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connexine
di(2 - éthylhexyl) adipate
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di-isononyl phtalate
diméthylbenz(a)anthracène
milieu Eagle modifié par Dulbecco
diméthyl sulfoxyde
"epidermal growth factor"
élément de réponse
communications intercellulaires vla les jonctions "gap"
hépatocancérogénicité
hypoxanthine guanine phosphorybosyle transferase
hépatocytes humains
proliferateurs des peroxysomes hépatiques
hépatocytes de rat
lymphocytes humains
lymphocytes de rat
lymphocytes de souris
méthyl clofenapate
mono (2-éthylhexyl)phtalate
mutation sur souris transgéniques (Muta-Mouse et Big-Blue)
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moelle osseuse de rat
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tampon phosphate
protéine kinase A
protéine kinase C
proliferation perorysomale
récepteur activé par les HPPs
élément de réponse de PPAR
rupture d'ADN simple brin
récepteur de I'acide 9-cls rétinoïque
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sérum albumine bovine
échanges de chromatides soeurs
"standard error of the mean"
embryon de hamster Syrien
sérum de veau foetal
transfert de colorant
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transformation morphologique
12- O -tétr adécanoyl-phorb ol- I 3 -acétate

synthèse d'ADN non programmée
TPA
UDS
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Le cancer est une des principales causes de mortalité humaine dans les pays
développés. Il est le résultat d'interactions complexes entre facteurs exogènes et endogènes
et d'un processus multi-étapes qui conduit à I'expansion clonale et à la croissance
anarchique de cellules ayant subi des dommages génétiques et épigénétiques. Ces
dommages peuvent être liés à l'activation de proto-oncogènes etlou à I'inactivation de
gènes suppresseurs de tumeurs. La réduction du risque de cancer au niveau des populations
passe par I'identification des substances induisant ce type de dommages ainsi que par leur
contrôle.

Une substance cancérogène pour I'homme peut être identifiée a posteriori par des
méthodes épidémiologiques. Des méthodes expérimentales doivent aussi être mises en
oeuwe pour identifier les agents cancérogènes avant même que tout individu y soit exposé.
La méthode expérimentale la plus à même de mimer les effets chez l'homme est l'éude in
vivo chez l'animal, néanmoins ce type d'expérimentation long et coûteux, est utilisé pour les
médicaments, les additifs alimentaires et les pesticides, mais n'est pas appliqué aux
substances chimiques en général. De plus, le nombre de substances nouvellement
synthétisées et susceptibles d'être mises sur le marché augmente rapidement. C'est pourquoi
de nombreux essais à court terme ont été développés ces vingt dernières années, basés sur le
concept de la relation mutagénèse-cancérogénèse. Ces tests ne sont toutefois capables de
détecter que 67%o des substances cancérogènes chez les rongeurs (Ashby et Tennant, l99l).
Ceci implique que les cancérogènes n'induisent pas toujours des modifications génétiques
détectables par les essais de mutagénicité. En effet, les cancérogènes dits "non-
génotoxiques" agissent sur de multiples cibles sans que leur action ne puisse être détectée
par les essais in vitro classiques. Il faudrait donc trouver d'autres critères capables de mettre
en évidence les cancérogènes qui n'induisent pas de dommages directs à I'ADN, mais
participent indirectement au processus d'accumulation des modifications génétiques
(Yamasaki, 1996).

Nous nous sommes intéressés à deux critères in vitro susceptibles d'être utilisés
pour détecter les cancérogènes génotoxiques et non-génotoxiques : la transformation
morphologique des cellules primaires d'embryon de hamster Syrien (SIIE) et I'inhibition des
communications intercellulaires via lesjonctions "gap" (GJIC) sur les cellules SFIE et les
cellules de la lignée V79.

La transformation morphologique et I'inhibition des communications intercellulaires
ont été étudiées sur des représentants d'une catégorie de substances hépatocancérogènes
chez I'animal, les proliferateurs des peroxysomes.

Les substances proliferatrices 0., p.ro*ysomes hépatiques (tIPPs) induisent la
prolifération peroxysomale et I'hépatomégalie à court terme chez les rongeurs. A plus long
terme, elles provoquent la formation de carcinomes hépatocellulaires. Ces substances
répondent en majorité négativement aux essais basés sur la mise en évidence de dommages à
I'ADN @eddy et Lalwani, 1983 ; Ashby et al., 1994). Parmi les 7l produits considérés
comme HPPs, nous avons sélectionné le clofibrate et le méthyl clofénapate (MCP), deux
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agents hypolipémiants de structures proches, ainsi que le di(2-éthylheryl)phtalate @EHP),
agent plastifiant présent dans I'environnement et un de ses métabolites primaires, le
mono(2-éthylhexyl)phtalate (MEHP).

L'analyse bibliographique aborde en premier lieu les mécanismes de la
cancérogénèse chimique. Elle décrit ensuite les critères de cancérogénèse in vitro étudiés
ainsi que les effets des proliférateurs des peroxysomes hépatiques sur le métabolisme
hépatique des rongeurs et leurs mécanismes d'action possibles.

La partie "Matériel et Méthodes" est consacrée aux essais de transformation
morphologique des cellules SIfi,, aux essais d'inhibition des communications intercellulaires
des cellules SFIE et des cellules de la lignée Y79, ainsi qu'aux méthodes d'études de la
connexine 43.

La partie "Résultats et Discussion" comprend l'étude des effets de quatre HPPs sur :
- la transformation morphologique des cellules SFIE,
- les communications intercellulaires des cellules SFIE et V79,
- la phosphorylation et la localisation de la Cx43 dans les cellules SIIE et Y79. Cette
dernière partie du travail a été réalisée au Department for Environmental and Occupational
Cancer, du Norwegian Radium Hospital à Oslo avec la collaboration de l'équipe du Pr T.
Sanner.

Cette étude a été initiée dans le cadre d'un programme de recherche CEE (n" CTgl-
0146) sur les cancérogènes non-génotoxiques, piloté par le Dr H. Yamasaki du CIRC et
réalisée grâce à la collaboration du Dr G. Nguyen-Ba du CNRS.
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r. LA cANcÉRocÉnÈsn.

Les études relatives à la cancérogénèse expérimentale chez I'animal autant que les
études épidémiologiques humaines, indiquent que le processus de cancérogénèse est multi-
étapes et séquentiel, ceci implique que différents mécanismes peuvent mener au cancer. En
effet, la plupart des cancers sont probablement provoqués par l'interaction de substances
exogènes et endogènes. Les stratégies mises au point pour le contrôle des risques
cancérogènes et mutagènes encourus par I'homme sont basées sur I'identification des
facteurs de risques dans I'environnement ou les lieux de travail. Ces facteurs peuvent être
mis en évidence a posteriorl par les épidémiologistes, mais ils devraient aussi pouvoir être
détectés par les expérimentateurs à I'aide de systèmes capables de prédire a priori I'activité
mutagène ou cancérogène d'une substance.

A. La cancérogénèse est un processus multi-étapes.

En ce qui concerne le mécanisme de la cancérogénèse, le concept liant la
cancérogénèse à une action directe des composés sur I'ADN a longtemps prévalu.

Boveri a été le premier, en 1914, à proposer I'implication de mutations dans le
processus de cancérogénèse, la nature physique et chimique de ces mutations restant alors
inconnues.

Après la publication de la structure de I'ADN (Watson et Crick, 1953) et la
découverte du code génétique (Crick et al., 196I ; Crick, 1966), une connaissance plus
précise des conséquences de I'action d'une substance sur I'ADN a été possible. Miller et
Miller observaient en 1966 qu'un des principaux mécanismes d'action des cancérogènes
chimiques est la formation d'adduits avec les macromolécules cellulaires, dont L'ADN.
Miller et Miller (1969) ont donc proposé que la plupart, sinon tous les cancérogènes
chimiques sont, directement ou par I'intermédiaire de leurs métabolites, des dérivés
électrophiles réactifs qui se combinent aux groupements nucléophiles des macromolécules
(Lawley, 1989).

En 1941, Berenblum démontrait que I'action séquentielle d'un initiateur, tel que le
benzo(a)pyrène @aP) et d'un promoteur tel que I'huile de croton, pouvait provoquer le
cancer plus rapidement que lorsque les deux types de produits étaient appliqués seuls. Il
développait ainsi le concept d'initiation/promotion (figure l) par ses expériences réalisées
sur la peau de souris. Les résultats obtenus sur les modèles animaux pouvaient dès lors
s'expliquer par un évènement mutagène induit par un initiateur, provoquant la formation de
cellules cancéreuses quiescentes. Le promoteur peut alors agir sur ces cellules pour induire
leur multiplication et provoquer I'apparition de foyers néoplasiques eux-mêmes capables de
progresser vers le stade malin et invasif.
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Jusqu'aux années 1970, de gros efforts ont été réalisés dans la mise au point d'essais
à court terme in vitro, basés sur la détection de dommages à I'ADN causés par les
cancérogènes chimiques. Le test d'Ames, par exemple, a beaucoup été utilisés et 90% des
cancérogènes testés ont été déclarés mutagènes chez Salmonella typhimurium (Ames et al.,
1975 ; McCann et al., 1975). Cet essai a permis de nombreuses découvertes relatives aux
mécanismes génétiques de la cancérogénèse chimique. Parallèlement, l'étude de la
cancérogénèse virale, a amené à découvrir que certains proto-oncogènes cellulaires peuvent
être activés en oncogènes par des mutations ponctuelles et autres dommages à I'ADN
(Bishop, 1982). En effet, l'évolution d'une cellule vers le stade tumoral passe par la
mutation/activation d'une série de proto-oncogènes en oncogènes impliqués dans les
mécanismes de régulation du comportement social des cellules dans I'organisme.
L'inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs intervient également dans le processus de
la cancérogénèse (Weinberg, I 989).

Par la suite, des substances identifiées comme cancérogènes chez I'animal ont
répondu négativement aux tests de génotoxicité. Parmi ces produits, on trouve I'amiante,
certaines hormones sexuelles, la saccharine, les proliférateurs des peroxysomes hépatiques
ainsi que de nombreuses autres substances chimiques (annexe II ; Ashby et Tennant, l99l).

B. Mécanismes d'action possibles des cancérogènes non-génotoxiques.

A I'heure actuelle, les cancérogènes sont divisés en deux groupes.

.) Les cancérogènes génotoxiques sont capables de réagir avec I'ADN et d'altérer
inéversiblement le génome (Hanis, l99l). Les conséquences de I'action de tels agents sur
I'ADN sont aisément détectées.

t Les cancérogènes non-génotoxiques ne possédent pas dans leur structure
chimique ou celle de leurs métabolites de groupement électrophile capable d'agir
directement sur I'ADN. Ils agissent sur les voies de proliferation et de diftrentiation
cellulaires (Weinstein, 1988). Ils peuvent aussi perturber les systèmes de réparation de
I'ADN et provoquer la fixation des lésions augmentant ainsi la survie des cellules initiées.
Les cibles cellulaires de ces cancérogènes sont multiples et varient d'une classe de composé
à I'autre.

Les substances non-génotoxiques p.uu.niin,ervenir sur les sytèmes de régulation de
la croissance cellulaire. Elles peuvent :

o interferer avec les signaux de transduction qui contrôlent la croissance, la division et
la diftrenciation cellulaire,
o activer des protéines kinases etlou inhiber des protéines phosphatases,
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o activer le métabolisme des polyamines par induction de l'omithine décarborylase
dont I'activité est étoitement liée à la proliferation cellulaire,
o augmenter la production de radicaux libres,
. agir sur les enzrymes impliquées dans la réplication, la réparation ou la transcription
de I'ADN,
o altérer la structure et la fonction de la membrane cytoplasmique et perturber les
communications intercellulaires,
e modifier le contrôle du cycle cellulaire,
o inhiber la mort cellulaire programmée (apoptose)...

(d'après Yamasaki et al.,1996 et Durand et al., annexe I, publication 4)

A titre d'exemple, nous citerons le contrôle de la division cellulaire qui est sans
doute I'une des cibles principales des cancérogènes.
La division cellulaire peut être contrôlée par de nombreux facteurs tels que les facteurs de
croissance ou les hormones, qui agissent par liaison à des récepteurs spécifiques.

Dans la plupart des cas, les récepteurs sont des protéines transmembranaires
présentes à la surface de la cellule cible. Ces récepteurs, activés après fixation de leur ligand
spécifique, génèrent une cascade de signaux intracellulaires, principalement des
phosphorylations par I'activation de diverses protéines kinases comme la protéine kinase C
(PKC). Ces signaux intracellulaires conduisent à I'activation de facteurs de transcription qui
agissent sur I'expression de nombreux gènes à l'origine de :

- la réplication de I'ADN,
- I'augmentation du pH et de la concentration en C** intracellulaire (ces deux
évènements peuvent aussi constituer des causes plutôt que des conséquences de
I'initiation de la division cellulaire),
- I'activation des gènes à réponse précoce comme c-fos, c-myc et c-jun, induite dans les
15 min après la fixation du ligand à son récepteur et ne nécessitant pas de synthèse
protéique,
- I'activation des gènes à réponse retardée, induite I h après I'activation initiale du
récepteur probablement par les produits des gènes à réponse précoce ; parmi les produits
des gènes à réponse retardée, il y a des constituants essentiels du système de contrôle du
cycle cellulaire comme les protéines Cdk et plusieurs cyclines,
- I'initiation de la division cellulaire. (adapté de Alberts et al .,1994)

Dans quelques cas, les récepteurs se trouvent à I'intérieur des cellules cibles et le
ligand doit entrer dans les cellules par diffirsion-passive ou facilitée pour les activer. Ces
ligands hydrophobes, comme certaines hormones et vitamines font parvenir leur signal au
génome grâce à des récepteurs intracellulaires ou récepteurs nucléaires, qui agissent
comme des facteurs de transcription et exercent leurs fonctions régulatrices directement sur
les gènes (Mangelsdorf et al.,1995).



Tableau 1. Modèles enimau; utilisés pour la mise en évidence d'agents promoteurs de
tumeurs (d'après Shaw et Verma, 1995).

Tissu Espèce Substance ou stimulus

peau souris blessure, esters de phorbof alcaloïdes indoliques,
polyacétates, peroxydes organiqueg

acide okadaïque, TCDD

foie souris etlou phénobarbital DDT, PCBs, fffB, hormones
rat sexuelles, TCDD, hépatectomie partielle, DES,

proliferateurs des p erorysomes

colon rat acides biliaires, régime gras

vessie rat saccharine, cyclamate,Ltr5ptophane, allopurinol

rein rat esters de phorbol DJimonène

poumon souris HTB, esters de phorbol saccharine, glycérol

glande
mammaire nt

thyroïde nt

prolactine

phenobarbital

DDT, dichlorodiphenyltrichloroéthane ; PCBs, polychloro biphenyles ; HTB,
hydroxytoluène butylé ; TCDD, 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxine ; DES,
diéthvlstilboestrol.
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Les récepteurs nucléaires représentent une grande famille de facteurs de
transcription dans les cellules eucaryotes et sont divisés en deux sous-groupes en fonction
de la localisation de leur forme libre.

o Les récepteurs de type I sont localisés dans le cytoplasme et transloqués vers le
noyau après liaison avec leur ligand ; sous leur forme inactive, ces récepteurs sont souvent
liés à des proteines de choc-thermique. Les récepteurs des stéroïdes tels que ceux des
glucocorticoïdes, des oestrogènes, des minéralocorticoïdes ou de la progestérone font partie
de ce groupe.

o Les récepteurs de type II, dont la localisation est indépendante de la liaison au
ligand, changent de conformation pour assurer la transactivation des gènes cibles. Ce
groupe inclut les récepteurs de l'acide 9-cis rétinoïque (RXR), de la vitamine D, des
proliferateurs des peroxysomes (PPAR) et des hormones thyrofdiennes (Mangelsdorf et
Evans, 1995).

Les séquences d'ADN auxquelles se lient les récepteurs nucléaires sont appelées
"élément de réponse" (ER) Tous les récepteurs reconnaissent une séquence ER
hexamérique dérivée de PuGGTCA et la plupart d'entre eux sont actifs sous forme de
dimères. Les récepteurs de type I forment des homodimères se liant à des séquences
palindromiques de ER. Les récepteurs de type II forment préferentiellement des
hétérodimères se liant à des répétitions de ER séparées par un nombre de nucléotides qui
varie de I à 5. Le nombre de nucléotides entre deux répétitions de la séquence est
déterminant du récepteur qui va s'y fixer et de l'efficacité de I'activation (Schoonjans et al.,
ree6).

L'interference dans les processus d'activation de ces récepteurs et des gènes qu'ils

contrôlent est un des mécanismes d'action des cancérogènes.

C. Mise en évidence in vivo de cancérogènes non-génotoxiques.

D'après Fitzgerald et Yamasaki (1990), les modèles animaux sont les plus à même
de démontrer I'activité promotrice d'un composé puisque les expérimentations in vivo sont
à I'origine du concept de promotion tumorale. L'évaluation du risque se limite alors à une
extrapolation à I'homme des résultats des expérimentations animales. Le tableau I présente
les modéles les plus utilisés pour la détection de cancérogènes non-génotoxiques.

