LCR (+), et souris pesticides

(+)ILCR(-).
A) B)

Souris Pesticides - Souris Pesticides +

Figure 28 : Photographie des masses observées au niveau du site de la xénogreffe.

Photographie réalisée quatre semaines post xénogreffe. Les souris ont été rasées avant |’ observation, (A) absence
de masse au niveau du site de la xénogreffe chez les souris témoins, (B) présence de masse au niveau du site de la
xénogreffe chez les souris traitées aux pesticides.

La présence d'une masse au hiveau des souris qui ont regus une greffe sous-cutanée
composée d amas cellulaires de glioblastome mis en culture avec du LCR tumoral, suggére que
la prise du greffon nécessite la présence d’un microenvironnement favorable ressemblant au
microenvironnement cérébral dans un contexte tumoral. En effet, comme indiqué dans la Figure

18, le LCR tumora utilisé est riche en protéines, probablement des facteurs de croissance
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secrétées par la tumeur ellee-méme, voir méme I’ADN tumoral présent dans ce liquide, ce qui
favorise la création d’un microenvironnement favorable ala croissance des cellules tumorale en
facilitant la transition mesechymateu-epithéiae.

Toutefois, I'installation de cette niche tumorale, ne semble étre possible gqu’au niveau des
souris traitées aux pesticides. Ceci suggere que le LCR tumoral alui seul n’est pas suffisant pour
induire la prise de la xénogreffe, mais nécessite des changements homéostatiques au niveau de
I’organisme des souris receveuse. L’un des changements important c’'est |’induction dun
phénomene d’immuno-modul ation, permettant | échappement des cellules tumorales au contréle
du systéme immunitaire ou autrement dit une perte de I'immuno-surveillance et ceci par la
diminution du taux de lymphocytes, de monocytes et de basophiles ou par atération de I'activité
descellules NK (Diaz-Resendiz K.J.G et al., 2015).

[11.4.1 Etude macr oscopique des masses au site de la xénogr effe

A I’aide d’un microscope opératoire, chacune des masses présentent au niveau du site de
I"implantation (coté droit) a été observée. |l est a noter que les masses tissulaires observees au
niveau des souris pesticides (+)/LCR(+) été entourées d'un réseau vasculaire important,

comparant au site d’ implantation chez les souris pesticides (+)/LCR(-) (Figure 29).

A) B)
Souris pesticides (+)/ LCR (-) Souris pesticides (+)/ LCR (+) M asse r écupér ée au niveau du sitedela
xénogr effe

Figure 29 : Photographie du site d'implantation des cellules tumorales ainsi que le greffon des
souris traitées aux pesticides.

(A) différence du réseau vasculaire entre les souris pesticides (+)/LCR(+) et les souris pesticides (+)/
LCR(-), (B) structuretissulaire du greffon récupérées chez une souris pesticides (+)/ LCR(+).
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Les masses tissulaires observees sont effectivement visibles en sous-cutanée et n’ adhérent
pas au péritoine, mais semble bien ancrées au niveau sous-cutané. De plus, un réseau vasculaire
dense semble étre mis en place d’'une fagcon importante au niveau du site d’'injection chez les
souris pesticidest/LCR+. Les greffons sont de fromes sphériques bien délimités, entourés du
tissu adipeux et d'ilots cellulaires, le tout traversé par une vascul arisation dense.

La présence des formes tissulaires au site de I'injection sous-cutanée, avec une
vascularisation dense, suggere que les cellules tumoral es injectées ce sont regroupées sous forme

de colonies ayant eu une capacité proliférative importante.

[11.4.2 Etude microscopique des masses au site de la xénogr effe
La lecture des coupes histologiques au microscope optique aux différents grossissements,
révéle la présence d'un tissu adipeux avec signes de nécrose tissulaire et de cellules atypiques
correspondant probablement a des cellules astrocytaires avec présence de cellules myofibroblastiques
réactionnelles (Figure 31). Ces structures sont retrouveées dans 63 % des souris traitées aux pesticides
(Figure 30).

