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REESLUMIE

On a entretenu en culture asynchrone en couche monocellulaire, 4 lignées de cellules de
mammiféres: une cancérogéne (Hela), une transformée (rat NC) et deux normales (rein de rat et
hamster chinois V 79). Le milieu nurritif MEM a été enrichi pendant différents temps de 0 2 30
heures en chlorure de plomb ou en chlorure de cadmium.

Différents parametres ont été étudiés: le taux de prolifération d’une population asynchrone, la
capacité d’une cellule viable a former une colonie, le raux d’incorporation de la thymidine rritiée,
Pactivité mitotique et les aberrations chromosomiques.

Les résultats obtenus sur les quatre souches se ressemblent par le caractére des effets toxiques
dont lintensité différe suivant la lignée cellulaire (normale, transformée ou cancéreuse), le méral
(plomb ou cadmium) la concentration du sel métallique et la durée de I'incubation.

On confirme que sans étre spécifique, le taux d'incorporation de la thymidine tritice est
jusqu’ici un des paramétres les plus sensibles pour évaluer rapidement le degré de toxicité des
métaux lourds sur les cellules animales en culture.

Les métaux lourds tels que le plomb” ou le cadmium3 sont connus pour
produire de graves intoxications aigués ou chroniques suivant les conditions dans
lesquelles 'organisme humain se trouve a leur contact.

Les criteres biologiques pour évaluer la toxicité de ces métaux ont unc
valeur variable®,

A cOté des manifestations organiques visibles, consécutives a une
intoxication, il existe au niveau cellulaire des effets qui décelés a temps
permettent de détecter le début d’une intoxication et d’en évaluer la gravité. De
nombreuses études /n pire chez ’lhomme et chez 'animal ont permis d’établir la
complexité du mode d’action des métaux lourds au niveau cellulaire. Une fois
dans la cellule, les métaux lourds se lient d’une fagon plus ou moins spécifique et
durable a différentes structures16, Ils produisent en particulier des altérations des
acides nucléiques par suite d’interactions avec les phosphates et les liaisons avec
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les bases. IlIs modifient entre autre la perméabilité de la membrane altérant la
synthéses des protéines ainsi que les phosphorylations oxvdatives.

Ils interferent avec de nombreux processus enzymatiques dans les cellules
d’organes et de tissus variés. Ils peuvent aussi induire des effets mutagénes,
cancérogeénes!? et tératogénes!?.

Comparés aux systémes i vivo, les cultures de cellules de mammiféres de
souches établies constituent un modéle expérimental accessible pour 'étude du
mécanisme de I'action d’agents de I'environnement tels que les métaux lourds
comme pour P'élaboration de tests relatifs a I'évaluation de leur toxicité. Depuis
longtemps Verne et Sannié!” avaient ouvert la voie en comparant les effets de
nombreux sels méralliques sur les cellules en culture.

Nous avons montré que le chlorure de plomb ajouté au milieu de culture
des cellules HelLa produisait une inhibition temporaire des synthéses macromo-
léculaires qui devenait réversible quand les cellules éraient remises dans du milieu
normall4. Ces résultats sont comparables 2 ceux de Fischer34 pour d’autres
cellules et des conditions d’incubation différentes. Nous avons confirmé ces
premiers résultats sur deux autres souches et comparé avec les effets du chlorure
de cadmium!3,

Dans ce présent travail, nous avons voulu étendre ces recherches i une autre
souche de cellules normales en appliquant des paramétres qui se sont montrés
extrémement fructueux en radiobiologie cellulaire

MATERIEL ET METHODES

On a entretenu en culture asynchrone, en couche monocellulaire 4 lignées de
souches établies suivant nos méthodes déja décrites!415. Une souche de cellules
cancéreuses est représentée par les cellules HeLa, une de cellules transformées par
les cellules de rat XC, 2 souches sont normales: rein de rat NRK et hamster
chinois V 79.

Aprés repiquage, les cellules en phase exponentielle sont mises a incuber
avec du milieu MEM enrichi de 3 concentrations différentes de chlorure de
plomb ou de cadmium (p.a. Kemika, Zagreb): une faible concentration 10—5M,
une moyenne 5 x 1075M et une forte 2,5 x 1074M. Les concentrations
maximum ont été choisies parce qu’elles ne modifiaient pas les propriétiés du
milieu et ne produisaient pas de précipité durant nos expériences.