C.l. Modèle de la peau de souris.

Le système basé sur I'utilisation de peaq de souris pour la mise en évidence d'un
potentiel cancérogène est devenu I'essai in vivo le plus employé et de nombreux composés y
ont été soumis @erenblum, 1982).

Des études réalisées à l'aide de cet essai ont montré que la promotion peut elle-
même se diviser en au moins deux étapes distinctes : la conversion (phase I) et la
propagation (phase II). Les promoteurs de phase tr (mézéreine, l2-O-rétinoylphorbol-13-
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acétate) ne provoquent la formation de tumeurs qu'après de nombreuses applications si les
kératinocytes initiés ont d'abord été exposés à une ou plusieurs doses d'un promoteur de
phase I tel que le l2-O-tétradécanoyl phorbol-I3 -acétate (TPA) (Shaw et Verma,l995).

C.2. Modèle hépatique chez les rongeurs.

Dans les années T0,lecaractère multi-étapes de la cancérogenèse a été démontré au
niveau hépatique chez les rongeurs. Comparés aux cellules épidermiques et à d'autres
cellules épithéliales, les hépatocytes proliferent peu chez I'animal adulte. Pour pallier à cet
inconvénient, des animaux jeunes (dont le foie est encore en croissance) ou partiellement
hépatectomisés (les hépatocytes restants proliferent) sont utilisés. L'hépatectomie partielle
est aussi utilisée comme stimulus promoteur après traitement par un cancérogène.

Au départ, le critère utilisé pour ces essais d'initiation/promotion sur le foie était
I'apparition de nodules hyperplasiques ou de carcinomes. Le développement des méthodes
de coloration histochimiques pour I'identification d'éventuelles lésions prénéoplasiques a
réduit de beaucoup la durée des expériences (Shaw et Verma, 1995).

C.3. Modèle du colon chez le rat.

La formation de carcinomes du colon chez le rat passe par une séquence
d'évènements incluant I'apparition de polypes bénins (adénomes). Ce modèle est
particulièrement utilisé puisque le développement du cancer du colon humain suit des étapes
similaires. De plus, il permet d'étudier les effets de certains facteurs, tels que les régimes
alimentaires trop riches en graisses, démontrés épidémiologiquement comme promoteurs de
la croissance des adénomes et de leur progression en carcinomes (Shaw et Verma" 1995).

C.4. Autres modèles in vivo.

En plus des tissus décrits plus haut, la cancérogénèse multi-étapes a aussi été
modélisée sur de nombreux autres organes chez le rat et la souris : la vessie, le rein, le
poumon, les glandes mammaires et thyroïde (tableau I ; Shaw et Verma, 1995).

D. Mise en évidence in vitro de cancérogènes non-génotoxiques.

Entre les années 1960 et 1970, la démonstration de la capacité de fibroblastes en
culture à être transformés après exposition à des cancérogènes, a ouvert la voie aux essais
in vitro (Fitzgerald et Yamasaki, 1990). Nous décrirons ici les essais basés sur l'étude de
I'induction de la transformation cellulaire et de I'inhibition des communications
intercellulaires.
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D. l. Transformation cellulaire.

La transformation cellulaire est définie comme le processus de conversion de cellules
normales cultivées in vitro en cellules présentant le phénotype de cellules néoplasiques et
qui, inoculées à des animaux isologues, provoquent le développement de tumeurs (Elias,
ree3).

Comme la cancérogénèse in vivo, la transformation néoplasique in vitro est un
processus multi-étapes qui implique le passage des cellules par diftrents stades successifs
depuis I'apparition de cellules initiées jusqu'à la formation de cellules néoplasiques @arrett
et Ts'o, 1978).

La transformation cellulaire mime in vitro les diftrentes étapes de la tumorigénicité
in vivo et permet la détection d'un potentiel cancérogène.

Plusieurs critères associés à la transformation néoplasique des cellules peuvent être
utilisés pour la mise en évidence de la transformation cellulaire :

- la transformation morphologique de colonies cellulaires isolées,
- la formation de foyers de transformation dans un tapis cellulaire,
- la capacité pour les cellules de croître en milieu gélosé.

Ces modifications sont l'expression des altérations génétiques etlou épigénétiques
provoquées par les cancérogènes dans les cellules exposées.

Trois systèmes principaux peuvent être employés pour évaluer le potentiel
transformant d'une substance : deux d'entre eux utilisent des lignées cellulaires établies et le
troisième des cellules primaires en culture.

a. Lignées cellularres.

Les systèmes utilisés sont les lignées fibroblastiques BALB/c-3T3 (Kakunaga,1973)
et C3HIOT% (Reznikoff et al.,1973) issues d'embryons murins.

Par analogie avec la cancérogénèse multi-étapes in vivo,l'exposition de ces cellules
à un initiateur provoque l'induction de mutations dans quelques cellules. Après de nouvelles
et multiples expositions à un promoteur, leur division sera induite ainsi que la formation de
foyers de transformation. Ces foyers sont des zones de forte densité cellulaire etlou
d'altérations de la morphologie des cellules comparées aux cellules du tapis confluent
environnant. L'agent promoteur augmente le nombre (et souvent la taille) des foyers de
transformation de manière dose-dépendante.

Les systèmes BALB/c-3T3 et C3H|0TY2 ont été utilisés pour la mise en évidence du
potentiel initiateur etlou promoteur de nombreuses substances (Swierenga et Yamasaki,
1992). Le promoteur-type généralement utilisé pour détecter le potentiel initiateur d'une
substance est le TPA. A I'inverse, le diméthylbenz(a)anthracène (DI!BA) ou la N-méthyl-
N'-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG) sont utilisés coilrme initiateurs-type (Shaw et Verm4
lees).
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b. Cellules primaires.

I Caractéristiques des cellules primaires utilisées.

C'est avec des cellules primaires d'embryon de hamster Syrien (SfD) que Berwald
et Sachs (1963, 1965) ont été les premiers à démontrer I'induction par des cancérogènes
chimiques de la transformation néoplasique de cellules en culture.

Les cellules qui forment des colonies morphologiquement transformées présentent
des altérations morphologiques et fonctionnelles :

o croissance anarchique,
o enchevêtrement des cellules,
r perte de l'inhibition de contact,
o basophilie augmentée,
. augmentation du ratio noyau/cytoplasme.

Ce type de colonies est observable dès une semaine de culture après le traitement des
cellules par l0 pglrnl (a0 pM) de BaP pendant 24 h. La transformation morphologique est
le marqueur phénotypique le plus précoce de l'effet cancérogène d'une substance sur des
cellules en culture @arrett et T'so, 1978).

Lorsque ces cellules, exposées au BaP pendant 24 h, sont régulièrement repiquées,
d'autres modifications phénotypiques apparaissent : des cellules ayanL une activité
fibrinolytique augmentée sont observées après 2 ou 3 semaines de culture. C'est seulement
après 6 à 15 semaines de culture (30 à 100 doublements de population), que les cellules
deviennent capables de croître dans l'agar (indépendance d'ancrage) ou de former des
tumeurs lorqu'elles sont injectées à des animaux isologues @anett et Ts'o, 1978).

D'autres études montrent que le traitement des cellules SFIE par des cancérogènes
leur permet d'échapper à la "sénescence cellulaire" qui limite le nombre de division des
cellules normales en culture (Endo et al., 1994).Il semble que cette immortalisation soit
corrélée à des altérations chromosomiques :

o des réarrangements sont observés sur les chromosomes 3 et 6 de cellules SFIE
transformées par des rayons 1r sans que la fonction des gènes localisés dans les zones
concernées n'ait pu être définie (Endo et Heiber, 1995),
o la trisomie des chromosomes 8 et ll, ainsi que la monosomie des chromosomes 13
et X ont été mises en évidence dans des cellules SIIE traitées par des inhibiteurs de
phosphatases tels que I'acide okadarque et I'orthovanadate de sodium (Afshari et al.,
tee3).

La transformation des cellules SFIE a aussi pu être corrélée à I'activation du proto-
oncogène Ha-ras (Thomassen et al., 1985) dans 40Yo des cas testés (Glmer et al., 1988).
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D'autre part, Barett et son équipe ont isolé des cellules SFIE immortelles, mnis non encore

tumorigènes. Deux lignées de cellules SIIE ont été isolées :
(i) la première est capable de supprimer l'indépendance d'ancrage d'une lignée

cellulaire fortement maligne (BP6T) après hybrirlation des deux tlpes cellulaires (sopB*),

(ii) la seconde en est incapable (zupB').

Ceci permet l'étude des propriétés et de la séque,nce du gène suppresseur de tumeur

impliqué dans le processus de trànsformation (Koi et Barrett, 1986 ; Koî et al., 1989 ;
CizdÀelet al., L99L ;Wiseman et a1.,1991).

Ces résultats confrment que la transformation des cellules SIIE est un processus

progressif et multi-étapes. Au moins deux altérations (immortalité et indépendance

d'ancrage) sont nécessaires pour que les cellules deviennent tumorigènes (Barrett, 1993).

La figure 2 présente les voies de transformation néoplasique des cellules SIIE telles que les

décrivent Boyd et Barrett (1990).

D'autre part, Isfort et al. (I992b) ont mis I'accent sur le fait que la population de

cellules SIIE est un mélange hétérogène complexe (cellules épithéliales, mésenchlmales et

non identifiées) puisque constitué à partir des tissus non encore differenciés des embryons.

Ces tlpes cellulaires différents sont tous sensibles à la transformation morphologique et
peuvent être la cible de cancérogènes différents. Ceci souligne I'intérêt de I'utilisation des

cellules SHE pour la mise en évidence du potentiel transformant de substances chimiques.

I Essai de transformation morphologique des cellules S[IE.

L'essai, décrit par DiPaolo et al. (1969) sur la base des travaux de Berwald et Sachs
(1963, 1965) permet d'évaluer la fréquence de transformation morphologique (Tf) induite
par un composé chimique. Cet essai a été largement utilisé (Pienta et al., 1977 ; Barrett et
Ts'o, 1978 ; DiPaolo, 1980 ; Tsutsui et a1.,1984 ; Barrett et al., 1985 ; Barrett et Lamb,

1985 ; Sanner et Rivedal 1985 ; Koi et Barrett, 1986 ; Tu et al., 1986 ; LeBoeuf et
Kerckaert, 1987 ; Jones et al., 1988), une corrélation de 80% existe entre le potentiel

transformant d'une substance sur les cellules SIIE et son pouvoir cancérogène in vivo
(Isfort et al.,I996a).

L'ensemble de ces travata démontre que Ia traraformation morphologique des
cellules SHE est un critère valable pour Ia détection des cancérogènes tant génotoxiques
que non-génotaciques.

Les avantages et inconvénients du test de transformation morphologique des cellules
SIIE comparé aux tests utilisant des lignées cellulaires pour l'évaluation du potentiel
transformant de cancérogenes chimiques sont présentés dans le tableau 2.



Tableau 2. Avantages et inconvénients de I'utilisation des cellules SIIE pour l'énrtle..du
potentiel transformant de cancérogènes chimiques.

Avantages:
l. les cellules primaires SFIE ont gardé les capacités de métabolisation des cellules
d'origine.
2. coutrairement aux cellules de lignées étatlies qui sont aneuploides, les cellules SÉlE
sont diploides.
3. les cellules SHE sont génétiquenent stables.
4. le taux de transformation spoutanée est faible.
5. les essais sont rapides : le poteutiel transformaut d'une substance peut être évalué en
9 jours alors que 4 à 6 semaines sont nécessaires au developpement de foyers de
transformation avec des lignées cellulair.es.

Inconvénients :
l ' les cellules SHE étaut des cellules primaires, leur croissance en culture est plus
difficile que celle des cellules de liguées établies.
2' la sensibilité variable de differents lots de cellules eu fonction de leur embryon
d'origiue et du lot de sérum utilisé irnplique la réalisation d'études préliminahsg
permettant de choisir le couple sérurn/cellule àpproprié.
3' la lecture des essais est subjective et peut entraînlrune variabilité interlaboratoires.

| 2-O-tétradécanoyl-phorbot- I 3-acétate Cf pA)

diméthylberz(a)anthracène @MBA)
benzo(a)pyrène @aP)

cFLOH

Figure 3. Structure chimique du Tpd du DMBA et du Bap.



Tableau 3. Transformatiou morphologique de cellulés SIIE exposées au DMBA
(d'apr'ès Cnrciani et al., t996).

Nombre
DIT{BA total de

(en pg/ml) colonies

Nombre de
colonies

tr:tnsfornrées

Pourcentage
de sérum dans

le milieu"
T f ,
(o/o)

035400
0, | 218 37 l6,gb

t0 DiPaolo el
a l . ,1969

0298300
0, t9 à 3,0 lq0l  33 3,3n

5  158
0,  t9  à  3 ,0  1065

0 7226
0,04 à 0,3 l55l

0
2r3b

0
25
0
6

0
0,4t Tu, et al.,

19860432 t00
0,2 à 3,0 l0 l4 6 0,6b

3431 0
0,2 à 3,0 2g2g l2 0,4h

0 5067 2 <0rl
0,06 à 0,3 1040 34 3.3h

" tallx de trausformation comespondant au rrombre cle colonies transformées/nombre de
colonies totales x 100.
I' vâleur siguifi cativement diftërente clu contrôle corr.esp on dant (P<0,05 ).' les cortditions e4périmeutales sont : 300 cellules cibles sur une couche nourricière de
6.l0{ cellules irradiées. Les cellules sont cultivées dans du milieu DMEM avec 3,7 gA
de NaHCO.' (pH 7,35).



Tableau 4. Transformation morplrologique des cellules SFIE traitées par le BaP et/ou le
TPA (d'après Cruciani et al.,1996).

Traitement
dose (pg/ml)

/durée

Nombre
total de
colonies

Nonrbre de
colonies

transformées

Conditions
expérimentales

Tf '
(vù

Réf.

contrôle ll27 6 0,5 pH 7,.35 Bessi et

ffii,ilii f,iz Z? ''',,0, i3i:l'H at ''ee5
Bap + TpA 1503 7 | 

-'4,7n 

"",,r0;,t?ur..
contrôle

BaP 0,05/3 j.
TPA 0,t/3 j.

325 0
30r  I
518 e

42BaP+ TPA 398

0'3
l 17
10,6b

pH72
20% SVF

200-250 cibles
6.104

nourricières

Rivedal
et

Sanner,
l98 l

contr'ôle
BaP 0,05/3 j.
TPA 0,t /4 i .
BaP + 1P4

a12
l rSt
13.6b

Rivedal
et

Sanner,
t982

348
660
672
396

00
I
t2
54

contr'ôle
BaP 0,05/2 j.
TPA 0, l /5 j .
BaP + 1P4

276
240
168
312

0
0
2
20

0

corrtrôle
BaP 0,05/3 j.
TPA 0,05/4 j.
BaP + TPA

contrôle
BaP 0,05/3 j.

500
500
200
304
2001
I 176

3254
2950
2573
t475

7b

0'4
4h

- ' r '

00
2
I
69

l12

6,4o

pH72
20% s\tF
200 cibles

6.104
nourricières

pH 7,0
r5% s\1F
200 cibles

4.104
nourricières

Rivedal
et

Sanner,
1985

| <0,1
6 0,5'

2rlo

l17'
313'

Rivedal
et al.,
1990

nos
résrùtats

résultats

TPA 0,05/5 j. 936 20
BaP + 1P4 1386 150 10,8b

contrôle
BaP 0 , l / l  j .
TPA o,t /6 j .
BaP + TPA

4 0r l
3t
43
48

l b

contrôle 2917 I I O'4
BaP l /7 j .  1130 t4 t ,Z^

_;
corrtrôle 920

BaP l /7 j . 805

23 2,5

53 --6,6t

pE6r7 nos
20% S\/F
150 cibles

4.104
nourricièreso taux de transformatiou correqlondant au nombre de côlouies transforméeVnombre de

colonies totales x 100.
I' valeur sigrrifi çaliyement diftrente dg co'trôle correspoudant (P<0,05).
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Deux modifications du protocole décrit par DiPaolo et al. (1969) ont été suggérées

pour augûrenter la sensibilité de l'essai :
(i) la première est basée sur I'utilisation d'un traitement séquentiel des cellules par

urr initiateur et ur promoteur de rnarrièr'e à détecter' les interactions éventuelles entre

cancérogènes et à mettre eu évidence les cancérogènes nott-génotoxiques,
(ii) la seconde consiste à dirninuer le pH du rnilieu.

i Essai de trausformation morplrologique des cellules SFIE : potentiel cancérogène,

irritiateur etlou promoteur d'un cornllosé (cl'après Cruciani et al., annexe I, publication 5).