En plus de la présence de la prise de |la greffe sous cutanée, |’ analyse histologique révele
gue certaines masses présentent a proximité du site de la greffe sous cutanée, correspondent a des
ganglions réactionnels. En d autres termes, ces ganglions sont sieges d’intenses interactions
immunitaires et sont ainsi infiltrés par des cellules du glioblastome injectées en sous cutanée.
Ces ganglions réactionnels sont retrouvés au niveau de 37% des souris traitées aux pesticides.
(Figure 30)

m Xénogreffes m Ganglions
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Figure 30 : Représentation du taux des ganglions et de xénogreffes retrouver chez les souris
traitées aux pesticides.

Parmi les masses observées chez les souris traitées aux pesticides, 37% correspondent a des ganglions et 63% a
des xénogreffes

(X4) (X10) (X20)

(A)

(B)

(X4) (X20) (X40)
Figure 31: Coupes histologiques du greffon récupéré au niveau des souris traitées aux
pesticides.
Les X4, X10 & X20 correspondent aux différents grossissements. (A) coupes histologiques des xénogreffe récuprées
a partir des souris pesticides (+)/LCR(-), (B) coupes histoloques des xénogr effes prélevées chez les souris pesticides
(+)/ LCR(+).
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(X4) (X10)
Figure 32 : Coupes histologiques d’ un ganglion réactionnelles récupéré au niveau des souris

traitées aux pesticides. Les X4, X10 correspondent aux différents grossi ssements.

Les pesticides agissent sur de nombreuses signalisations cellulaires notamment sur des
molécules clés dans e processus prolifératif comme ¢’ est le cas de mdm2, p53 et RB. De plus, de
nombreuses études font état de la perturbation du systéme immunitaire en induisant notamment
une down-regulation de I’ activité des cellules NK, des lymphocytes T ; conduisant ainsi a une
perte de la surveillance de cellules cancéreuses par le systeme immunitaire; élément clé de
I’ échappement tumoral. Les différences de structure tissulaires sont observées entre les cellules
xénogreffées issues de I’injection sous-cutanée d’ amas cellulaire en présence ou absence de LCR
tumoral. Ce dernier favorise la formation de colonies de formes sphérique. Ceci concorde avec les
données de la littérature qui montrent que I’ agressivité des cellules tumorales correle avec la
formation de structures sphériques tridimensionnelles (Gillies GE and McArthur S, 2010). Ceci
semble étre favorisé par la présence du LCR tumoral, car ce dernier est riche en molécules pro-

tumorales et pro-angiogenique, voir méme de matériel génétique tumoral.

Les résultats de I’ é&ude histologique confirment que les masses observées lors de |’ analyse
macroscopiques, correspondent a la croissance des amas cellulaires injectés en sous-cutanées
formant ains des xénogreffes d'aspect cellulaire analogue a la tumeur primaire
correspondante. La présence de ganglions réactionnégls confirme la viabilité et le pouvoir
invasif des cellules injectées, ayant eu la capacité de migrer vers les ganglions axillaires.
L’ observation de ces masses uniquement au niveau des souris traitées aux pesticides, confirme
gue le potentiel invasif et prolifératif des cellules de glioblastome injectées est di directement ou

indirectement a la concentration de pesticides dans |’ organisme.

[11.5 Effets des pesticides sur I’homéostasie cér ébrale

[11.5.1 Etude macr oscopique des cer veaux
L’ étude macroscopique des cerveaux de souris témoins, montre une forme de cerveau

vascularisé avec une conservation totale de I’anatomie cérébrale, présence des scissures et un
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cervelet de taille normal. Les cerveaux des souris traitées aux pesticides (DDT, chlorpyrifos et le
glyphosate) quant a eux, présentent une réduction du réseau vasculaire (63% des cas), ceci
s observe au niveau des deux lobes ou bien au niveau d une région particuliére, de plus on
remargue une augmentation de la taille du cervelet (45% des cas), un effacement des
invaginations caractéristiques des cerveaux et présence de zones de couleur blanchétre (9% des

cas). (Figure 33). De plus, une différence significative (p<0.05) de lataille globale des cerveaux
est observée, notamment chez les femelles (Figure 34).

