Les lignées cellulaires au
secours des poissons

Des centaines de milliers de poissons meurent a I’échelle mondiale chaque année dans
le cadre des tests de toxicité. 'Eawag tente de leur trouver une alternative et les cellules
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de poisson semblent constituer une piste intéressante. Il se trouve cependant que les

produits chimiques ont généralement une action toxique plus faible sur les cellules

de poisson que sur les poissons eux-mémes. Cet article vous apprend pourquoi et vous

montre comment les tests sur cellules de poisson peuvent étre optimisés.

D'aprés une estimation [1], 54 millions de vertébrés seront
utilisés pour la réalisation d'études toxicologiques dans les 10 pro-
chaines années. Ceci notamment dans le cadre de la nouvelle
réglementation chimique européenne REACH (enRegistrement,
Evaluation et Autorisation des substances CHimiques) qui exige
depuis juin 2007 une évaluation du risque pour I'environnement
et la santé humaine de toutes les substances chimiques mises
en circulation dans I'Union européenne en quantité supérieure
a une tonne par an. Les poissons sont les animaux les plus
fréquemment utilisés pour I'évaluation du risque environnemental
des produits chimiques. Et la toxicité des substances testées est
le plus souvent évaluée a partir des taux de mortalité qu'elles
provoquent (essai n° 203 de I"OCDE pour la détermination de la
toxicité aigué chez les poissons). L'inconvénient de ces tests est
non seulement de co(ter la vie aux poissons exposés, mais aussi
de ne livrer aucune information sur les mécanismes d'action des
produits chimiques et de ne pas permettre la mise en évidence
des effets chroniques. Dans le cadre du projet « CElISens» (De-

Elaboration d’une lignée de cellules

Des lignées cellulaires peuvent étre élaborées a partir d'or-
ganes et de tissus de diverses espéces de poissons. Les pre-
mieres cellules obtenues se trouvent tout d'abord en culture
primaire. Lorsque ces cultures primaires peuvent étre multi-
pliées, une lignée cellulaire peut étre constituée. Les lignées
de cellules de poisson ont un avantage décisif sur celles de
mammiferes comme la souris ou I'homme: la plupart d'entre
elles sont des lignées immortalisées et permanentes, c'est-a-
dire qu'elles peuvent étre indéfiniment divisées et multipliées.
Cette immortalisation se produit spontanément chez les
cellules de poisson, pour des raisons non encore élucidées a
ce jour.

L'utilisation d'animaux n'est nécessaire qu'au début du proces-
sus d'élaboration de la lignée cellulaire et elle se limite, dans
I"idéal, a un seul animal. Une fois la lignée établie, les animaux
n'interviennent plus.

velopment of a strategy to predict acute fish lethality using fish
cell lines and fish embryos), I'Eawag tente de trouver de nouvelles
solutions pour les tests de toxicité sur les poisons. En plus des
modeles prévisionnels par simulation numérique et de I'exposition
d’embryons de poisson zebre, les cellules de poisson constituent
une piste intéressante (cf. encadré).

Le probleme: dans les tests, les cellules de poisson sont
moins sensibles que les poissons eux-mémes. Malgré leur
potentiel prometteur, I'utilisation des cellules de poisson n'est
pas encore établie dans les tests officiels. De nombreuses études
font état d'une bonne corrélation entre la toxicité cellulaire et la
toxicité aigué au niveau du poisson entier. Ces observations se
réferent a la sensibilité relative, c'est-a-dire au positionnement du
produit testé sur une échelle allant de non toxique a tres toxique.
Si par contre on considére les valeurs dans l'absolu, les cellules
s'averent environ dix fois moins sensibles que les poissons eux-
mémes [2]. Cela signifie que les tests cellulaires nécessitent des
concentrations de produits chimiques plus élevées pour obtenir
le méme effet toxique. Cette différence de comportement entre
poisson et cellule dans les tests serait notamment liée a la bio-

Culture des cellules de poisson en conditions stériles.

Eawag News 68f/Février 2010

25



Actualité de la recherche

A Volatilisation B Volatilisation Fig. 1: Dans les tests sur poissons
e 4%, e o 4% (A) ou sur cellules (B), la diffusion
(] L] L
° ° des substances chimiques vers
Eau ole® o | Milieu o leur site d'action est influencée par
R r . N plusieurs facteurs en concurrence
Site d'action % : ° Site d'action les uns avec les autres qui détermi-
oo 1 «~— &% <« . .
o o — o® — nent la proportion de toxique pouvant
0 °® o o E luti o o
° °% o | n solution : pénétrer dans la cellule ou dans
En solution Fixées sur| 4 Fivaes sur I'organisme et pouvant donc y causer
3 of | protéines membrane Cellule . des dommages. Dans notre cas,
o : 5 < |'adsorption des substances sur les
° ) ° A . ° rotéin étre négligé r
Adsorption sur le verre e Adsorption sur le plastique protel es peu? etre .e.g 'gee ca
° A an e ®oo o ° o o e 000 o e 8% o o 096 8 o 80 oo © notre milieu d'exposition (L15/ex)