A titre d'exernple, nous citerous :
- les réstrltats obtenus après exllosition de cellules SIIE à un hydrocarbure

arornatique p olycyclique, DMBA,
- I'effet transfonnaut du BaP appliqué aux cellules SFIE seul ou séquentiellement

avec le cancérogèue uou-génotoxique qu'est le TPA (figure 3).

Le tableau 3 présente les résultats obtenus avec le DMBA par DiPaolo et al. (1969)

et Tu e/ a/. ( 1986).

ll est à roter la fi'équence de Tf maximale observée par Tu et al. (1986) au cours

d'une éttrde inter-laboratoires est de 3,3o/o avec rles doses de DMBA comprises entre 0.04

et 0,3 pg/rnl alors qu'en utilisarrt 0,l pg/rnl cle DMBA, DiPaolo et al. (1969) obtiennent

16.90/0 de transfonnation. Ceci souligre que les résultats quantitatifs observés avec cet essai

cléperrderrt beauconp des conditions expérirnentales utilisées et, en particulier, de la qualité

et cle la quantité de sérunr de veau foetal (SVF) ajouté au milieu de culture.

Ces r'ésultats confirrnent d'autre pan la très faible fiéquence de transformation

spontanée observée avec les cellules SHE qui pemet d'obtenir des résultats

sigrrificativement positifs même avec un petit nonrble de colouies transformées.

Le protocole '.d initiation/prornotion" coltsiste à traiter les cellules en premier lieu

par le BaP (pendaut I à 3 jours) ptris par le TPA (de 3 à 6 jours).

Le tableatr 4 met en évidence l'intérêt d'urr tel protocole : I'induction de la Tf des

cellules est plus forte lorsque I'action initiatrice du BaP est suMe par celle, promotrice, du

TPA. De plus, les cellules SHE sorrt sensibles à I'effet transformant du TPd démontrant

ainsi la valeur de cet essai de transfonnation rnorphologique dans le cadre de l'évaluation du

potentiel transformant de substances clrirniques. D'autres produits, connus comme

cancérogènes non-génotoxiques se sont avérés capables de transformer les cellules SFIE et

de potentialiser les effets d'autres carrcérogènes (Bessi et al., 1994,1995).



Tableau 5. Conséque,nces de I'utilisation de milieu acide sur les cellules SÉIE, ou lessai
de transformation morphologique.

Conséquences Réf.

- pas d'effet sur I'effi.cacité de clonage
- augmentation de la proliferation cellulaire :
- altération de la momholoeie des colonies

LeBoeuf et

les colonies sont plus grosses Kerckaert'
s 1986

diminution de la ilépendance vis-à-vis du lot de cellules LeBoeufet
Kerckaert,

1987

diminution de la variabilité inter-laboratoires : l'utilisation de lots de cellules
et de sérum difiérents entraînent moins de variations dans la réponse LeBoeuf el

obtenue qu'à pH 7,35 
-- - -r - - 

al'' 1989

augmentation de la fréquence de passage des cellules du stade 'transformé"

au stade'Tmmortef'
LeBoeufet
al . , l99O

inhibition des communications intercellulaires Ruch et
al . , l99O

diminution du pH intracellulaire (pH;) LeBoeufef
al . ,1992

le passage du pH de'7,3 à 6,7 entraîne :
- la perte de I'e4pression de 7 protéines et I'expression de 2 nouvelles"
- le changement de charge d'une protéine cellulaire majetre"
- la perte d'une tyrosine phoqphorylation et le gain de deux sérine/thréonine
phoqphorylations"
- la réduction importante de I'ARJ.{n de la Cx43

Isfort er
al.,1992a

la diminution du p$ provoque des modifications au niveau cellulaire :
- phoqphorylation de certaines protéines'
- accumulation des ARN messagers de c-myc et c-fos
- activation de la qmtlèse protéique
la diminution du pHi augmente aussi les effets mitogènes du facteur de
croissance EGF
inhibition de la diftrenciation des cellules et augmentation de leur durée de Kerckaert
vie (nombre de doublements avant sénescence) et ol''1996

les cellules les plus sensibles à la transformation dans la population cellulaire Isfort el
LÉ+,i-^-À-^ a,,a aaa#ih.^-+ t^^ cËrt -^-+ 1^^ *^:-- AiH?Anoaaiâaê al., l996bhétérogène que constituent les SFIE sont les moins diftrenciées

' ces modifications ont été mises en évidence à I'aide d'expériences de
marquage/migration des protéines, les résultats obtenus sont globaux et ne conduisent
pas à I'identification de la fonction des protéines concemées.

Isfort ef
al . ,1993



Figure 4. A. Profil d'une plaque jonctionnelle. Photographie de I'empreinte d'une 'leeze

frature". Les surfaces qui correqpondent aux trous laissés par les connexines (E) ainsi que les

particules intra-membranaires (P) sont visibles. x 146.000.
B. Vue shématique des connexons et des plaques jonctionnelles. Les connexons

de cellules adjacentes interagissent pour former des canaux intercellulaires (l). Chaque

connexon est constitué de I'assemblage de six connexines (2) (d'après Bntzzone et aL.,1996).
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0 Essai de transformation morphologique des cellules SIIE : réduction de la concentration

en bicarbonate du milieu.

L'ajout de 0,75 g de NatICO3 par litre de milieu conduit, lorsque le milieu est

incubé dans une atmosphère contenant l\Yo de COz, à un pH de 6,7 ; avec 2,2 gA de

NatICOs le pH est de 7,0 et avec 3,'7 g/l le pH est de 7,35.

En 1986, LeBoeuf et Kerckaert ont proposé d'augmenter la sensibilité de I'essai en

diminuant le pH du milieu d'essai. En effet, une application de BaP (l pglntl) induit 1,2 et

6,6Yo de Tf à pH 7,0 et 6,7 respectivement (tableau 4).

LeBoeuf et ses collaborateurs (réferences dans le tableau 5) ont étudié les

conséquences de l'utilisation de milieu acide sur les cellules SFIE et leur transformation

morphologique. Selon cette équipe, une telle diminution du pH du milieu offre des

avantages tels que I'augmentation de la sensibilité du test, la diminution de la dépendance

vis-à-vis des lots de sérum et de cellules ou encore la diminution de la subjectivité de la

lecture (tableau 5). Nous remarquons toutefois que le taux de Tf spontanée est supérieur à

pH acide :2,5oÂ àpH6,7 contre 0,4yo à 7,0 (tableau 4).

D.2. Communications intercellulaires.

La croissance et le comportement de toute cellule dans un tissu dépendent de son

microenvironnement. Les cellules communiquent entre elles par deux voies principales.
o La première utilise des molécules extracellulaires comme les hormones ou les facteurs

de croissance.L'altération de ces communications est impliquée dans le processus de

cancérogénèse ; d'ailleurs, de nombreux oncogènes codent pour des facteurs de

croissance ou leur récepteurs.
e La seconde se fait par contact direct entre les cellules, elle est plus difiicile à étudier

(Yamasaki, 1990).

a. Structure et formation des jonctions "gap".

Le transfert d'ions et de petites molécules d'une cellule à la cellule voisine est rendu
possible grâce à la juxtaposition de deux demi-canaux traversant les membranes plasmiques

de deux cellules adjacentes. De multiples canaux de ce type s'aggrègent sur le plan de la
membrane plasmique pour former des plaques jonctionnelles de type "gap" ("gap junction

plaques"). Chaque demi-canal, appelé connexorL est constitué de six sous-unités protéiques,
les connexines (figure 4) qui sont des protéines intégrales de la membrane plasmique

synthétisées dans pratiquement tous les types cellulaires. Une autre hypothèse est que les
connexons seraient des hexamères de ductine (Finbow et Pitts, 1993). Nous nous

attacherons particulièrement à la description des molécules de connexine qui semblent être
les constituants majeurs des jonctions de type "gap". Chezles vertébrés, les rares cellules ne
produisant pas ces protéines sont les cellules musculaires striées adultes, quelques neurones,
les spermatozoides et les cellules sanguines @eyer et al., 1990 ; Bennett et al., l99l ;



Tableau 6. Caractéristiçes des connexines isolées chez les mammifêres (d'après
Meda, 1996).

Poids
Nom" Gèneb -"Iff"î*. Distribution cellulaire"

C.lo6 P 26,5 hépatocytes, cellules sécrétrices de glandes
endocrines et exocrines, certains kératinocytes,
cellules de I'epithélium intestinal

Cx30 g 30,3 ?
Cx30,3 P 30,4 cellules des blastocystes, certains kératinocytes
Cx3l P 31 certains kératinocytes, cellules du trophoectoderme

placentaire
Cx3l,l P 31,1 certains kératinocytes, cellules des epithéliums

stratifiés
Cx32 P 32 hépatocytes, cellules sécrétrices des glandes

exo crines, certains neurones, oligo dendrocytes,
cellules de Schwann

Jx33 cr 32,9 quelques cellules testiculaires
Cx37 cr 37,6 certaines cellules endothéliales, certains

kératino cytes, cellules musculaires cardiaques
Cx40 a 40 certaines celhrles e'ndothéliales, cellules du système

de conduction cardiaque
Cx43 cr 43 cellules musculaires cardiaques, cellules musculaires

lisses, cellules sécrétrices des glandes endocrines,
certains kératinocytes

Cx45 cr 45 cellules musculaires cardiaques, cellules épithéliales
du poumon, certains kératinocytes

Cx46 cr 45,6 fibres du cristallin, cellules musculaires cardiaques
Cx50 q. 49,6 fibres du cristallin, cellules épithéliales de la comée

n nomenclature : les connexines sont distinguées par leur masse moléculaire.
b les 13 gènes dérivent d'une seule séquenc. qoi . subi au moins deux duplications au
cours de l'évolution. Ces duplications ont permis la divergence de deux groupes de
protéines : le groupe cr et le groupe p.
" cette liste ne se veut pas exhaustive, elle ne donne en fait que quelques exemples de
cellules qmthétisant chaque connexine dans le but d'illustrer la distribution complexe
de ces protéines.



Figure 5. Représentation schématique et topologie d'tute connexine dans la membrane
plasmique (d'après Bruzzone et aL.,1996).
La molécule comporte 4 régions transmembranaires (Ml-M4), deux boucles

extracellulaires (El etBz) contenant des résidus cystéine caractéristiques et trois portions

cytoplasmiques : les domaines animo (NT) et carboxy (CT) terminaux et la boucle
cytoplasmique centrale (CL).
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Meda, 1996). A ce jour, treize connexines (Cx) distinctes ont été identifiées chez les

mammiferes (tableau 6).

Toutes les connexines ont leurs extrémités amino et carboxyterminales dans le

cytoplasme et comportent quatre portions hydrophobes reliées les unes aux autres par une

boucle cytoplasmique et deux boucles extracellulaires (figure 5). Les connexines de

diftrentes espèces ont une structure primaire particulièrement bien conservée, surtout au

niveau de l'extrémité aminoterminale, des segments transmembranaires et des boucles

extracellulaires qui comportent 30 à 50oÂ d'analogie. Chacune de ces boucles contient,

notamment, trois résidus cystéine formant des liaisons dissulfure intramoléculaires qui

pourraient être nécessaires à la stabilisation de la structure tertiaire de la protéine (Rahman

et a1.,1993). Les treize connexines diffèrent considérablement entre elles en ce qui concerne

la boucle cytoplasmique et l'extrémité carboxyterminale, cette variabilité peut être impliquée

dans la régulation de la formation et de la perméabilité jonctionnelles @eyer et al., 1990 ;
Bennett et a1.,1991 ; Kumar et Gilula, 1996).

Les connexines s'assemblent en connexons au niveau de I'appareil de Golgi (Musil

et Goodenough, 1993). Les connexons sont incorporés dans la membrane plasmique après

fusion des vésicules golgiennes (Musil et Goodenough, 1991).

La reconnaissance entre connexons opposés est déterminée par la structure de leurs

domaines extracellulaires et par le type de connexine (Haubrich et al., 1996). L'assemblage

des demi-canaux en canaux fonctionnels dépend de la présence de molécules Ca2*-

dépendantes impliquées dans l'adhésion cellulaire telle que la E-cadhérine (Jongen et al.,

leer).

Le devenir cies jonctions "gap" est obscur, eiies ne sem'oierit pas être recyclées vers

la membrane plasmique, mais dégradées. Cette dégradation a peut-être lieu par

internalisation des jonctions sous forme de 'Jonctions annulaires" et digestion dans le

cytoplasme par des lysosomes ou protéasomes. Un autre mécanisme proposé est l'action

directe de protéasomes sur les connexines intégrées dans la membrane plasmique (Laird,

1ee6).

Les connexines ont une demi-vie particulièrement courte : 1,5 à 5 heures (Laird et

al.,1995; Laird, 1996). Ceci rend ce type de communications intercellulaires d'autant plus

sensible à toute perturbation de la synthèse des connexines ou de leur assemblage.

Les canaux jonctionnels formant les jonctions "gap" sont perméables à de

nombrer-rses mo!écules d'un poids moléeu!-aire inférieur à 1000 daltons et d'un diamètre

maximal d'environ 1,5-2 rwr. Cette limitation de taille implique que de nombreux ions et

petites molécules puissent passer, mais que des macromolécules comme les protéines et les

acides ribonucléiques ne le peuvent pas.
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Une fonction des communications intercellulaires via lesjonctions "gap" (GJIC) est

le maintien de I'homéostasie tissulaire (Loewenstein,lg7g). Des fonctions plus spécifiques

ont également été montrées dans certains types cellulaires :
o synchronisation rapide d'une population cellulaire dans un tissu par l'échange de

molécules entre cellules stimulées ou non par les hormones (Lawrence et al.,1978),
I intervention dans l'embryogénèse (Lo, 1996).

b. Régulation de la perméabilité jonctionnelle.

La diminution ou l'absence de GJIC peut résulter de changements dans l'expression

des connexines pendant la transcription et la traduction, d'altérations des processus post-

traductionnels, d'altérations de I'assemblage des connexons ou de leur insertion dans la

membrane plasmique.

t Modulation rapide des GIIC.

Les canaux jonctionnels passent rapidement du stade ouvert au stade fermé et vice

versa, ainsi, l'état fonctionnel des jonctions "gap" dépend de la fraction de temps que

chaque canal passe dans chaque stade. Les changements rapides de perméabilité, appelés
"gating", semblent dus à des modifications conformationnels ou covalentes des connexines
(Sâez et  a l . ,1993).

Un des modes de "gating" est la fermeture partielle ou totale des canaux
jonctionnels par torsion des six sous-unités du connexon. Les molécules de phénylalanine

hydrophobes présentes dans la troisième séquence transmembranaire (M3) tapissent alors
I'intérieur du canal, provoquant le blocage de tout transport aqueux. La cinétique d'un tel
"gatingl'est de I'ordre de la milliseconde (Holder et a1.,1993)

Les concentrations intracellulaires en ions Ff et C** affectent aussi la perméabilité
jonctionnelle. Des quantités élevées de ces ions réduisent le nombre de canaux ouverts.
Dans le cas du Ca2*, ces effets semblent être dus à des interactions entre les connexines et

des protéines calcium-activées telle que la calmoduline (Sâez et al.,1993).

t Phosphorylation.

La phosphorylation semble être l'un des principaux modes de régulation des GJIC
(Sâez et dl., 1993). Les connexines sont généralement des phosphoprotéines ou

contiennent, dans leur séquence, des sites potentiels de phosphorylation, principalement au
- i . ,oo . ,  , ' l ^  I ^ " -  ^ -+-A^ i+A ^^ -L^* r+amina laruYvgu uv  tvu l  LAt lv l lu lv  vc t r r , rv^J tv r r lu r r4 rw.

il est probable que la phosphorylation de résidus sérine après insertion des

connexons dans la membrane soit nécessaire à I'obtention de Cx43 fonctionnelle (Musil et

Goodenough, 1991).
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La plupart des traitements qui activent les kinases affectent les GJIC ; par exemple,
la phosphorylation de la Cx43 par la PKC provoque une diminution de la perméabilité
jonctionnelle alors que la phosphorylation de la Cx32 par la protéine kinase A (PKA)

augmente les GIIC (tlolder et a1.,1993). La PKA induit également une augmentation des

GJIC dans les cellules exprimant laCx43, mais c'est plus probablement par une activation
de I'expression du gène de la Cx43 que par sa phosphorylation (Mehta et al., 1992). Il est
intéressant de noter que certaines connexines (telles que la Cx26) ne sont pas
phosphorylables, d'où I'existence d'autres mécanismes de régulation (Ruch,1994).

o Autres modes de régulation des GJIC.

La perturbation de la fluidité membranaire peut entraîner une inhibition temporaire
des GIIC. Ainsi, certains anesthésiques auraient accès à la plupart des compartiments
tissulaires et pourraient provoquer des perturbations membranaires dans divers tissus y

compris les neurones où ils causeraient des intemrptions sensorielles réversibles (Holder el
al.,1993).