Souris Pesticides - Souris Pesticides +

Cerveau sain Zone blanchétre Mal vascularisation
Figure 33 : Photographie des cerveaux des souris traitées et souris non traitées aux pesticides.

Les souris témoains présentent des cerveaux sains, contrairement aux cerveaux des souris traitées qui sont
dépourvu de circonvolution, et présentent des zones blanchétres ainsi qu’ une avascularisation.

A) B)

Figure 34 : Représentation de lataille des cerveaux de souris témoins et souris traitées aux
pesticides.
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Contrairement aux deux groupes de souris males (traitées & témoins), la différence entre la taille des
cerveaux des deux groupes femelles (traitées & témoins) est significative (A). La mesure destailles des
cerveaux est réalisée post-mortem (B). Le nombre de souris de chaque groupe est de 6 (n=6). * : p-value
0.05

Les résultats obtenus montrant un effet sur I’homéostasie cérébrale, ceci confirme
I” hypothése selon laquelle les pesticides traverse la barriere-hémato-encéphalique et cela est
probablement d0 a leur caractére lipophile. Cette présence au niveau cérébral engendre un
déreglement de son homeéostasie via I’ augmentation des effets ischémiques avec apparition de
zone necrotique. Ceci est en accord avec les éudes internationales montrant une relation entre
I’ exposition aux pesticides et I’ apparition de maladies neurodégénératives, plus particulierement
Alzheimer (Yan D et al., 2016).

On observe aussi une modulation de I’ architecture par I’ intermédiaire de I’ augmentation de
la prolifération des cellules gliales, expliquant ainsi la taille plus importante des cerveaux des
souris traitées. En effet, de nombreuses études font état de larelation existante entre I’ exposition
aux pesticides, notamment au niveau feetal et le risque d’ apparition et progression de tumeurs

cérébrales d origines gliale, notamment les astrocytomes (van W et al., 2003).

En accord avec nos résultats et suggestion précédentes, lataille plus importante du cerveau
des souris femelles traitées aux pesticides par rapport aux souris non traitées est probablement
due al’implication des hormones sexuelles féminines. En effet, de nombreuses études rapportent
I’existence d’'un lien moléculaire entre les cestrogéne et la modulation de la taille cérébrale
(Gillies GE and McArthur S, 2010). Ceci fut possible dans notre éude, car nous avons

commence le traitement des souris a un age précoce ou leurs croissants étai ent toujours en cours.

[11.5.2 Etude microscopique des cer veaux

Suite a la lecture des coupes histologiques au microscope optique aux différents
grossissements, les résultats révelent un aspect histologique normal dans 59% (Figure 35) des
cerveaux des souris témoins (pesticides -) qui présentent une densité cellulaire a priori normale,
une répartition cellulaire homogéne avec une absence de signes d apoptose ou de mitose. De

plus, ces cerveaux présentent une vascularisation réguliére (Figur e 36A).

Contrairement aux souris témoins, les résultats de I’ analyse des coupes histologique des
cerveaux des souris traitées aux pesticides, montrent dans 41% des cas (Figure 35), une densité
cellulaire anormale des avec présence de zone de condensation cellulaire élevées et des zones
moins denses avec une perte de contour cytoplasmique et condensation de certains noyaux
(Figure 36B), ceci pourrait étre potentiellement lié & des signes ischémiques ou de glioses. De
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facon intéressante, ces résultats révélent une présence abondante des €osinophiles au sein de
certains cerveaux de souris traitées aux pesticides (Figure 37).

Cerveaux avec anomalies

m Cerveaux sains

Figure 35 : Représentation des anomalies histologiques retrouvées au niveau des souris traitées
aux pesticides.

Des anomalies au niveau du cerveau sont observées chez 41% des souris traitées aux pesticides.

(A)

(B)

(X4) (X10) (X20)
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Figure 36 : Coupes histologique des cerveaux des souris témoins et souris traitées aux pesticides.

(A) coupes histologiques d'un cerveau d'une souris témoins, (B) coupes histologiques d’un cerveau d'une souris
traitées aux pesticides. En rouge les zones avec une densité cellulaires élevé, en noir une faible densité cellulaire.