disponibilité des substances, c'est-a-dire a la quantité de toxique
réellement accessible aux cellules [2]. En effet, bien que les voies
de diffusion soient sensiblement les mémes dans les poissons
et dans leurs cellules (Fig. 1), les cultures cellulaires usuelles en
plagues de microtitration favorisent les pertes par le biais, par
exemple, d'une adsorption des substances sur les parois des
puits. Ainsi, le rapport entre la surface susceptible de causer une
sorption et le volume du récipient de laboratoire est beaucoup plus
élevé pour une plague que pour un aquarium: un aquarium de dix
litres de 20 X 20 X 25 cm présente un rapport surface sur volume
de 280 cm?/I alors que ce rapport est de 10000 cm?/I pour une
plaque 24 puits de 1,6 cm de diametre et de 1,7 cm de hauteur.

Nous recherchons actuellement des solutions pour optimiser
les tests en intervenant en particulier sur les propriétés physico-
chimiques des substances, sur le milieu d'exposition et sur la
méthode d'application du toxique potentiel (Fig. 1). Dans le projet
CEllSens, nous travaillons ainsi avec 60 substances organiques
représentatives se distinguant par leurs modes d'action toxique,
leurs propriétés physicochimiques (volatilité et lipophilie par ex.)
et leur toxicité (de faible a forte) [3].

L'ampleur des phénoménes de sorption et de volatilisation
dépend des propriétés physicochimiques des substances.
Les processus tels que la sorption ou la volatilisation dépendent
des propriétés physicochimiques des produits chimiques. Plus la
substance testée est lipophile, plus elle aura tendance a se lier
aussi bien aux parois des récipients, surtout s'ils sont en plas-
tique, qu'aux protéines contenues dans le milieu de culture. La
volatilité d'une substance est quant a elle décrite par la constante
de Henry. Plus celle-ci est grande, plus le produit est volatil. Les
deux facteurs de lipophilie et de volatilité réduisent donc la bio-
disponibilité des substances chimiques et induisent de ce fait une
baisse de sensibilité des tests.

Jusqu'a présent, ces propriétés physicochimiques ont été
rarement prises en compte dans les études in vitro. Il est cepen-
dant assez aisé de le faire en déterminant la concentration de
composé non lié dans le milieu. A I'aide d’'un modéle mathéma-
tique, nous avons pu montrer que la sensibilité absolue du test
sur cellules augmentait fortement quand les valeurs de toxicité
mesurées étaient corrigées d'un facteur tenant compte de la lipo-
philie et de la volatilité des substances testées [4]. La sensibilité
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n'en contient pas.

absolue obtenue apreés correction était alors similaire chez les
cellules et les poissons.

Quand il vaut mieux en faire moins: notre expérience du
milieu minimal. Beaucoup d'ingrédients entrant dans la compo-
sition d'un milieu de culture comme le sérum, les vitamines ou
les antioxydants ont un effet protecteur sur les cellules. Contraire-
ment aux lignées de cellules humaines, celles de poisson utilisées
a I'Eawag sont capables de subsister dans un milieu minimal
développé par nos soins qui ne renferme que des sels minéraux,
du galactose et du pyruvate [5]. Maintenant commercialisé, ce
milieu de culture appelé L15/ex a été développé a partir du milieu
L15 autrefois utilisé. Un effet sensibilisateur de L15/ex sur les
cellules de poisson a déja pu étre observé [6].

Application directe vs indirecte. Dans une autre étude, nous
avons pu démontrer que la toxicité des substances chimiques
dépendait également de la méthode d'application employée,
notamment lorsque le DMSO (diméthylsulfoxyde) était utilisé
comme solvant [7]. Le rajout de quantités définies de substance
a tester dans le milieu peut se faire de fagon directe ou indirecte.
Lors de I'application directe, des quantités définies de solution
mere hyper-concentrée sont simplement appliquées a la pipette
sur les cellules dans le milieu d'exposition. A I'inverse, I'applica-
tion indirecte se base sur I'exposition des cellules a une solution
diluée de produit chimique préalablement préparée avec du
L15/ex (Fig. 2A). A priori, le choix de la méthode d'application
ne devrait pas avoir d'incidence sur la toxicité de la substance
appliguée. Or I'expérience prouve le contraire. Nous avons testé
les deux méthodes avec le 1,2-dichlorobenzéne (DCB) et constaté
un décalage vers la droite de la courbe dose-réponse pour |'appli-
cation indirecte. Ainsi, la CEsy (concentration causant la mort de
50 % des cellules exposées) obtenue avec |'application directe
était cing fois plus faible qu'avec la seconde méthode (Fig. 2B).
Pour découvrir les raisons de cette différence, nous sommes
allées explorer I'intérieur des cellules.