Il semble, d'autre part, que I'expression des gènes des connexines et I'assemblage
des connexons puissent être altérés par des éléments de la matrice extracellulaire et des
molécules de I'adhésion cellule-cellule comme les cadhérines (Jansen et al.,l996b,c).

c. Pathologies associées à I'altération des GJIC.

Compte tenu des fonctions cellulaires importantes des connexines, il est concevable
que des altérations du couplage jonctionnel soient impliquées dans diverses maladies. Nous
citerons deux maladies humaines dues à des mutations au niveau des gènes codants pour la

Cx32 etlaCx43.
I La maladie de Charcot-Marie et Tooth, est liée à des mutations ponctuelles de la

molécule de Cx32 qui entraînent une dégénerescence de la myéline des nerfs périphériques
(Bergoffen et al., 1993).

t Le syndrome d'Ivemark constituant un ensemble hétérogène et le plus souvent
sévère de malformations cardiaques et abdominales, est lié à des altérations du
développement embryonnaire dues à des mutations ponctuelles de la Cx43 (Britz-

Cunningham et al., 1995).

d. GJIC et cancer.

L'altération des GIIC est souvent liée à la cancérogénicité ; en effet, les cellules
transformées ont moins cie jonctions "gap" que ies ceiiuies normaies @,nomoto et

Yamasaki, 1985) et leur croissance est inhibée par leur contact avec des cellules normales
(Mehta et a1.,1986 ; Esinduy et a1.,1995). Les effets de nombreuses substances vis-à-vis de

ces communications intercellulaires ont été étudiés.



Tableau 7. Effets inhibiteurs de cancérogènes non-génotoxiques sur les GJIC (d'après
Buduuova, 1994).

Effet
cancérogènes inhibiteur Type de cellules

non-génotoxiques sur les
GJIC"

TPA et autres esters de fort V79, CHO, fibroblastes humains et de
phorbol rongeurs, liguées cellulaires hépatiques

de rat, lignées kératinocytaires murines,
etc.

rnézérefure fort V79, ligrrées kératinocytaires et
fi brobla stiques murines

pesticides organochlorés fort V79, hépatocytes, fibroblastes, cellules
pulmonaires et gliales

biphényles polyhalogénés modéré V79, lignées hépatocytaires,
kératinocytes

acides gras insaturés faible V79, ligrrées hépatocytaires

acides biliaires faible V79

phénobarbital faible V79, hépatocytes, kératinocytes,lignées
hépatocytaires

hydroxyanisole butylé rnodéré V79, fibroblastes

hydroxytoluène butylé rnodéré V79, fibroblastes, hépatocytes

aplysiatoxine fort V79

téléocidine fort V79, fibroblastes

condensé d'aqlhalte modéré V79, kératinocytes

condensé de fumée de rnodéré V79, fibroblastes, cellules musculaires
cigarette

" irrlribition des CIJG dans des essais irt vitro à coutt terme.
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I Effets des agents génotoxiques sur les GJIC.

32yo (6119) des cancérogènes genotoxiques étudiés affectent les GJIC, seuls certains

agents genotoxiques sont donc capables d'induire des mutations sur les gènes codants pour

les connexines (Budunova et Williams,1994).

r GIIC au cours des étapes de promotion et de progtession tumorale.

De nombreuses études ont montré la capacité de cancérogènes non-génotoxiques à

inhiber les GJIC in vivo et in vitro: les zubstances citées dans le tableau 7 inhibent les

communications intercellulaires dans diftrentes lignées cellulaires et cellules primaires en

culture. Ces corrélations ont mené à I'hlpothèse qu'un blocage des communications a lieu

entre cellules normales et initiées au cours de la promotion tumorale, permettant I'expansion

clonale des cellules néoplasiques (Yamasaki et al.,1987 ; Trosko et al., f990).

D'autres données con-firment cette hlpothèse :
o certains inhibiteurs de la cancérogénèse (AMPc, rétinoïdes, caroténoïdes et

glucocorticoides) augmentent les GJIC, empêchant même l'inhibition induite par le TPA

(Hossain et a1.,1989),
r I'inhibition des GJIC semble être corrélée avec une inhibition de l'apoptose (Trosko et

Gooclman, 1994),
r I'inhibition des GJIC est liée à des étapes plus tardives du développement tumoral : les

cellules cancéreuses à fort potentiel métastasique communiquent moins que celles dont le

potentiel est faible (Nicolson, 1987 ;Nicolson et a1.,1988 ; Kamibayashi et a1.,1995),
o la transfection de Cx43 ou Cx32 dans des cellules transformées dénuées de connexines

provoque la diminution de la croissance de ces cellules, les gènes des connexines peuvent

ainsi être considérés comme des gènes suppresseurs de tumeur (Budunova, 1994).

o Oncogènes et facteurs de.croissance.

L'effet des oncogènes sur les GJIC a été montré en infectant les cellules d'une lignée

établie par le virus du sarcome de Rous porteur de l'oncogène v-src codant pour une

tyrosine kinase associée à la membrane plasmique. 15 min après le début de la replication du

virus, les GJIC diminuent de moitié, vraisemblablement par phoqphorylation de la Cx43 qui

entraîne la fermeture des canaux. v-src affecterait donc les GJIC au niveau post-

traductionnel. D'autres oncogènes tels que ras, raf, mos, orr neu, mhibent aussi les GJIC

(Yamasaki, 1990 ; Brissette et a1.,1991).

Ptrmi ftes faûeurs ûe croissmcelpiontrmtffet srles Gile; lesphs eûrdiles sont

EGF (epidermal grorarth factor), PDGF (platelet-derived growth factor) et TGF-B

(transforming growth factor B). Dans lss lignées NRK et BALB/o-3T3, EGF et PDGF

inhibent les GJIC. Un mécanisnne possible pour expliquer l'effet de ces facteurs de

croissance est la phoqphorylation des connexines par la kinase cytoplasmique activée par les
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récepteurs de EGF et PDGF : la kinase MAP. TGF-B induit des effets variables selon le type

cellulaire : inhibition des GIIC dans les cellules NRK, les kératinocytes humains et les

cellules bronchiques humaines normales et activation des GJIC dans les cellules NIH-3T3 et
les cellules bronchiques humaines transformées (Budunova, 1994; Budunova et Williams,

ree4).

Ces résultats indiquent que I'inhibition des GJIC est un événement critique de la

cancérogénèse, ainsi l'étude des GJIC a été proposée pour la détection de cancérogènes.
La corrélation entre inhibition des GIIC et induction de la transformation cellulaire n'est

néanmoins pas systématique :
r l'acide rétinoique, un activateur des GIIC et inhibiteur de la transformation des cellules
BALB/c-3T3 et C3Hl0TYz, diminue les communications intercellulaires des cellules SIIE

et BPNi (lignée cellulaire dérivée des cellules SHE particulièrement sensible au TPA ;
Rivedal et Sanner, 1992),
o des substances cofirme I'acide okadaique, le facteur de croissance TGF-B etla2,3,7,8-
tétrachlorodibemo-p-dioxine, n'inhibent pas les GJIC bien qu'induisant la transformation
des cellules BALB/c-3T3 et C3HIOT% (Yamasaki, 1990),
o El-Sabban et Pauli (1991) ont mis en évidence une diminution de la perméabilité
jonctionnelle dans le processus d' invasion métastasique.

Nous retiendrons de l'ensemble de ces études que, s'il existe des exceptions à la

relation GJlC-cancérogénèse, l'inhibition des GJIC favorise en général Ia cancérogénicité
et constitue un critère qui peut être valablement exploité pour la détection in vitro des
propri été s cancér ogène s.

d. Techniques d'étude des GJIC.

Les principales méthodes pour l'évaluation de la perméabilité jonctionnelle sont les

essais d'inhibition de la coopération métabolique et les essais basés sur le transfert d'un

colorant. Ces deux techniques ont particulièrement été utilisées pour l'étude de l'effet de

cancérogènes non-génotoxiques qui agissent davantage sur les GJIC que les cancérogènes
génotoxiques.

I Coopération métabolique.

Le phénomène de transfert entre cellules de petites molécules agissant sur la

croissance et la division cellulaire est appelé coopération métabolique (CM). La CM a

d'atonl été âvaIùâe giâCè âu transfert al'ùn métâboTte tofque Vers des celtuTes dela ligne-e

fibroblastique V79 hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase déficientes ([IGPRT-)

cocultivées avec les mêmes cellules métaboliquement compétentes (HGPRT.). Le

métabolite toxique, produit par phosphoribosylation d'une purine synthétique dans les

cellules HGPRT. est transféré dans les HGPRT- via lesjonctions "gap" et provoque leur



Tableau 8. Analyse comparative
coopér'ation métabolique et les
Williarns, 1994).

des résultats obtenus avec les essais d'inhibition de la
essais de transfeft de colorant (d'après Budunova et

Coopération Transfert de
métabolique colorant

nombre total de

nombre total de

nombre total de

composés étudiés

composés inhibiteurs des GJIC

composés activateurs des GJIC

270
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4

115

5 l
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tumeurs itt vivo

nombre de promoteurs de tumeurs qui inhibent
les GJIC

sensibilité de I'essaio

) )

35

63,6yo

25

62,5Yo

40

"nombre de promoteurs inhibarrt
I  00.

les commurrications/nombre total de promoteurs x



26

mort. Selon le protocole utilisé, la purine synthétique peut être de la 6-thioguanine (6-TG,
Yotti et al., 1979) ou le mélange "HAT" : hypoxanthine, aminoptérine et thymidine (Guy et
al.,l98l).

Plus de 300 substances ont été testées à l'aide des essais d'inhibition de la CM. Un
potentiel promoteur est reconnu in vivo pour 55 de ces substances. La sensibilité de I'essai
est de 63,6yo; en effet 35 de ces 55 composés provoquent une inhibition de la coopération
métabolique des cellules V79 (tableau 8 ; annexe III; Budunova et Williams, 1994).

.) Transfert de colorant

Le colorant fluorescent le plus utilisé pour les essais de transfert de colorant (TC)
est le jaune de Lucifer. Les essais de TC diffèrent par la manière dont le colorant est
introduit dans les cellules donneuses :

. par injection à l'aide d'une microseringue (Yamasaki et al., 1984 ; Rivedal et al.,
1e8s),
o par absorption à travers une blessure de la cellule ("scrape loading" ; Budunova et
Williams, 1994).

Des variantes des méthodes de microinjection ont été proposées cornme :
(i) l'exposition des cellules en suspension à la substance testée, puis leur mise en

culture en forte densité de manière à étudier la formation des jonctions "gap" au cours de
l'adhésion, puis de la croissance des cellules (Mikalsen, 1990),

(ii) la microinjection du jaune de Lucifer dans un échantillon du foie d'un rat
préalablement exposé au produit testé (Krutovskikh et a|.,1991).

L'essai le plus largement utilisé est la microinjection de jaune de Lucifer. Les types
cellulaires sont variés:BALB/c-3T3, C3HIOTZz, BPNi, SFIE, etc.40 des l15 substances
étudiées ont un potentiel promoteur reconnu in vivo. La sensibilité des essais de
microinjection est de 62,5Yo puisque 25 de ces promoteurs inhibent le transfert de colorant
(tableau 8 ; annexe III ; Budunova et Williams, 1994).

D'autre part, de nombreuses substances inhibitrices de la cancérogénèse se sont
révélées capables d'augmenter le transfert de colorant telles que l'AMPc, les rétinoïdes ou
les caroténoïdes @nomoto et al., 1984 ; Hossain et al., 1989 ; Budunova et Williams,
ree4).

.) Comparaison des deux types de méthodes.

L'annexe III présente la liste des produits dont I'activité in vivo est connue et dont
les effets sur les GJIC ont été évalués par la CM ou le TC.

Il semble que coopération métabolique et transfert de colorant aient des sensibilités
similaires vis-à-vis des cancérogènes non-génotoxiques (63,6 et 62,5yo respectivement). En
ce qui concerne les 34 produits testés avec les deux méthodes, les résultats s'accordent dans
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73,5yo des cas. La corrélation est particulièrement bonne pour les esters de phorbol et les
pesticides organochlorés. Les différences observées s'expliquent par le fait que les critères
évalués ne sont pas identiques. Les essais d'inhibition de la coopération métabolique
traduisent en effet I'action d'un cancérogène non-génotoxique sur la formation des
jonctions "gap" alors que les méthodes basées sur le transfert de colorant évaluent la
fonctionnalité de jonctions "gap" préexistantes (sauf modifications du protocole).

E. Conclusion.

La cancérogénèse est un processus complexe qui implique de nombreux mécanismes
diftrents et dont le résultat est l'expansion clonale de cellules initiées.

Comme nous I'avons constaté, 8096 des cancérogènes se sont montrés à même
d'induire Ia transformation des cellules SHE. D'autre part, 62% des substances
cancérogènes non-génotoxiques utilisës dans le cadre de l'étude des communications
intercellulaires se sont révélés inhibitrices des GJIC. Les systèmes in vitro développés ici
semblent donc capables de mettre en évidence le potentiel cancérogène de nombreuses
sabstances, génotoxiques ou non.
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Figure 6. Cycle de la B-oxydation des acides gras dans les perorysomes (d'après Mannaerts et
Van Veldhoven, 1993).
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rI. LES pRoLrrÉRATEURS DES pERoxysoMES uÉr,l,rrquns.

Les proliferateurs des peroxysomes hépatiques (tIPPs) constituent une classe
particulière de cancérogèues clrez les rongeurs puisqu'ils sont hépatocancérogènes et ne
semblent pas avoir d'activité génotoxique (ECETOC).

A. Caractéristiques de In prolifération peroxysomale.

La prolifération peroxysomale peut être défirrie comme un processus cellulaire caractérisé
par rule augmentation de la densité et clu volume des peroxysomes et de leur activité IJ-
oxydative.

A.l. Les peroxysornes et la fj-oxydatiorr perox.vsomale.

Les perorysomes sont des organites cytoplasrniques limités par une seule membrane,
ils sont présents dans les cellules eucaryotes, les champigrons et les protozoaires. Dans
ceftaitts types cellulaires, la matrice finement granulaire des peroxysomes peut contenir des
irtclusiorts cristalloides telles que le corps nucléoide constitué d'urate oxydase et présent
dans les hépatocytes de rat. Les peroxysomes constituent environ 2o/o du volume
cytoplasrnique total et contiennent cles enz)nnes génératrices de peroryde d'hydrogène
(HzOz), ainsi que de la catalase dont la fonction est de d{semposer HzOz (Reddy et
Lalwani, 1983 ; Mannaefts et Varr Veldhoverr, l9g3).

La fonction principale attribuée aux peroxysomes est la métabolisation des lipides
par la B-oxydation des acides glas saturés préserrtée clans la figure 6. La première o4ydation
est catalysée par trrre acétyl-CoA oxyclase qui réduit uue molécule d'o4ygène en peroryde
d'hyclro-eène. Cette oxydase est I'enzyme lirnitante du cycle ; elle est induite,
pafticulièl'ement au niveau hépatiqtre, chez les rongeurs traités par des HPPs. Les deux
étapes suivautes de la B-oxydation (hydratation et cléshydrogénation) sont assurées par une
ellzyme bifonctionnelle également incluctible par' les proliférateurs des pero{ysomes.

Les acides gras sollt dégladés dans les peroxysomes et dans les mitochondries via
des réactions identiques conduisant à la forrnation des mêmes acéryl-CoA intermédiaires.
Mal-qré cette similitude, les deux systèrnes différent à plusieurs niveaux :

e les en4mes qui catalysent les réactions successives ne sont pas les mêmes ; par
exemple, la première oxydation est assurée par ulle acétyl-CoA déshydrogénase et non
par rtne orydase dans les mitochondries,
r la B-oxydatiou peroxysomale ll'est pas couplée à un système de production d'énergie ;
ainsi, l'éuergie libérée penclant la prernière oxydatiou (production d'HzOz) est perdue
sous fonne de chaleur-
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Tableau g. Exemple de composés chirniques qui

peroxysomale dans le foie des roltgeurs (d'apr'ès Lake et
provoquent la Proliferation
Lewis, 1993).

Cntégorie Exemples

agents thérapeutiques

stéroides

herbicides

agents plastifiauts

solvants et produits
industriels

arômes alirnentaires et

a cicle a cétylsali cyli q ue, b ezafibrate, bifonazole,
cip rofi b rate, clobuzadt, clofibrate, DL-040, fenofibrate,

gérnfibrozil, LY |7I883, rnéthyl clofenapate, nafenopin,

t iadénol, Wy- 14,64i

tléhydroep i a n clro stérone

a ci de 2, 4- cli ch I olop h én oxya cétique, fomesafen, la ct ofen,

a cide 2.4, 5 -trichlorophénoxyacétique

cli( 2- étlrylh exyl )aclipate ( DEHA),
di( 2-étlrylhexyl )plrtalate ( DEFIP),
cli( 2- éthyllr exyl )tereplrtalate, di(isodecyl)phtalate,
cli(isonorryl )phtalate, tri(2-éthylhexyl)trimellitate

1l a raffi rt es cltl orées, a cide p erfluoro-t?- octanoiique,

tétra chloroéthylène, trichloroéthylène

ciruramyl atrtltranilate, citral, linalol

roduits naturels
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o alors que les mitochondries dégradent totalement les acides gras (obtention de

molécules en C2), les perorysomes s'arrêtent après quelques cycles, agissant ainsi comme

des raccourcisseurs de chaîne (Mannaerts et Van Veldhoven, 1993).