(X100)
Figure 37: Coupes histologiques avec un infiltrat immunitaire au niveau des cerveaux des
souris traitées aux pesticides.

Le tissu cérébral des souris traitées aux pesticides est infiltré par des cellules immunitaires notamment les
éosinophiles.

Ces résultats histologiques sur les cerveaux des souris traitées aux pesticides, confirment
que ces derniers agissent sur |’homéostasie cérébrale en provoquant des ischémies cérébrales et
la mise en place de foyer nécrotique, ainsi que des processus de glioses. Les phénomeénes
nécrotiques et ischémiques sont probablement a I’ origine de I'infiltration du tissu cérébra des
souris traitées par les cellules immunitaires, notamment les éosinophiles. De haut poids
moléculaire, mais présentant un caractere lipophile, les pesticides utilisés dans notre éude, ont
ainsi le potentiel de traverser la barriere hémato-encéphalique et perturber I’homéostasie du tissu
cérébral.



RESULTATSET DISSCUSSIONS

Conclusions et perspectives

Les résultats de I’ exposition des souris immunocompétentes par voie intrapéritonéale a un
mélange, composé de chlorpyrifos, DDT et de glyphosate, pesticides largement employés dans
I’agriculture en agerie, montrent des effets sur I’évolution du poids des souris femelles
suggérant ainsi une perturbation des hormones sexuelles féminines ces hormones probablement
impliquées dans le développement cérébral, notamment dans I’ augmentant son volume. En plus
de la perturbation hormonale, les pesticides traversent la barriére hémato-encéphalique, affectant
ains I’homéostasie cérébrale, en induisant des nécroses, des glioses, et des ischémies. Le
développement de xénogreffe, dérivée a partir de glioblastome, chez les souris traitées aux
pesticides, démontre |’ effet immunomodulateur de ces derniers, cela permet d une part, aux
cellules tumorales d’ échapper au contréle du systéme immunitaire, d’ autre part, I’ augmentation

du pouvoir invasif des cellules de glioblastomes.

L’ ensemble de ces résultats suggere que les pesticides sont un facteur de risque dans la
progression des tumeurs cérébrales. Car ils agissent, en modulant le systéme immunitaire, mais
auss en désorganisant I’homéostasie du tissu cérébral permettant ains aux celules de
glioblastome de s'implanter de proliférer de fagon importante. Ces phénomenes pourraient donc
engendrés chez des personnes prédisposées ou ayant une premiere transformation maligne, une

progression tumorale.

Le travail effectuer ouvre de nouvelles voies de recherches, notamment |'analyses
immunohistochimiques sur le tissu cérébral et la xénogreffe afin de mieux identifier les
caractéristiques moléculaires du tissu éudier, en plus du tissu cérébrale, objet de notre étude, une
analyse approfondie de I'ensembles des organes des souris traitées aux pesticides serait
intéressante a réaliser. L’implication probable des perturbation hormonales dans la progression
des xénogreffes pourrait étre élucider par le dosage hormonal des souri traitées. Pour évaluer
I’effet immunomodulateur, il serait aussi important d effectuer une formule de numération
sanguine (FNS) sur le sang des souris traitées aux pesticides

Enfin il serait intéressant d’augmenter I’ effectif du model animal, un traitement & long
terme aux pesticides ainsi que la réalisation des xénogreffes de cellules de tumeurs cérébrales en

i ntracrani ennes.
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Annexe 1l

Tableau : Les critéres de classement des agents selon le degré d’indication de cancérogénicité.

Classe d'agents

Criteresde détermination du degréd'indication de

Nombre d'agents

risque pour I'hnomme et pour I'animal delaboratoire classés
Agent 107 agents
cancérogene pour Principe général : Indications suffisantes de Ex : Arsenic/
I'nomme cancérogeénicité pour I'homme. EBV/
(Groupe 1) Formaldéhydes
Agent 58 agents
probablement Principe général : Indications limitées de cancérogénicité | Ex : Acrylamide/
cancerogene pour chez I'nomme et suffisantes chez I'animal. DDT/ Glyphosate
I'nomme
(Groupe 2A)
Agent peut étre Principe général (2 formes) : 249 agents

canceérogene pour Forme 1 : Indications limitées de cancérogénicité chez EX : Trypan blue
['homme I'hnomme et insuffisantes chez I'animal. [HIV-2/ HPV
(Groupe 2B) Forme 2 : Indications insuffisantes chez I'homme et 26,53,30,34
suffisantes chez I'animal.
Agent inclassable 512 agents
quant asa Principe général : Indications insuffisantes chez I'nomme | EX : Vitamine K /
cancérogénicité et insuffisantes ou limitées chez I'animal. 5-Fluorouracil
pour I'homme /Chlorpyrifos