Les conséquences de cette incubation avec les sels métalliques ont été suivies
en premier lieu sur la prolifération cellulaire. Un certain nombre de flacons ont
¢té ensemencés avec une méme suspension (10 cell./ml). Dix a douze heures plus
tard les différents solutions de sels métalliques ont été ajoutées. Pour chaque
intervalle de temps choisi, 3 flacons ont été trypsinés et les cellules comptées.

La capacité de clonage des cellules viables a été évaluée en ensemencant un
petit nombre de cellules par flacon (4050 cell./ml) et en les traitant ensuite par
les sels métalliques pendant différents temps. Au bout de 8 ou 14 jours les
colonies ont été colorées au violet cristal et comptées.
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La synthése de I'acide désoxyribonucléique (DNA) a été suivie par le taux
d’incorporation de la thymidine tritiée 3H - TdR (0.2 pCi/ml, act. spec. 5
Ci/mmole, Amersham, U K) évalué a I'aide de la technique de comptage cn
scintillation liquide que nous avons mise au point1415,

L’index mitotique a été calculé pour des populations de 2000 cellules
soumises 2 chaque traitement, ct aprés fixation au Carnoy, colorées par le
Giemsa.

Les aberrations chromosomiques ont été identifiées sur 200 plaques
métaphasiques de chaque catégorie de cellules traitées, grace a une adaptation de
la technique de Moorhead.

RESULTATS

Les courbes de prolifération cellulaire ont été établies d’aprés le nombre de
cellules en fonction du temps (Figure 1). A faible concentration, les 2 sels ne
produisent qu’un bref ralentissement de la croissance des cellules Hela. La forte
concentration de chlorure de plomb bien qu’exergant un ralentissement prononcé
de la croissance est moins toxique que la moyenne concentration de cadmium qui
tue les cellules. La forte concentration de cadmium tue rapidement toutes les
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FIG. 1 - Cinétique de prolifération des cellules Hel.a en présence de différentes concentrations de
chlorures métalliques: a: chlorure de plomb; bi chlorure de cadmium; abscisse: temps en heures;
ordonnée: nombre de cellules/ml,
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cellules. Les rapports entre la toxicité des différentes concentrations sont
semblables pour les autres souches malgré différents temps de duplication.

Sur la Figure 2 sont représentés par rapport aux témoins de 100%, les
pourcentages de colonies formées apres différentes durées d’incubation dans le
chlorure de plomb 5 x 10—3M, des cellules Hel.a et de hamster chinois V 79. Le
nombre total de colonies diminue en fonction du temps, beaucoup plus vite pour
les cellules HeLa que pour celles de hamster chinois V79. De plus le nombre des
colonies de rtaille réduite augmente proportionnellement avec la durée de
Iincubation.
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FIG. 2 - Action du chlorure de plomb (5 x 1075M) sur la capacité des cellules Hel.a (0) er

hamster chinois V 79 (/1) 2 former des colonies; abscisse: temps en heures; ordonnée: pourcentage
i . i o

de colonies formées par rapport aux témoins 10070,

Le taux de synthése du DNA évalué par P'incorporation de la thymidine
tritiée est représenté sur la Figure 3 par rapport aux témoins (100%) pour les 4
souches. En ce qui concerne le chlorure de plomb 2,5 x 10=4M la courbe
d’inhibition est biphasique. De 20 a 30" pendant les 610 premicres heures,
Pinhibition atteint 50% au bout de 20 heures. Le chlorure de cadmium a moyenne
concentration produit au bout de 2 heures une inhibition allant jusqu a 50"« puis
pendant quelques heures le taux remonte, Pincorporation devient presque
normale et est 2 nouveau inhibée jusqu’a 40% environ au bout de 20 heures. 1l est
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FIG. 3 — Taux d’incorporation de la thymidine tritiée dans les 4 souches; a: chlorure de plomb
(2,5 x 1074M); b: chlorure de cadmium (5 x 1073M); abscisse: temps en heures; ordonnée: "o de
c.p.m. dans les cellules traitées par rapport aux témoins de 100%; N: cellules normales; C: cellules
cancéreuses ou transformées

-
FIG. 4 - Effet du chloture de plomb (5 x 1073M) pendant 24 heures sur index mitotique des
cellules Hela. (Microscope Orthoplan Leitz, oculaire 10, objectif immersion a huile 100/1.30),
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s

FIG. 5 — Effet du chlorure de cadmium (5 x 1073M) pendant 24 heures, sur I'index mitotique
des cellules Hel.a.