A.2. Substances induisant la prolifération peroxysomale.

De nombreuses substances chimiques provoquent, lorsqu'elles sont administrées à

des rats ou des souris, l'hépatomégalie, la prolifération peroxysomale et l'induction des

enzymes peroxysomales liées à la B-orydation des acides gras. La liste des 7l substances

considérées comme FIPPs est présentée dans l'annexe IV. Ces substances à caractère

nucléophile sont de structures diverses (figure 7). Elles peuvent être regroupées en 6

catégories : agents thérapeutiques/hypolipémiants, stéroides, herbicides, agents plastifiants,

solvants et produits chimiques utilisés dans I'industrie, arômes alimentaires et produits

naturels (tableau 9 ; Reddy et Lalwani, 1983 ; Stott, 1988 ; Bentley et al., 1993).

L'exposition humaine à certains de ces produits est donc quotidienne, ce qui explique

l'étude de leur mécanisme d'action.

Au cours de ce travail, nous avons étudié deux composés hypolipémiants : le

clofibrate et le méthyl clofenapate (MCP). Ces deux composés provoquent une diminution

du taux de triglycérides plasmatiques en activant la lipoprotéine lipase, e(vyme qui catalyse

l'hydrolyse des triglycérides. Le clofibrate est utilisé en thérapeutique pour lutter contre

I'hyperlipémie (Hess et al., 1965) alors que le MCP, dont les effets sur les lipides

plasmatiques sont supérieurs à ceux du clofibrate, n'a jamais été commercialisé (Thorp,

re70).

Nous avons également étudié un agent plastifiant, le di(2-éthylhexyl)phtalate

(DEIIP) ajouté aux chlorures de polyvinyle pour en augmenter la souplesse et l'un de ses

métabolites primaires le mono(2-éthylhexyl)phtalate (I\{E,IP).

La plupart des HPPs possèdent, dans leur structure moléculaire, une fonction acide

carboxylique ou un groupement ester facilement hydrolysable en acide. Les HPPs ne sont

néanmoins pas tous des acides, cette seule caractéristique structurale ne suffit donc pas à

expliquer la prolifération peroxysomale (Lake et Lewis, 1993).

A.3. Proliferation perox.vsomale chez le rat et la souris.

Le tableau l0 résume les effets hépatiques morphologiques et biochimiques

consécutifs à l'exposition des rongeurs (rat ou souris) à un HPP.

L'hépatomégalie est due à la fois à I'hypertrophie et I'hyperplasie des hépatocytes.

L'examen morphologique montre une augmentation de la taille et du nombre des

peroxysomes.
L'altération biochimique majeure est I'inhibition de la B-orydation mitochondriale

conduisant à l'accumulation d'acides gras-CoA. Cette accumulation semble être à l'origine
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de l'induction des activités des enrymes peroxysomales. Cette induction n'est pas uniforme :

alors que les enzymes de la B-oxydation sont fortement activées, d'autres enzymes telles
que la catalase ne le sont que très faiblement (Bentley et al., 1993).

Les modifications biochimiques et morphologiques persistent aussi longtemps que le

HPP est administré. La rapidité avec laquelle l'activité enzymatique retoume au niveau basal

dépend de la demi-vie enzymatique et de l'élimination du produit.

Les FIPPs affectent également d'autres tissus que le foie. La prolifération des

organites et/ou des modifications au niveau des enzymes peroxysomales ont été montrées

dans les reins, les intestins et le coeur. Toutefois, les modifications mises en évidence dans

ces organes sont d'amplitude moindre que celles observées dans le foie (Nemali et al., 1988 ;
Hinton et Price, 1993).

A.4. Proliferation peroxysomale in vlfro.

La plupart des caractéristiques de la proliferation peroxysomale in vivo ont pu être

observées sur des hépatocytes en culture . stimulation de la synthèse de I'ADN,

augmentation du nombre et du volume des perorysomes et induction diftrentielle des
activités enzymatiques. L'induction de I'acétyl-CoA orydase ainsi que I'augmentation des

ARNm des enzymes de la B-oxydation mises en évidence sur des hépatocytes de rat en

culture sont bien corrélées avec les données in vivo @ieri er al., 1984 ; Elcombe et Mitchell,
1986 ; Bentley et al.,1993 ; Foxworthy et Eacho, 1994).

Les hépatocytes en culture peuvent aussi être utilisés pour identifier les métabolites
actifs de certains composés, pour l'établissement de relations structure-activité, pour des

études mécanistiques ou pour la mise en évidence de diftrences entre les espèces (Lake et

Lewis, 1993 ; Bieri, 1993). Les études métaboliques à l'aide d'hépatocytes en culture
peuvent néanmoins se révéler incomplètes dans la mesure où les HPPs peuvent subir des

biotransformations au niveau d'autres organes que le foie.

D'autres effets des HPPs ont été montrés in vitro : la stimulation de la PKC @entley
et aL.,1993), I'augmentation du Ca2* intracellulaire (Shackleton et a|.,1995), I'inhibition de
I'apoptose (Gil et al., 1995 ; Bursch et al., 1984 ; Bayly et al., 1994) ou encore

I'augmentation de la quantité d'oestrogènes dans le sérum des rats exposés @agon et al.,

ree4).

A.5. Mécanisme de la prolifération peroxysomale.

En 1990, Issemann et Green ont cloné i. pr"ti., récepteur activé par les HPPs,

appelé PPAR ("peroxisome proliferator activated receptor") à partir de foie de souris.

D'autres PPAR homologues ont été isolés ensuite dans d'autres espèces (Schoonjans et al.,

lee6).
La mise en évidence d'une séquence d'ADN (élément de réponse de PPAR : PPRE)

reconnue spécifiquement par le PPAR et située dans le promoteur du gène de I'acétyl-CoA
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Figure 8. A. Organisation des différents domaines fonctionnels des récepteurs nucléaires et

séquence du domaine de liaison à I'ADN de trois PPAR.
En gras, les acides aminés constituant la "P-box" (Môtojirna, 1993). Soulignés, les acides aminés

constituant la "D-box" (Lemberget et al., 1996).
B. Structure du domaine C du PPAR.

Les cylindres représentent des structures en hélices a (Schoorrj ans et al., 1996).
Code utilisé pour les acides aminés : A, alanitte ; I, isoleuciue ; L, leucine i M, méthionine ; F,

phé ly la lan ine ;P,pro l ine ;W, t ryp tophane;V,va l ine ;N,asparag ine ;C,cys té ine lQ,g lu tamine;G,
gtycile ; S, sérine ; t, thréonine ;Y, tyrosine ; R, arginine ; H, histidine ; L, lysine ; D, acide aqpartique ;
E, acide glutamique.
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oxydase, a confirmé l'hypothèse de l'activation transcriptionnelle de la B-orydation

peroxysomale par les HPPs (Tugwood et al.,1992) .

a. Structure du PPAR.

Le PPAR comporte six sous unités fonctionnelles (figure 8) A/8, C, D et EÆ. Le

domaine de liaison à I'ADN (C) est constitué de 66 acides aminés. La structure de C est

stabilisée par deux atomes de zinc qui se lient chacun à quatre résidus cystéine invariants

formant ainsi deux "doigts de zinc". Deux régions très conservées et fonctionnellement

importantes ont été identifiées dans le domaine C : la "P-box" et la "D-box".

I La "P-box" détermine le contact spécifique entre le récepteur et I'ADN et reconnait

des répétitions directes de AGGTCA séparées par un nucléotide.

I La "D-box" pourrait être impliquée dans des interactions de type protéine-protéine

(Schoonjans et al.. 1996).
Le récepteur de I'acide 9-cls rétinoique (RXR) semble le partenaire préferentiel de

PPAR dans la formation d'un complexe dimérique (Kliewer et al., 1992; Issemann et al.,

1993 : Keller et a|.,1993).

b. Gènes cibles.

Le gène codant pour I'enzyme limitante de la B-orydation (l'acétyl-CoA oxydase)

contient dans son promoteur deux éléments de réponse activés par le PPAR (Osumi et al.,

1991). De nombreux autres gènes se sont révélés posséder un PPRE dans leur promoteur :

I le gène de l'acétyl-CoA synthétase (Schoonjans et a|.,1995),

I le gène de la seconde enzyme de la B-oxydation peroxysomale (Zhang et al., 1992),

ô un gène impliqué dans I'activité o-hydroxylasique du cytochrome P450 4Al

microsomal (Muerhoff et al.,1992),
o le gène de la 3-hydroxy-3-méthylglutaryl-CoA synthétase mitochondriale

(Rodriguez et al., 1994),
t le gène de l'acétyl-CoA déshydrogénase mitochondriale (Schoonjans et a1.,1996),

r le PPARa de souris joue un rôle important dans la transcription de nombreux

gènes, certains d'entre eux n'étant pas liés au métabolisme lipidique (Motojima et al.,

reeT).

c. Ligands du PPAR.

Le mécanisme d'activation du PPAR reste obscur, en effet, s'il est évident que les

IIPPs sont capables d'activer ce récepteur (Issemann et Green, 1990 ; Dreyer et al.,1992),

rien ne prouve que ce soit par liaison directe d'autant que ces composés sont de structures

variées. Une liaison indirecte pourrait impliquer l'existence de ligands intermédiaires

capables d'interagir avec le PPAR.



Substance
Rat Souris Auûes

Souche PP
mf

HC
mf

Souche PPiHC
ffi-r

Animal PP i HC
;]iE r

MCP F344
Wistar

il#
iiffi

I
I

BBP F3M I

lastofen cD-1 I

clofibrate SD
F3M
Wistar i:::i

i:tl

c57Bl ir,i.1Ëifr
Swiss il,l.rË,l.ll

I
I
I
I

OUTSUU - | -
:rïl

DEHA F344 B6C3F1 I

oinnamyl
anthranilate

F3q+ - mi#.|$i B6c3Fl $i#j.$*1,*:ttrË***em
I

I
I
I

clobuzarit Wistar c57Bl hamster - i -

DEIIP F344 hamster - i -

Wv-14.643 FZ44
E3M
F344 c5781

aoide trichloro- B6c3Ff iiffi Fii"v''$
I

perchloro- F3M B6c3F 1 l:l-Ëiill,f#.tf:ffiiilffii
I

nichloro- F344
OM

B6C3F1 tii:tr+...}Ïfituqït I
I

I

SD #I I

LY 171883 B6C3Fl I

acide F344 I

DINP F3M I

Tableau 11. Relation e,lrtre la proliferation perorysomale et l'he,patocanceroge,nioité induites
in vivopar 18 HPPs (d'après Ashby et al., 1994\.

Les données concernant le MEHP ne sont pas srffisantes pour êne inoluses dans ce tableau.
MCP, méthyl olofe,napate ; BBP, b@ztilburylphtalate ; DEIIA di(2-éthylheryl)adipate ; DEHP,
di(2-éthylheryl)phtalate ; DINP, di-isononyl phtalate.
PP, proliftration perorysomale.
HC, hep atocancérogenieité.

4 mâle.

f femelle.
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Les acides gras sont de bons candidats pour le rôle de ligands e,ndogènes : une

alime,ntation très riche en acide gras et des conditions physiologiques caractérisées par un

excès d'acide gas stimulent la B-orydation et la proliferation peroxysomale (Schoonjans e/

al., 1996). En effet, exceptés les acides gras à chaîne courte coryortant moins de l0

carbones, les acides gras monoinsaturés à très longues chaînes et l'acide dodécanoique sont

tous capables d'activer le PPAR à diftrents degrés (Gôttlicher et al.,1992, 1993 ; Schmidt

et al.,1992;Issemann et a1.,1993 ; Sher el al.,1993).

La régulation de Ia traracription de certains gènes par Ie PPAR en réponse atn

proliférateurs des peroxysomes est resporaable d'au moira une partie des effets causés par

ces composés.

B. Corrétation entre la prolifération peroxysomale hépatique et

I'hépatocancérogénèse.

Reddy et ses collaborateurs (1930) ont été les premiers à suggérer que les produits

induisant la proiifrratior pcroxysoiiiale daiis les hépatocytes des rongeurs rqlrése,lrtaie,nt rme

classe à part entière de cancéroge,lres. Cette hlpothèse était basée sur le fait que les age,nts

hypolipémiants étudiés avaient tous la capacité d'induire à court terme la proliferation

peroxysomale dans le foie des rongeurs et étaient des cancerogenes hepatiques à long

terme. Depuis, la littérature concernant les HPPs s'est étofte et les avis sont partagés :

alors que Reddy maintient l'hlpothèse d'un lien de cause à effet e,lrtre la proliferation

perorysomale et l'hepatocancérogénèse (Chu et a1.,1996) ; d'autres auteurs constatent que

la corrélation est parfois faible et suggèrent I'existence d'un autre mécanisme que la

proliferation peroxysomale pour expliquer l'he,patocancéroge,lricité des IIPPs (Grasl-Kraupp

et al.,1993 ; Cattley et al.,1994).

8.1. Proliferation peroxysomale et hepatocancérogénèse chez les

rongeurs (rat et souris).

Les corrélations entre proliferation peroxysomale et he,patocancérogénèse, obtenues

après traiteme,lrt statistique des données ooncemant les 18 HPPs dont la cancérogenicité ln

vivo a été évaluée en détail sont présentées dans le tableau l1 (Ashby et al., 1994).

a. Relation entre Ïinduction de la proliferation peroxysomale (PP) et

I'hép atocancérogenicité (HC).

Les propriétés cancérogenes et proliferatrices d'un même produit sont souvent

corrélées.
. Chez des rats F344 traités avec 12 g ile DEHP/kg de nourriture, on observe une

incide,nce tumorale de 24%o et une multiplication par 5 du volume cytoplasmique occupé par

les perorysomes ; alors qu'avec 20 ûkE, l'incidence tumorale passe à 78o/o et les
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peroxysomes augmentent 7 fois. L'incidence tumorale est définie comme le nombre

d'animaux présentant des tumeurs hepatiques p:lr rapport au nombre d'animaux traités.
r Les HPPs 'Îorts", qui provoque,nt une augme,lrtation du volume occupé par les

perorysomes d'au moins 6 à 8 fois, sont genéraleme,nt aussi les hqlatocancérogènes les plus

puissants avec une incidence tumorale d'au moins 70% (Ashby et a1.,1994).
r Les HPPs 'Taibles", cornme le BBP ou le DINP, qui n'induisent la proliferation

perorysomale qu'à fortes doses, ne sort pas hepatocancérogè,nes ou proliferateurs des

peroxysomes dans les conditions utilisées.

La proliferation perorysomale est donc un bon indiquateu précoce de

l'hep atocancérogénicité induite p ar les IIPPs.

Toutefois, certains proliferateurs des peroxysomes cités, tels que le cinnamyl

anrhranilare, le olobuzarit et le di(2-éthythexyl)adipate (DEIIA) ne sont pas

he,patocancérogènes.

b. Diftrences inter-eqpèces.

La nature et I'amplitude de la re,ponse obtenue varie,nt avec le sexe, la souche et

I'espèce étudiés.
r Les souris B6C3F1 semblent particulièrement se,nsibles : le perchloroéthylène et le

trichtoroéthylàe provoquelrt la proliferation perorysomale et l'he,patocancérogénèse chez

ces souris alors que le mtF344 repond négativement.
o Le cinnamyl antlranylate cause la proliferation perorysomale chezla souris, mâle

et femelle et chezle rat femellê, mais pas chez le mâle.
o L'exposition de trois souches diftre,ntes de rats au clofibrate a permis la mise en

évidence d'une difftérence de sensibitité inter-souches. En effet, des modi.fications

biochimiques hépatiques plus marquées ont été mises e,n évide,nce chez les rats Wistar Lewis

que ohez les rats F344 eux-mêmes plus sensibles que les rats Sprague Dawley (Yamoto ef

a1.,1996\.

Les ef,[ets des HPPs n'ont que très rarement été étudiés sur d'autres eqpèces. Le

clobuzarit, qui inaluit la proliferation peroxysomale hépatiqlle ohez le rat et la soruis,

n'induit pas de tumeurs chez le hamster Synen lors d'une étude de deux ans (Tucker et

Orton, 1995). Le DEHP, xdministré par injection intrapéritonéale ou par inhalation n'a pas

non plus d'effet tumorigene sur cette espèce (Sohmezer et al., 1988).

Des études à long terme oft été réalisées sur les primates avec le olofibrate.