(Groupe 3)

Agent n'est 1 agent :
probablement pas | Principe général : Indications suggérant une absence de caprolactame
cancerogene pour canceérogeénicité chez I'hnomme et chez I'animal de

I'nomme laboratoire.

(Groupe 4)




Annexe 3

Tableau : Composition d’aiment de souris

Composition

Mais, Tourteaux de soja, Issues de Meunerie, Calcaire,
Phosphates, Sel, Acides Aminés, Oligo-éléments,
Poly-vitamines, Antioxydant.

Supplément
Antioxydant : BHT
Vitamines : A,E D3

Annexe4

Tableau : Composition du réactif de Bradford.

Réactifs Quantités
Bleu de coomassie G250 57 mg
M éthanol 28,5ml
Acide phosphorique 85% 57 ml
Eau digtillée 484,5 ml







Résumé

Introduction lestumeurs cérébrales constituent un probleme de santé publique majeur en Algérie, car
elles présentent une incidence importante et &ge médian d' apparition relativement précoce. Cette
augmentation de I'incidence ains que la précocité d’ apparition de ces tumeurs sont probablement lié
aux facteurs génétiques ou environnementaux tels que les pesticides.

Matériels et méthodes Afin d' évaluer I’ effet des pesticides sur I'initiation et/ou la progression des
tumeurs cérébrales, des souris immunocompétentes agées de 4 a 6 semaines sont traitées en
intrapéritonéales chague 72 heures durant 8 semaines par un mélange de pesticide composés de
chlorpyriphos-éthyl, N-(phosphonomeéthyl) glycine et |e dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT). Trois
semaines post traitement, une xénogreffe en sous-cutanée d'amas cellulaires de glioblastome humain est
réalisé.

Résultats L’exposition des souris immunocompétentes a ce mélange de pesticides, engendre un
déréglement métabolique et hormonal, une perte de I’ homéostasie du tissu cérébrale (41%), ainsi que la
prise de laxénogreffe (63%).

Conclusion Cesrésultats suggérent que les pesticides sont un facteur de risque dans la progression des
tumeurs cérébral es, notamment en agissent d’ une maniére directe sur les cellulestumorales elles- méme,
ou d’ une fagon indirecte par une immunomodul ation ou désorganisant del’ homéostasie du tissu cérébral

Mots clés: tumeurs cérébrales, microenvironnement tumoral, systéme immunitaire, pesticides.

Abstract

Background Brain tumors is a mgjor public health problem in Algeria, as they have a significant
incidence and median age of onset relatively early. This increase in incidence and the early onset of
these tumors are probably related to genetic or environmental factors such as pesticides.

Materielsand methods In order to evaluate the effect of pesticideson theinitiation and/ or progression
of brain tumors, immunocompetent mice aged 4 to 6 weeks are treated intraperitoneally every 72 hours
for 8 weeks with a pesticide mixture composed of chlorpyrifos- Ethyl, N- (phosphonomethyl) glycine
and dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT). Three weeks after treatment, a subcutaneous xenograft of
cell clusters of human glioblastomaiis performed.

Results Exposure of immunocompetent mice to this mixture of pesticides results in metabolic and
hormonal disorders, loss of cerebral tissue homeostasis (41%), and xenograft ingestion (63%).
Conclusions These results suggest that pesticides are arisk factor in the progression of brain tumors,
in particular by acting directly on the tumor cells itself, or indirectly by immunomodulation or
disorganization of brain tissue the homeostasis.

Keywords: Brain tumors, tumor microenvironment, immune system, pesticides.
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