évident que les 4 souches réagissent qualitativement de la méme fagon envers
chaque méral avec des différences quantitatives dans I'intensité del’effet observé.

L’index mitotique a été évalué pour les différentes souches en présence des
chlorures métalliques. En ce qui concerne le chlorure de plomb (5 x 1075M),
peu de changements sont visibles comme le montre la Figure 4 représentant les
cellules Hel.a aprés 24 heures d'incubation. L’index mitotique reste environ de
4%.

Aprés 10 heures d’incubation dans le chlorure de cadmium 5 x 10—5M,
'activité mitotique n’est pas changée pour les cellules NRK et de hamster chinois
V 79. Elle est augmentée pour les cellules Hela (43%) et XC (26%) Mais les
nombreuses mitoses sont presque toutes anormales (Figure 53).

Dans les mémes conditions, le chlorure de plomb ne produit qu’une faible
élévation du taux des aberrations chromosomiques, surtout des cassures (Figure
6). Au dela de 10 heures d’incubation dans la movenne concentration de
cadmium, les nombreuses lésions chromosomiques observées dans les cellules
Hela sont irréversibles. L’abondance des cassures se traduit par une véritable
pulvérisation de la plaque métaphasique (Figure 7).
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FIG. 6 — Aberrations chromosomiques (cassures) induites dans les cellules Hela aprés 24 heures

d’incubation dans le chlorure de plomb (5 x 10~3M)

FIG. 7 - Aberrations chromosomiques (pulvérisation) induites dans les cellules HeLa aprés 24

heures d’incubation dans le chlorure de cadminm (5 x 1073M).
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DISCUSSION

Des résultats qui précedent, on peut établir que les effets tardifs sur la
prolifération cellulaire sont la conséquence d’effets précoces sur la svnthése du
DNAY. Méme si cet effet n’est pas direct et traduit seulement la conséquence de
modifications complexes des processus enzymatiques, il permet d’évaluer
rapidement et avec précision les premiéres perturbations produites dans la cellule
par la présence de sels métalliques!4. Painter!? avait déja attiré P'attention sur la
valeur de ce paramétre.

Bien que le bref effet stimulateur produit par le cadmium ne soit pas une
exception, il est difficile au stade actuel de nos recherches de Pexpliquer!-11.
L’abondance des mitoses anormales et le nombre excessif d’aberrations
chromosomiques confirment quau deld d’unc concentration donnée de sels
métalliques et d’un certain temps d’incubation, le matériel génétique est
irréversiblement atteint2.0,

Les résultats mentionnés ici obtenus avec d’autres paramctres et une autre
souche confirment nos résultats précédents!. Ils montrent que différents facteurs
contribuent 2 Pexpression de la toxicité des métaux lourds pour les cellules
animales en culture mais que importance relative de chacun est fonction des
conditions expérimentales.

11 semble aussi que les cellules normales soient moins sensibles au plomb et
plus sensibles au cadmium que les cellules cancéreuses ou transformées.
L’intensité des effets inhibiteurs dépend aussi du métal lui-méme, le cadmium
étant au moins 5 fois plus toxique que le plomb et elle augmente en fonction de la
concentration du sel métallique et de la durée d’application. L’étude de la
réversion permet de voir dans quelles conditions le matériel génétique est
atteint!5, Bien qu’obtenus dans des conditions différentes ces résultats sont en
accord avec les données récentes concernant les effets de divers métaux au niveau
cellulaire in vitro ou in vive®13,18,

A coté de approfondissement du mode d’action des métaux lourds, ce
modéle relativement simple permettrait aussi de tester la toxicité de différents sels
métalliques. Il pourrait ainsi servir de base avant P’étude et le traitement
dintoxications aigués ou chroniques chez I'animal et 'homme.
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