1'administration jolrnaliére de cet HPP à 160 ouistitis (Callithrix jacchus) pendant presque

7 ans, ce qui représente la moitié de la durée moyenne de vie de ces animaua n'a provoqué

ni hepatomégatie ni augme,lrtation du nombre de carcinomes hqratocellulaires (Tucker et

Orton, 1993).
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Figure 9. Mécanismes d'action possibles des proliférateurs des perorysomes (d'après Ashby et al., 1994).
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Plus genéralement,le rat et la souris apparaisse,nt se,nsibles à des doses où le cobaye,

le hamster ou les primates ne rqlondent pas (Lhugenot et al., 1988 ; I-ake et al., 1984,

1989, 1993 ; Dirve,n et a1.,1993). Cette variabilité inter-eqpèces peut s'expliquer par :

o une diftre,lrce dans l'absorption ou la métabolisation des HPPs entre les eqpèces,

souches ou sexes,
I la distrïbution du PPAR et la présence de facteurs qui eryêcheraie,lrt son activation

chez les eqpèces moins sensibles (Ashby et al.,1994).

En conclusion, l'analyse des données relatives à Ia proldération perorysomale et à

I'irtduction de carcinomes hépatiques met en évidence une corrélation partielle entre la
prolifération perorysomale hépaticlue et I'hépatocancérogénèse. Pour les composés

identifiés comme proliJërateurs des peroxysomes chez des animatn d'une espèce, une
souche et un sexe particulier, et pour lesquels des essais de cancérogénicité ont été

réalisés en utilisant des doses équivalentes à celles induisætt la prolifération

perorysontale, la conélation est de 8I% (Ashby et al., 1994).

B. 2. Etudes épitlémiologiquedrisques p our I'homme.

Le risque cancérogène lié à I'utilisation de fibrates dans le cadre de traiteme,nts
hypolipémiants visant à diminuer le risque d'accide,nts cardiovasculaires a été évalué sur
I'homme au cours de deux études epidémiologiques (Oliver et al., 1984 ; Huttunen et al.,
1994). Un suivi de cinq ans a été réalisé par I'Organisation Mondiale ile la Santé sru des
patients traités par le clofibrate. Le nombre de morts enregistré dans le goupe des patie,nts

traités était plus élevé que dans les groupes contrôles, mais n'était pas dû à une incidence
tumorale zupérieure (Oliver et al., 1984). Aucune différence dans l'incide,nce du cancer n'a
pu être observée au cours d'un traitemsnt de cinq ans par le gemfibrozil (Huttunen et al.,
rss4).

D'autre part, les résultats obtenus sur des hepatocytes humains ne montrent pas
d'induction de la prolifération perorysomale dans ces cellules à des doses qui coneqpondent
aux doses thérapeutiques (Bentley et al., 1993 ; Ashby et al.,1994).

C. Mécanismes de la cancérogénicité.

La figure 9 prése,nte les mécanismes par lesquels un HPP est suscqrtible il'induire la
formation de tumeurs. Plusieurs aE)ects de I'astion de ces substances ont été énrdiés, tels
que leur capacité à interagir avec I'ADN, directeme,nt ou par le biais d'un stress oryilatif
ainsi que leus effets mitogènes.
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C.l. Genotoxicité.

Des résultats de genotoxicité in vitro et in vivo ssnl di$onibles pour 13 des 18

composés étudiés pour leurs capacités à induire l^ proliferation peroxysomale et
l'hépatocancérogénèse (tableau l1). Le tableau 12 prése,nte les résultats des études in vitro

et le tableau 13 ceux des études in vivo. Les données relatives au MEHP ont été ajoutées

dans le but d'être coryarées à celles du DEHP.

Le MCP et le BBP, sont les deux seuls agents totaleme,lrt denués d'activité
génotoxique.

In vitro,le test d'Ames et les essais ile cytogenétique sur cellules CHO sont restés
négatifs avec les deux substances.

In vivo,les essais visant à montrer la formation de micronoyaux chezla souris et de
qarthèse d'ADN non programmée chezle rat sont négatifs avec le MCP. La faible solubilité
du MCP conduit néanmoins Lefewe et al. (1994) à mettre e,n doute f interprétation des
résultats obte,nus sur des souris transgéniques.

D'autres coryosés comme le clofibrate, le lactofbrL le DEIIA et le cinnamyl
anthralinate présentent un profil majoritairement négatif in vitro et totaleme,lrt négatif in
vivo.

In vitro,le clofibrate induit des échanges de chromatides soeurs dans les cellules
CHO (sans relation dose-effet) et des aberrations chromosomiques dans les cellules CHL
(Ashby et al., L994).

Les résultats négatifs observés in vivo avec le clofibrate inclue,nt des études réalisées
sur le foie de rat (Elliott et Elcombe, 1987) ainsi que sur la moelle osseuse de rat (Kawachi

et a1.,1980) et de hamster Chinois (Linnainmaa, 1984).

Lorsque les DEHP et le MEFIP ssfi administrés par voie transplace,rtaire à des
embryons de hamster Syrieq un effet clastogè,ne est observé après mise en culttue des
cellules (Tomita et al., lgSZ). Ceci bien que le hamster soit assez peu sensible à la
proliferation peroxysomale et à f induction de cancers hépatiques par les HPPs.

Les profils de gemotoxicité induite par le nafenopin, le ciprofibrate et le Wy-14,643
sont semblables. En effet, on observe des reponses positives avec les essais visant à mettre
e,n évidence les échanges de chromatides soeurs, les aberrations chromosomiques et les
micronoyaux, certaines de ces études ayant été réalisées sur des hepatocytes de rat.
Le Wy-14,643 est olairement olastoge,lre invitro,-ae ooryosé apparaît comme génotoxique,
mais sans qu'il se lie directeme,nt à I'ADN (Ashby et al.,1994).

Les résultats obte,lrus avec l'acide trichloroacétique et le perchloroéthylene ne sont
nettement positifs que dans le cas de la mise e,n évidence in vivo d'abenation
chromosomiques alors que I'actiirité mutagene du triohloroéthyle,ne est plus marquée in
vitro



Tableau 14. Résultats relatifs à l'irrduction d'un stress oxydant invivo par les HPPs étudiés.

Substance Paramètre Rép-onse Béférence - . .
ctonu.at" csH t TyryggtgJ.'12s-oe---
ou -GsqG-- -----n----Isq'sq eryJ''!929t
acide GSH transferase Sl Lake et al.,1987

clofibrique Sl Tamura et al',1990b
J Ni@gILrJ gt -1222_

soD J E[sq91p-19qm-p-e. Le]1-----
-Arc z-- - -- - - - - - - - - - - - n- - - -fq-gq ery!''!g9!t
-9Lt:--- -----n----EUgt ery!'!e3!-
peroxydation lipidique à Elliott et Elcombe,1987

- - - - n- - - -f elqq{q ery!.' !e29!

MCP

lipofuscine 7l Lake et al.,1987
, Reddy et al.,1982

n _ _ _ _Alt-sYrgY 9t -fl." !e22- - -
ruptures ADN à Elliott et Elcombe,1987

adduits 8-OHdG 7 Cattlev et Glover. 1993
GSH oeroxvdase J Elliott et Elcombe,1987

- - - - J - - - L - - - - -

_qqP___ ______)____E$gtst-Elgo:nl-e. Le-81 - - - - -
-9Lt:--- -----n----EUgt! e4!.'!e]3-
lipotuscine 7l -\Z&ySt-q!-1282----
ruprures ADN à Elliott et Elcolqbe, 1987

DEHP GSH à Conway et al.,1989
, Perera et al.,1986

n _ _ _ _TLmlt L gtlJ= ! el_0g _ _
GSSG v Ty^ttL9tJJ.,!9291___
GSH peroxydase Lake et al.,1987

Perera et al., L986
Tamura et al.,l990a
Conway et al.,1989
Tomaszewski et al., 1986
Elliott et Elcombe, 1987

GSH transferase J Lake et al.,1987
J Perera et al.,1986
Sl Tamura et al.,l990b
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De l'ensemble de ces données, Ashby et al. (1994) concluent que, comparés atn

cancérogènes génotoxiques classiques, les HPPs considërés ici ont un profil

majoritairement non-génotacique, leur hépatocancérogénicité est plus probablement due

atn modifications biochimiques qu'ils induisent dons Ie foie des rongeurs qu'à une

altération directe de la structure et de I'intégrité de I'ADN.

C.2. Stress oxydatif

L'h1'pothèse du rôle du stress oxydatif dans le processus cancérogè,ne induit par les

HPPs est basée sur le fait que la B-oxydation perorysomale enge,ndre la formation de

peroxyde d'hydrogene (HzOz) au cours de sa première étape. Une surproduction d'IùOz

pegt conùrire à rm $ress oxylatif srsceptble d'srtraher des dorrrmages à I'ADN (Cenfti, 1985 ;

Borek" 1991).
De nombreuses études visant à tléterminer l'effet des HPPs sur les e'nzymes

antiorydantes hépatiques ont été effectuées. Seule une faible induction de l'activité

catalasique est mesurable après exposition aux HPPs (Nemali et al., 1988), alors que la

glutatlion perorydase (sélénium dependante), la superoryde dismutase et la glutatlion

transférase sont inhibées (tableau 10). Le tableau 14 prése,nte esllss 1{elisées in vivo avec les

quatre IIPPs étudiés.

Les hepatocytes des animaux dans lesquels une proliferation perolrysomale a été

mise en évidence présentent :
o des taux de peroxyde d'hydrogène et de radicaux hydroxyl élevés,
o un depôt de lipofuscine, pigment résultant de la lipoperoxydation et de la

dégradation des macromolécules cellulaires par les radicaux libres ; ce pigment n'a

néanmoins été observé que dans des régions du foie où aucun nodule ni tumeur n'ont été

mis e,n évidence (Reildy et a1.,1982).

L'e4position de rats F344 tu clofibrate ou au DEIIP provoque une augmentation du

taux d'adduits de B-OH-désoryguanosine à I'ADN. Toutefois, les analyses ont été 1{alisées

à partir d'hepatocytes e,ntiers et non de noyaux isolés, les atltluits detectés pourraient donc

constituer des adduits à I'ADN mitochondria\ 16 fois plus sensible que I'ADN nucléùe au

stress orydatif (Richter et a1.,1988 ; Sausen et a1.,1995). D'autre part, DEIIP et DEIL{

induisent la même augmentation de bases altérées chezle ratE344 alors que seul le DEIIP

est cancérogene pour cet enimal (tableau 1l).

Il semble donc que le foie des animaux*traités avec des age,lrts proliférateurs des

peroxysomes hepatiques soit le siège d'un stress orydatif résultant d'une su4lroduction

d'espèces réactives de l'orygene. Toutefois :
o il n'a pas été prouvé que le stress orydatif induit par les HPPs soit reqronsable de

dsmmages à I'ADN nucléaire,
. auorme corrélation n'a pu être trowée e,lrtre les marqueurs de l'orydation et le

potentiel cancérogène des HPPs.



Tableau 14. Suite.

Substance Paramètre
DEFIP diènes conjugués

-fiïonrscin;------

SOD : superoxyde dismutase.
GSH: glutathion.
GSSG : glutathion orydé.
OH. : radical hydroryle.
8-OHdG : adduit de 8-OH-déoxyguanosine.

Perera et al.,1986
Conway et al.,1989
Tomaszewski e/ al., 1986

Référence
à
t
J
7l Lake et_al-l2yl____---r---- 

c;;*;y '1à[, rgsg
7l Lake et al.- 1987

ruptures ADN à Elliott et Elcombe, 1987
à Tamura et al.,1991

8-OHdG v Takags et al., 1990a
Takaei et al.. l990b
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Ashby et al. (1994) en concluent que les dommages oxydatiîs prwoqués par les

HPPs ne sffisent pas à expliquer le potentiel hépatocancérogène de ces substances, mais

Elils y contribuent probablement.

C.3. Rôle de la proliferation cellulaire.

L'hépatomégalie observée après exposition de rats ou de souris aux HPPs n'est pas

seulement due à la proliferation perorysomale, mais aussi à une stimulation marquée de la

réplication de I'ADN et de la division cellulaire pendant les deux premières semaines

d'administration des coryosés (Smith-Oliver et Butterwortl, 1987 ; Marsman et a1.,1988 ;

Styles et a1.,1988 ; Rao et Reddy 1989 ; Barrass et a1.,1993).

L'hlpothèse proposée est qu'un effet mitogène même faible et chronique peut avoir

des conséque,nces cancérogènes indirectes en augmentant la probabilité de fixation des

dommages e,ndogènes à I'ADN. En effet, certains auteurs ont montré une plus forte

incidence tumorale induite par les HPPs chez des animaux vieux que chez des jeunes

(Cattley et al., l99I ; Kraupp-Grasl et al., l99l).

La proliferation cellulaire provoquée par les HPPs est néanmoins de courte durée :

après ces deux semaines, la réplication de I'ADN revie,lrt gtaduelleme,lrt au niveau du

contrô|e, ceci sans intemrption du traiteme,nt (Marsman et a1.,1988 ; Barrass et al., 1993)-

Cet ef|et transitoire va à l'e,ncontre d'une contribution significative de la proliferation

cellulaire dans la cancérogenicité des HPPs.

Par ailleurs, les FIPPs activent certains proto-oncogenes : le clofibrate et le

ciprofibrate induisent c-myc et c-Ha-ros dans diftrents tiszus chezle rat (Cherkaoui-Malki

et al., 1990). Des mutations de vHa-ras ont été mises en évidence dans des tumeurs

hépatiques induites chezla souris par le MCP (Stanley et al.,1994) et le Wy-14,643 active

c-met û. c-myc dans le foie normal et tumoral chezle rat (Mller et al.,1996).

Le rôle de la proffiration cellulaire dara la cancërogénèse induite par les HPPs

est encore mal connu. Il est probable que cette prolifération intervienne à dffirents degrés

darc la formation de tumeurs sara toutefois être sufisante à elle seule pour induire la

cancérogénèse (Ashby et al., 1994).

La cancérogénèse induite par les HPPs semble être liée à de nombreux

mécanismes parmi lesquels : la prolifération peroxysomale/le stress oxydatifr la

prolifération cellulaire, I'activation de proto-oncogènes, I'inactivation de gènes

suppressegrs de tumeur, la modulation de la production de facteurs de croissancet

Itinhibition de ltapoptose, etc. Tous ces mécanismes peuvent agir sinultanément pour

conduire à la cancérogénèse ou à l'expansion de tumeurs spontanées (Ashby et al.,

ree4).



Tableau 15. lnduction de la trartsformation cellulaire par les IIPPs'

tème Réf,Substance Conc.
clofibrate 4 l Mkalsen et al.,l990a,b

Dhalluin et al.,1996
Tsntsui et al.,1993

25/25125
+300/-300

SHE
sHEcnn'
SHE+/-
c3Hc/r'

H

+l-l#.
-t-
-lJ-+'5t5 et al.,1986

Mkalsen et aI.,l99Aa,b
Mikalsen et Sanner, 1993
Sanner et Rivedal, 1985
Barreft et Lamb, 1985
Hatch d Anderson, 1985
Tstrtsui et al.,1993
Lawrence et McGregor, 1985
Suk et Humphreys, 1985
Diwan etal.,1985
Sanctrez et al.,1987
Matttrews et al.,1985
Matthews et al.,1993a

7,7
77
lo,2
25,6
1300
+30/-3
+1000/-40
2560
t250

SHE
SHE
SHE
SHE
SHESAT"
SHE+/-
c3H+/-
FRERLVb
J86"
c3Hcnn'
3T3+l-
3T3

#

#

H

#

+
#l+
+l+
+
#
-l-l-
-t-

100/100/10
+t25000/-157
37700
l 8
+200Ê300
1500/1500/100
359

SHE
SHE+/-
caHcn4'
3T3

+
-l+
-t-t-
+

Mikalsen et al., l990a,b
Tsutsui et al.,1993
Sanchez et al.,1987
Matthews et al..1993b

85300 3T3 Matthervs et al..1993bDEHA
MEHA 2320 3T3 Matthews et al..1993b

+l- Tsntsui etal.,1993Wy-14,643 +3/-100
57
5t20

SHE+/-
SHE
C3HCN'

H

-t-
Mkalsenr et al., l99Oa,b

et aI..1986
et al..1986

Mkal seq 4_q/.,1 99qe,b_
niadârate
2.4-D 450

20/5 C3
SHE

-l++

2,4,5-T 195 SHE Mkalsen et al.,l990a,b

trichloro- I  100 FRE' Pricæ et al.,1978

cMP' cn le protocole utilisé â pour but de nrettre en évider-rce les effets cancérogene (C),

initiateur (I) et/ou promoteur (P) de la substance testée ; quand rien n'est indiqué, l'étude
porte sur le pouvoir cancérogène seul (pas de traitentents séquentiels).
+/- essai râlisé avec ou sans activation exteme.
* correspond à la plus faible concentration positive testée.
n* - pas d'effet ; * induction de la transfonnation des cellules ; correspond
indiqué dans la colonne voisine (C/l/P, C/P ou +/- activation métabolique).
" cellules SFIE infectées par le virus SA7.

au protocole

b cellules d'embryon de rat (Fischer) infectées par le vinrs de la leuémie de Rauscher.
" cellules épidermiques de souris.
d lignee epithéliale issue de foie de rat.
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D. Transformation cellulaire et inhi[i1isn des communications intercellulaires

induites par les HPPs.