Que nous apprennent les concentrations internes? Le DMSO
possede des propriétés perméabilisantes, c'est-a-dire qu'il ac-
croit la perméabilité des membranes cellulaires et facilite ainsi
la pénétration des substances chimiques testées. Contrairement



a I'application indirecte ou les cellules sont exposées a une so-
lution homogene de L15/ex, de DMSO et de DCB, I'application
directe provoque la formation a la surface des cellules d'un film
de DMSO et de DCB. Se pourrait-il que la formation de ce film
facilite I'absorption du toxique par les cellules ? Pour vérifier cette
hypothése, nous avons mesuré la concentration intracellulaire de
DCB immédiatement apres |'application de la solution chimique.
En effet, la toxicité d'une substance est due non pas a sa concen-
tration a I'extérieur, mais bien a l'intérieur des cellules cibles. Nos
dosages montrent qu'effectivement la quantité de DCB absorbée
par les cellules est beaucoup plus importante apres une applica-
tion directe qu'apres une application indirecte.

L"écotoxicologie fait d'autre part appel au concept de charge
corporelle mortelle («lethal body burden ») qui décrit la concentra-
tion totale qu'une substance chimique doit atteindre dans |'orga-
nisme pour avoir un effet létal. Cette concentration est exprimée
en mmol/kg de poids frais. McCarty et ses collaborateurs [8] ont
calculé que la charge corporelle mortelle des substances ayant un
mode d'action narcotique comme le DCB était comprise entre 2 et
8 mmol/kg chez le poisson. Nous avons repris ce concept pour les
cellules de poisson et avons obtenu pour notre lignée RTgill-W1
des valeurs de 6 mmol DCB par kg de poids frais pour l'application
directe et de 4 mmol DCB/kg pour l'application indirecte. Si on
considére donc la concentration |étale intracellulaire, la différence
de sensibilité entre application directe et indirecte s'estompe et
les effets toxiques mesurés restent valables quelle que soit la
méthode d'application employée.

Néanmoins, bien qu'une application directe permette déja
d'obtenir une sensibilité comparable entre poissons et cellules de
poisson sans avoir a déterminer les concentrations intra et extra-
cellulaire en toxique, nous préconisons une application indirecte
de la substance a tester sur les cellules. En effet, la méthode
indirecte correspond mieux aux conditions naturelles d'exposition

Fig. 2: (A) Représentation schématique des méthodes d'application directe
et indirecte. (B) La position de la courbe dose-réponse et donc la valeur de la
CEsgp du 1,2-dichlorobenzene (DCB) sont influencées par le mode d'application

de la substance.
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des poissons dans le milieu aquatique et livre donc le scénario
le plus plausible. D'autre part, elle permet d'éviter que certaines
cellules ne soient exposées a des concentrations beaucoup plus
élevées que d'autres. Pour rendre correctement compte de la
sensibilité des cellules de poisson, la toxicité devra cependant
toujours se rapporter a la concentration intracellulaire effective.

Les cellules de poisson sont une bonne alternative pour les
tests de toxicité. Moyennant une optimisation des conditions
expérimentales, les cellules de poisson constituent donc un
matériel prometteur pour la réalisation de tests de toxicité dans le
cadre d'une évaluation des substances chimiques, et notamment
de la mise en ceuvre de la réglementation chimique européenne
REACH. Le projet CEllSens se préoccupe d'autre part de la
définition de nouveaux effets a observer. En effet, la mortalité
n'‘est qu'un des effets mesurables possibles et ne compte pas
parmi les plus sensibles. De plus, elle ne livre aucune information
sur les modes d’action du toxique. Nous sommes donc actuel-
lement a la recherche de genes marqueurs appropriés, dont les
profils d’expression permettraient de comprendre pourquoi telle
ou telle substance chimique est toxique pour les cellules. Les
nouveaux tests de toxicité basés sur les cellules de poisson
permettraient donc non seulement de réduire le nombre d'ex-
périmentations animales mais aussi d'analyser dans le détail les
modes d'action toxique et les effets chroniques des substances
chimiques. 00O

Débuté en décembre 2006, le projet « CElISens » est financé par la Conseil eu-
ropéen de I'industrie chimique (Cefic) et le « Department for Environment Food
and Rural Affairs — Defra U.K. ».
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