Seul un petit nombre des 71 produits considérés conrme HPPs a eté éotdré dans des

systèmes visant à mettre en évidence des effets sur la transformation cellulaire ou les

communications intercellulaires.

D.1. Induction de la transformation cellulaire.

Le tableau 15 prése,nte ur résumé des études réalisées sur I'induction par les HPPs

de la transformation morphologique de cellules en culture.

Le DEHP est le HPP le plus étudié sur les systèmes de transformation cellulaire et il

semble qu'il soit transformant dans la plryart des cas. Le coryosé provoque égaleme'lrt

I'independance d'ancrage de oellules épidermiques de souris (JB6 ; Diwan et al., 1985) et

de cellules d'embryon de rats infectées par le virus de la leucémie de Rauscher (FRERLV ;
Suk et Humphreys, 1985). Dans les cellules C3Hl0Ty2 (Sanohez et al., 1987),le DEHP

s' est montr: 
T^t::i' ^ o- nÂrn c&. comme canceroge,lre, après gne période d'exposition de 24 à 72h, suivie de 6

:"ffi: i;ff.iffi,.i:,j;il:t#lTï*po.i,ioo des çerures au promoteur
qu'est le TPA"
- et comme agent promoteur après initiation par la MNNG.

Ces résultats peuve,lrt être dus aux protocoles d'expositions utilisés : combinaison

d'expositions courtes (24 ù 72 h) avec de longues périodes d'expression de h

transformation et utilisation de conce,ntrations très faibles (10 pM) au cours des expositions

plus longues.

La lipase qui produit te IVIEHP à partir du DEHP in vivo est localisée dans le

pancréas, la métabolisation du DEIIP est donc particulièreme,nt efficace dans le trastus

gastro-intestinal et moindre dans le foie et f épithélium intestinal (Albro, 1986 ; Huber et al.,

1996). Le MEHP semble moins actif que le DEFIF à conce,ntrations équivalentes zur les

celhrles SIIE bien que le MEIIP soit considéré comme le métabolite actif du DEfp in vivo

(Mkalsen et al., 1990aft; Tsutsui et a1.,1993).
Une faible positivité est induite sur le système BALB/c-3T3 par le MEHP

(Matthews et al., 1993b). Dans le qystème C3HI}TV2,les résultats sont négatifs, oomme

ceuxduDElil testé dmslesmêmesoonditions (Sanehez et al.; 1987).

Au cours des études réalisées par Mkalsen et al. (1990a,b), le olofibrate s'est

montré transformant sur les cellules SHE en densité olonale et après 7 jorus d'exposition.

Dhaltuin et at. (1996) ont montré que le clofibrate agit à la fois seul et e,!r interaction avec le

TPA Les résultats de Tsutsui et al. (1993) semblent par conte intliquer çe le clofibrate est



Tableau 16. Inhibition des communications intercellulaires par les HPPs.

Substance Conc. Système RéPonse

(pM)* cellule mesure **

DEIP 0,3- V79 CM Konrbrust et al',1984
35,g V7g CM + Malcolm et Mlls, 1989
785 V79 CM + Yanget aL,1993
77 SHE TC + Mikalsen et Sanner, 1993

Réf.

l8 v7e
v7e

CM
CM

+ Elmore et al.,1985
Umeda et al..1985500

MEI{P 200
l0

PRH
PMH

TC
CM

Leibold et al.,1994

v79 CM
ieet al.,1988

Trosko et al.,1982MCP

Wy-14,643

1.6
Trcsko et al.
Leibold et al.,1994
Trosko et al.,1982

0,8
32

v7e CM
TCPRH

3 r l
100

v7e
PRH

CM
TC Leibold et al.,1994

2.4-D 675 v7e CM Rubenstein et al..1984

2,4,5-T 300 v7e CM

* conespond la plus faible conceutration positive testée.
n* - pas d'effet, + inhibition des GJIC.
CM, étude de I'inhibition de la coopération métabolique.

TC, étude basée sur le transfert d'un colorant.
PRH, PMH, hepatocytes primaires de rat (PRH) ou de souris (Pn/ftD.

Rubenstein et al.,1984
Toraason et al.,1992
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inactif sur les cellules SFIE même à forte concentratiou. La différe,nce avec les résultats

précédents peut s'e4pliquer par la procédure d'exposition utilisée par Tsutsui et al. (1993) :

les cellules SFIE ne sont exposées au clofibrate que pendant 2 oa 48 h (avec ou sans

fraction microsomale de foie de rat respectivement) avant d'être mises en culture en densité

clonale.

Lillehaug et al. (1986) ont étudié les effets de trois IIPPs (clofibrate, tiadenol et

niadénate) sur des cellules C3Hl}TtA,les trois produits se sont révélés non transfomants

quand ils étaient utilisés seuls (24 h d'exposition et 6 semaines de croissance des cellules).

Toutefois, le niadénate et le clofibrate présentent une actffité transformante après

application de 3 -méthylch olanthr'èn e ( 3 -M C ).

Il est intéressant de noter que les essais réalisés sur le système SFIE avec le

clofibrate et le DEHP par Mikalsen et al., ont été effectués à des conce,ntrations proches de

celles mezurées dans les milieux biologiques in vivo. En effet, la concentration plasmatique

de clofibrate chez I'homrne est cl'environ 50 pM quand il est utilisé à doses thérapeutiques.

La concentration en DEHP contenu dans les produits sanguins stockés dans des sacs

plastiques en chlorure de po\ruirryle est supérieure à 75 pM (Mikalsen et al.,l990a).

Les effets transformauts du clofibrate, du DEFIP et du MEHP ont été obtenus après

deux applications des composés sur les cellules ; aucune étude n'a eté réalisée avec les

cellules SFIE dans le but de mettre en évidence les interactions possibles des quatre FIPPs

avec un initiateur ou un promoteur.

Le potentiel transformant du MCP n'a pas été étudié.

Parmi les autres HPPs, certains comme le trichloroéthylène, le Wy-14,643 ou le

tiadénol induisent la transformation des cellules SFIE. D'autres, tels que les herbicides

organoclrlorés 2,4-D et 2,4,5-T ne sollt pas transformants sur ces cellules (tableau l5).

D. 2. Inhib ition des co mrnutti cation s intercellulaircs.

Le DEHP est le représentant des HPPs le plus étudié sur les GJIC (tableau 16). Les
résultats s'accordent à montrer urr effet inhibiteur du DEHP sur les communications
intercellulaires mezurées par des essais d'inhibition de la coopération métabolique ou par

des essais basés sur la microinjection de jaune de Lucifer. Le résultat négatif obtenu par

Konrbrust et al. (1984) peut s'expliquer par I'utilisation d'une concentration faible de
DEHP (300 rM) ; alors qu'Umeda et al. (1985) ont probablement utilisé une concentration
trop élevée (500 pM) et cytotoxique de DEHP.

Le MEHP induit une inhibition des GJIC entre les hépatocytes de souris lorsqu'il est
utilisé à l0 pM (Klaunig et al., 1988) et entre les hépatocytes de rat lorsqu'ils sont exposés
à 200 pM de MEHP (Leibold et al., 1994).
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Le MCP à très faible concentration (1,6 pM ; Trosko et al., 1982) n'inhibe pas la

coopération métabolique entre les cellules V79.

Les effets du clofibrate sur les GJIC rr'ont pas été évalués.

Le Wy- 14,643,Ie nafenopit,la 2,4-D et la 2,4,5-T inhibent les communications

intercellulaires.

E. Conclusion.

Les HPPs, lorsqu'ils sont admirristrés in vivo à des rongeurs induisent, à court

terme, des modifications en-rymatiques et molphologiques comme :
(i) I'augmentation du nombre et/ou du volume des peroxysomes dans les

hépatocytes, associée à une activation de certailtes en4/mes impliquées dans la B-orydation

perorysomale,
(ii) la proliferation cellulaire des hépatocytes.

Les FIPPs sont hépatocancérogàres à plus long terme mais ils ne semble,lrt pas agir

er provoquant des dommages directs à I'ADN. En effet, ces composés, de même que leurs

métabolites, ue sont pas électrophiles et préseutent des capacités génotoxiques faibles.

Les cellules initiées sont présentes à cause de dommages orydatifs spontanés et il est

évident que leur nombre augmente avec l'âge de I'organisme. L'exposition aux HPPs a pour

conséqueuce I'activation du PPAR qui est à I'origine de I'induction des enz5tmes de la IJ-

orydatiou peroxysomale et de la production de radicaux hydroryL Ces radicaux semble'lrt

présents en quantités insuffisantes pour induire à eux seuls le proceszus cancérogè'ne mais ils

peuvent provoquer une augmentation de la population initiée. La proliferation cellulaire

irrduite par les FIPPs peut ensuite permettre la croissance des cellules initiées en foyer de

transformation. A un stade plus tardif du développement néoplasique une inhibition de

I'apoptose peut aussi intervenir.

Ainsi, I'action des FIPPs se situe à plusieurs niveaux du processus de cancérogénèse,

I'absence de réactivité directe de ces composés ou de leurs métabolites avec I'ADN de

même que la multiplicité de leurs cibles cellulaires teudent à classer les HPPs comme des

cancérogènes non- génotoxiques.
Ces données expliquent le choix des-HPPs pour l'étude des critères de la

cancérogénèse in vitro, à savoir la transformation morphologique et finhibition des

commurications intercellulaires.
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L Produits chimiques utilisés.

benzo(a)pyrè,ne : BaP, Czotlrz
masse moléculaire ;252,3 g/mol

n'CAS : 50-32-8.

12- O -tetr rdécanoyl-phorb ol- 1 3 - ac étate : TPA, CbHseOe
masse moléculaire : 616,8 g/mol

no CAS :1656I-29-8.

clofilbrate : C rzHrsorCl
masse moléculaire : 242,7 g/mol
no CAS :637-07-0.

méthyl clofe,napate : MCP, CrzHrzOrCl
masse moléculaire :304,77 lmol
n'CAS :21340-68-I.

di(2-éthylheryl)phtalate : DEHP, Cz+[IreO+
masse moléculaire : 390,56 glmol
no CAS : ll7-82-7.

mono(2- éthylheryl)phtalate : MEHP, C rùlzz0 +
masse moléculaire :278,35 g/mol
n" CAS :4376-20-9.

II. Milieux de culture.

Deux milieux de culture dont la coryosition est décrite e,n annexe IV ont été

utilisés.
- le milieu DMEM (fhrlbecco's modified Eagle's medium) auquel sont ajoutés 3,7 ou 2,2 Ell
de NaHCO3 pour atteindre un pH de 7,35 ou de 7,0 reqpectiveme,lrt (GIBCO-BRL, France),
- le milieu DMEMM (milieu DMEM modifié) qui diftre du précédent par I'utilisation d'une

concentration e,n rouge de phénol rle 5 mgll au lieu de 15 mg/ml (HyClone, USA) et auquel

0,75 gllde NaHCOs sont ajoutés pour obtenir un pH de 6,7.

Ces deux milieux de base sont commercialisés sous forme lyophilisée, il sont donc

remis e,n solution et stérilisés par double filtration sr 0,2 pm au fur et à mesure des besoins.

lO à 15% de sénrm de veau foetal (SVF) et lo/o d'une solution d'antibiotiques à 50000

Fdnl de streptomycine et 50000 ru/ml rle penicilline sont ajoutés avant utilisation. Le

milieu liquirle est additionné de 2o/o de Lglutamine à 200 mIVI si le milieu reconstitué a plus

de trois semaines.



42

Remarques

t Les milieux DMEM de pH 7,35 et 7,0 et le milisu DMEMM de pH 6,7 ont été

utilisés au cours des essais de transformation morphologique des cellules SIIE. Le milieu

DMEM à pH 7,0 a été utilisé pour la culture des cellules SFIE et Y79 au cours de toutes

les expériences relatives aux communications intercellulaires. Pour sirylifier les

commentaires, nous parlerons de'lnilieu complet" pour le milieu DMEM de pH'7,0 auec

SVF et l%o d'antibiotiques sachaut que la quantité de sérum ajoutée est toujours de l5%

pour les cellules SFIE et l0% pour les cellules V79.

t L'incubation des cellules dans urre atmosphère humidifiée à 37"C se fait toujours

avec l0To de COz pour les cellules SHE et avec 5o/o de COz pour les cellules V79.

o Les cellules SFIE ont été obtenues à partir d'embryons et pre'parées au

laboratoire. Les cellules V79, résistantes et sensibles à la 6-thioguanine nous ont été

données par le Dr. Z. Elias cle I'INRS de Nancy.

i Tous les produits chimiques cités ont été dissous dans le diméthyl sulforyde
(DMSO), les solutions ont été conservées à -20"C et diluées avec le milieu juste avant

traitement des celhrles.

a Pour les expériences relatives à la phosphorylation et à la localisation des

connexines, seules les cellules V79 sensibles à la 6-TG ont été utilisées (des expériences

prélimirraires ont montré que les V79 sensibles et résistantes répondaient de manière

ideiltique).

I Les deux types cellulaires (V79 et SHE) sont conservés dans l'azote liquide, une

étape de "décongélation - mise en culture - croissance" précède toute utilisation des

cellules.

III. Essai de transformation morphologique sur cellules Sm.

A. Principe ge,néral de I'essai.

Ce protocole, originalement décrit par Berwald et Sachs (1963, 1965) et modifié par

Pienta et al- (1977) permet d'évaluer le potentiel transformant d'une substance sur des

cellules primaires diploïdes.
L'essai est basé sur la formatiorr de colonies qui présentent un phenotype transformé, ces

colonies sont obtenues après 7 jours de culture de cellules SHE cibles e,lrseme,ncées en

densité clonale. Les cellules cibles sont cultivées sur une couche nounicière de cellules SIIE

irradiées à 5000 rads qui ne se divisent plus mais favorisent la croissance des cellules cibles.

La substance testée est mise en solution dans le milieu de culture et laissé au contact des

cellules pendant les 7 jours de I'essai.
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B. Pre,paration des celtules.

Des hamsters femelles, âgées d'e,nviron 3 mois sont accouplées pendant une nuit en

période d'oestrus, avec des mâles de 3 à 4 mois. Le premier jour de gestation correqpond au
jour où les femelles sont separées des mâles. Pour garantir la prése'lrce d'une femelle

fecondée, 2 ou3 femelles sont accouplées.

Après LZ à 13 jours de gestation, une des femelles gravides est sacrifiée après

anesthésie à l'éther et les embryons prélevés stérilement. Les embryons sont alors rincés 2

fois au taryon phoqphate (PBS) et les organes différenciés à ce stade comme les yeui, le

coeur et les viscères sont retirés.

Au cours des étapes zuivantes, les embryons sont preparés individuelleme,lrt ou par

lots de 2. Ils sont découpés fineme,nt et subisse,nt trois digestions zuccessives elr Erlenmeyer

par la dispase : 10 ml de dispase ù 1,2 unttélmL La digestion est réalisée sous agitation

magnétique pendant l0 min à37'C.

Le sumageant de cette lh digestion est éliminé, la fraction tissulaire est reprise et

sotrmise à 2 autres digestions par 25 ml de dispase àL l,Zvnitélmlpendant 15 min à37"C.

Les surnageants de 2d' et 3h" digestions sont récupérés après filtration sur gaze

stérile afin d'éliminer les petits fragments et agglomérats cellulaires. L'action de la dispase

est stoppée par ajout de milieu corylet de pH 7,0 conte,nant 15% de SVF.

Les sumageants sont centrifugés pendant 10 min à f000 torudmin. Les cellules

contenues dans les culots .snl lsmises en suqpension dans du milieu corylet de pH 7,0. Les

cellules viables sont dénombrées en prése,nce de bleu trypaq e,lrseme,noées à raison de 4.106

cellules par boîte de 10 cm de diamètre (Conring) et mises à incuber. Le milieu est

renouvelé après 24 h.

Après 48 h d'incubation, les cellules (à 80-90% de confluence) sont détachées par

tr5psinisation (trypsine O,25yo dans du PBS) et congelées dans du milieu de pH 7,0 à 4"C

contelrant l0o/o de SVF et l0o/o de DMSO. La congélation se fait par paliers successifs :
yzh à 4"C,3 h à -20"C, 1 nuit à -80'C et e,nzuite dans l'azote liquide.

Chaque lot de cellules provenant d'un ou.de deux embryons est e,nsuite testé pour

évaluer l'efficacité de clonage (EC) et la transformation morphologique (T0 induite par

I pg'ml BaP (4 pM). Le lot de cellules donnant la meilleure réponse, pour les deux critères

cités, sera retenu porx servir de stock de cellules oibles au cours des essais de

transformation. Les cellules des lots non utilisés seront remises elr oulture pour servir de

celtules nourricières après irradiation à 5000 rads et stookage dans l'azote liquide.
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C. Protocole d'initiation/promotion.

o Principe.
Le protocole d'initiation/promotion a été proposé par Chouroulinkov et Lasre

(1978) pour augmenter les performances de I'essai. Ce protocole permet de mettre

simultanément en éviderrce le potentiel transfonnant d'une substance et son caractère

initiateur etlou promoteur de tumeur.

o Protocole.
60.000 cellules nourricières sont mises ert culture à J-l dans 2 ml de milieu complet

(pH 7,35 ou 7,0) dans des boîtes de 6 cm de diamètre (Corning).

A JO, 100 à 300 cellules cibles sont ajoutées dans 2 rnl de milieu corylet.
Trois types de traitements sont réalisés selon Ie protocole shématisé dans la figure l0 :

Effet transformant compleL

- pour une application ( lX), le HPP testé est ajouté à Jl dans 4 ml de milieu

complet, le milieu reste inchangé pendarrt les 7 jours de I'essai,

- pour deux applications (2X), le premier traitement à Jl est réalisé comm. i, e

précédernment, à J5 le rnilieu est retiré et remplacé par 4 ml de milieu complet neuf
contenant la même concentratiotr du HPP testé,

- pour trois applicatiorrs (3X), le premier traiteme,nt es réalisé à Jl, le milieu

est ensuite retiré et remplacé à J3 et J5 par du milieu complet neuf conte,nant la même

coucentration du HPP testé.

Effet promoteur (P).

A Jl, les cellules sont exposées à un initiateur connu : le BaP à la

couceutration non transformante de 0, I pg/ml (0,4 pM). Après 24h de traitement, le milieu

est retir'é et rerylacé par du milieu neuf contenant le FIPP testé à la conce,lrtration voulue,
uu second traitement par le FIPP est réalisé à J5 par renouvellement du milieu.

Effet initiateur (I).

Le HPP testé est ajouté à J l et laissé au contact des cellules pendant 24 h. A

J2 et J5 ls milieu est retiré et remplacé par du milieu complet neuf contenant 0,1 pgiml
(0,16 pM) de TPA.

Dans tous les cas, à J8, les boîtes sont vidées et les cellules rincées au PBS, fixées à
l'étlranol absolu et colorées au Giemsa (10% dans de I'eau distillée).



- { }5 .

&= '
a

Figure I l. Colonies normales de cellules SIIE cultivées dans du milieu de pH 7,35 (a),
7,0 (b) ou 6,7 (c) ; et colonie transformée par le BaP I pelml (4 pM) dans du milieu de
pH 7,0 (d).



l0 boîtes sont réalisées pour chaque conceutration de HPP testé et chaque tlpe de

traitement. Le BaP à I pg/ml (4 pM) est utilisé coûrme témoin positif : les cellules sont
exposées de Jl à J8 sans changement de rnilieu. A chaque type de traiteme,nt correspond un
contrôle négatif dans lequel le HPP est remplacé par une quantité de DMSO équivalente
(0,2yo au maximum). Chaque série d'essai est réalisée au moins deux fois.

L'efficacité de clonage et la fréqueuce de transformation morphologique sont
évaluées par observation des colorries à la loupe binoculaire (Olympus) (figure I l).

D. pH acide.

o Principe
L'utilisation de milieu acide (pH 6,7) a été préconisée par LeBoeuf et al. (1986,

l9S7) pour augmenter la sensibilité de I'essai avec seulement une application de la

substance. La procédure utilisée sirnplifie donc I'expérimentation (procédure lX de la figure
t0).

o Protocole
Les diftrences par rappoft au protocole précédent concerne,nt:

- I'utilisatiol ds milieu acide (pH 6,7),
- le uombre de cellules nourricières (40.000) eusemencées dans les boîtes à J-1,
- le nombre de cellules cibles (75 à 150) ensemencées à J0,
- les traitements sont réalisés seulernent à J I sans renouvellemeut de milieu pe'ndant les 7
jours de I'essai.

E. Expression des résultats.

A I'inverse des cellules constituant les colonies normales qui croissent de manière
ordounée et respectant I'irrhibition de contact, les cellules constituant des colonies

transformées ont tendance à s'enchevêtrer et à croître anarchiquement. De plus,

I'architecture cellulaire étant modifiée, les cellules transformées présentent une
augmentation du ratio noyau/cytoplasme (figure I ld).

L'efficacité de clonage est défirrie comme le nombre de colonies forméeVle nombre de
cellules cibles ensemsncées x 100. Ce pourcentage permet d'évaluer la toxicité de la
substance étudiée.

La fréqueuce de transformation morphologique est le nombre de colonies transforméeVle
nombre total de colonies comptées x 100.

L'analyse statistique est réalisée par le test du 212.



V79 DE TYPE SAWAGE
(HGPRT*)

Figure 12. Illustation du mécanisme de la coopération métabolique entre cellules de la lignée Y79
(d'après Trosko et al.,1982).
Les jonctions "gap" sont opératiormelles, le métabolite toxique de la 6-TG passe dans les celhrles
HGPRT qui ne pourront pas se ilévelopper (A).
Les GJIC sont inhibées, la 6-thioguanosine monophosphate ne peut pas passer dans les cellules
HGPRTlesquelles pourront former des colonies après 8 jours (B).



IV. Étud"s des comnqnicatiôns intercçllrtlaires'

o Principe.
L'essai d'inhibition de la eoqpération metabolique (CM) des cellules.de hamster

chinois v79 (Yotti et al., lgTg) est basé sur la survie dç cellules mutantes, déficie'lrtes e'n

hlpoxanthine-guanine phosphoribosyle transËrase (HGPR[) e'nseme'ncées e'n densité

cionale en prése,nc. d'.-" quantité inçortante de cellules de tlpe sarryage HGPRr'

L'enz5rme-IGPRT catalyse la conversion de I'hypoxanthine et de la guanine en

nucléoside., S'.moiôphoqphatc colres-pondanJ, Elle peut aussi 
latalYser 

la

phoqphoribosylation tle plosi"ors analogues de purines tels que la $-thioguanine (6-TG)' la

8-azaguanine et la 6-mercaptôpuriqe. Le métabolite produit 
"O_{1Ï 

-torporé à I'ADN et

provoque Ir mort cellulaire (figure l2). Les cellules HGPRT- ne pewent pas

pno*pioritosyler les purines et sont donc résistantes à la toxicité des analogues de purines

cités plus haut.

Quantl des cellules de mammifères sont cultivées à gne tlensité permettant le contact
\ ! t l4 l lu f lgs vguurvJ uv r ' ro. . ' r" ' -Y^ .--- j . i

entre les cellules, des jonctions ile tlpe "gap" se forme'lrt' Quand des cellules HGPRT-'ijêt
;{gnug les cglllugs, ugs Juu|,uuu! rrv !Jl'v 6sy ,;!.

HGPRf sont gn contact dans du milieu cont€nant un analogue de purine' le métabolSe
j

H(iPKr SOnt e'Ir ootrfAlit u.llrs uu rrrlrEu vvrLvrse - -- f

io*iqrr" formé dans les cellules HGpRf (sensibles à la 6-TG ; 6-TGs) passe dans les
-ll ^ - tt.^^:

HGPRT (résistantes à la 6-TG ; 6-TGr) lorsque les jonæions sont fonctionnelles' ceci

induit une toxicité et la tlisparition des cellules résistantes' En prése'nce d'une substanoe

inhibitrice des GJIC, ce transfert n'a' pas lieu et les cellules 6-TGr se développe'lrt

normalement.

un efFet inhibiteur de la coopération métabolique e,lrtre oellules se traduira donc par

la croissance des cellules HGPRT avec formation de nOmbreuses oolonies après une

semaine de culture. L'absence d'effet inhibiteur aura au contraire pour conséque'Îrce la mort

de la plupart des cellules 6-TGr (HGPRT) et la formation de seuleme'nt quelques colonies

isolées.

. L,essai consiste donc à côcultiver une forte densité de cellules V79 HGPRf (6-

TGs) avec un petit nombre ite v79 mutantes IIGPRT (6-TG1) e'n prése'nce à la fois de 6-

ril;À. ètt d., produit testé. Après 8 jours de culture, le corytage des colonies de

cellules 6-TGr ayatrt s:urvécu permet d'évaluqt le taux de récupération des cellules

résistantes initialement ensenr,npées et donc I'inhibition ile la CM induite par les diffirentes

doses de proiluit testé.

r itotocole
A J0, les oellules sont mises en oultures dâns 4 ml de mitreu ooqrlet dans des boîtes

de 6 cm de diamètre àraison de :
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Figure 13. Structure moléqrlaire du jaune de Lucifer (sel de dilithiunL PM: 457,24 g/moD.

Figure 14. Tapis de cellules SHE (A) et V79 (B) rron-traitées après injection de jaune de Lucifer.
Cellules SHE exposées au TPA 0,l pg/ml (0,l5 pM) penclant I h (C).
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. 700.000 cellules V79 6-TGs (HGPRI*) et 100 cellules V79 6-TCn (HGPRF) dans les

boîtes de la série A pour l'étude de l?inhibition de la coopération métabolique,
. 100 cellules V79 6-TGr dans les boîtes de la série B servant à évaluer la cytotoxicité

du produit testé sur les cellules résistantes.

Après 4 heures d'incubation correspondant au temps nécessaire à la fixation des

cellules, les cellules sont traitées par ajout de 4 ml de milieu contenant le produit à tester et

la 6-TG (5 f,dml en concentration finale dans le milieu).

Les cultures sont alors mises à irrcuber dans une atmoqphère humide àt 37"C et 5%o

de COz jusqu'à J3 où le rnilieu est retiré et remplacé par du milieu ne contenant que la 6-TG

à 5 pglml.

A J8, les boîtes sont vidées, rirrcées au PBS, les cellules sont fixées au méthanol

absolu et colorées au Giemsa ( l0%).

A chaque dose de produit testé correspondent dix boîtes de la série A et dix boîtes

de la série B, le TPA à I ng/ml ( 1,6 nM) est utilisé comme témoin positif ; la conce,ntration

maximale de DMSO utilisée est de 0,l5%o.

Le taux de récupération des cellules résistautes est défini coûlme le rapirort du

nombre de colonies comptées dans les boîtes de la série A"iau nombre de colonies dans les

boîtes de la série B avant subi le même traitement x 100.

o Analyse statistique.
La siqrificativité des résultats des essais d'inhibition de la CM a été calculée à partir

du uombre de colonies comptées dans z boîtes par une analyse de variance (Anova).

B. Par transfert de jauue de Lucifer.

r Priucipe.
Cette méthode simple et rapide de l'évaluation du carastère fonctionnel des

communications intercellulaires est basée sur I'injection d'un colorant fluoresce,lrt dont la

molécule est zuffisamment petite pour traverser les jonctions "gap" des cellules : le jaune de

Lucifer (figure 13 ; Stewart, 1978). Les cellules sont cultivées en tapis et I'injection de

colorant à lieu lorsque ce tapis a atteirrt environ 75-50% de conflue,nce. Le nombre de

cellules couplées à la cellule injectée dans les cultures traitées permet de mettre en évide,nce,

paf comparaison avec le contrôle correspondart, ule action sur les GIIC.

o lTotocole.

Les conditions de l'essai sont identiques pour les cellules SFIE et V79.
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Figure 15. Séquence protéique de la Cx43 chez le rat et acides aminés homologues chez la souris
et I'homme. En gras, l'épitope reconnu par I'anticorps dirigé contre la Cx43 utilisé au cours de
llotre étude.
La molécule comporte 4 régions transmembranaires (Ml-M4), deux boucles extracellulaires (El
et E2) contenant des résidus cystéine caractéristiques et trois portions cytoplasmiques : les
domaines animo (NT) et carboxy (CT) termirraux et la boucle cytoplasmique ce,ntrale (CL).
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Les cellules sont mises en culture dans 2 ml de milieu complet dans des
boîtes de 3 cm de diamètre (Corning). Le nombre de cellules ensemencées peut être modulé

en fonction de la vitesse de division des cellules qui peut varier d'un lot à I'autre. Au cours

de cette éfude, nous avons ensemencé :
- 125.000 cellules/ml pour réaliser la microinjection environ 48 h plus tard,
- 50.000 cellules/ml pour réaliser la microinjection environ 72 h plus tard.

Les cultures sont laissées à incuber à37'C dans une atmosphère à 10 ou 5%

de COz, selon le type cellulaire utilisé, jusqu'au moment du traitement. Le milieu complet
est alors remplacé par le même milieu sans antibiotique contenant soit le produit testé à la
concentration voulue, soit le TPA comme témoin positif (0,15 pM ; 0,1 pglml), soit le
DMSO cornme témoin solvant (O,zyo au mæ<imum).

Après un temps d'exposition qui peut varier de 5 min à 4 h pour les essais
courts et de 24 à 48 h pour les traitements prolongés, le jaune de Lucifer (à l0% dans LiCl
0,33 M) est injecté dans environ 15 cellules par boîte sous un microscope à inversion (IMT-
2, Olympus) à l'aide d'un capillaire finement étiré (étireuse verticale, Narishige). Le milieu
d'incubation n'est pas changé avant les injections. Après que les injections aient été
réalisées, les cultures sont placée à l'étuve pendant 5 mfuL puis sont rincées au PBS et fixées
au PBS contenant ZYo de formaldéhyde. Une fois la fixation réalisée, le comptage des
cellules fluorescentes couplées à chaque cellule injectée est réalisé au microscope (figure

14).

o Analyse statistique.

L'analyse statistique a été effectuée par une analyse de variance (Anova).
La significativité est évaluée en comparant les résultats obtenus dans les boîtes

traitées avec ceux obtenus dans le contrôle-DMSO correspondant. Les comparaisons
concernent le "nombre de cellules couplées à une cellule injectée" (moyenne + SEM pour n
injections) même si les résultats sont parfois présentés en "pourcentages du contrôIe".

V. Études des connexines.

Nous avons étudié à la fois la phosphorylation et la localisation de la connexine 43
dans les deux types cellulaires. Dans tous les cas, nous avons utilisé des anticorps primaires
polyclonaux obtenus par immunisation de lapins et dirigés contre les 19 derniers acides
aminés de I'extrémité carboryterminale de la connexine 43 de rat (figure l5). Ces anticorps
nous ont été fournis par le Dr. E. Rivedal @epa{ment for Environmental and Occupational
Cancer à Oslo).
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"Western blot".

r Principe.
Cette technique permet de visualiser la connexine 43. Après migration des protéines

extraites d'une culture cellulaire sur un gel de polyacrylamide et transfert sur une membrane

de nitrocellulose, une double hybridation est réalisée gràce à des anticorps dirigés contre la

protéine cible, puis des anticorps dirigés contre les anticorps précédents. Les anticorps

secondaires sont marqués par une enryme et la révélation se fait par ajout de son substrat

dont le produit est coloré.

o Protocole.
Le protocole utilisé est identique pour les cellules SFIE et V79, les compositions des

tampons et des gels se trouvent dans I'annexe V.

Les cellules sont mises en culture dans des petites boîtes (3 cm de diamètre) et

traitées de manière à être confluentes à7s-S}yo au moment de l'échantillonnage. Toutes les

étapes décrites ensuite sont réalisées à température ambiante. Les cellules sont détachées et

mises en suspension dans 200 pl de tampon d'échantillonnage.

Chaque échantillon est placé dans un cône diluteur et soniqué de manière à casser

I'ADN qui perturberait le pipettage et le dépôt sur le gel. Avant dépôt, une aliquote de 10

pl de chaque échantillon est prélevé, les protéines sont précipitées dans I'acétone,

centrifugées et resolubilisées dans NaOH lM. Le dosage des protéines est réalisé grâce au

kit-protein Bio-Rad.

g pg (5 pl) de protéines sont déposés dans les puits du gel de concentration

(utilisation du matériel Bio-Rad : Mini-Protean tr). 2,5 pl d'étalon de poids moléculaires

@io-Rad, prostained SDS-PAGE) sont également déposés dans un puits. La migration à

travers le gel de concentration et le gel de séparation dure environ 45 min à 200 volts (la

migration est arrêtée quand le front est à 2 mm du bord inferieur du gel)'

Le transfert sur membrane de nitrocellulose (Sctrleicher & Schuell) a lieu dans le

Mini Trans-Blot Module Bio-Rad adapté à la cuve Mini-Protearq pendant I h à 100 volts'

Une fois le transfert terminé, les membranes sont laissées pendant I h dans la

solution bloquante (5%lait écrémé déshydraté $ens du PBS) pour éviter les interactions

non-spécifiques entre protéines et anticorps primaires'

L'hybridation avec les anticorps primaires est réalisée en enfermant les membranes

dans des petits sacs plastiques de manière à limiter le volume d'anticorps utilisé. Les

anticorps primaires sont dilués au l/1500 dans la solution d'hybridation (l% lait écrémé



A.

P2

Figure 16. Westem blot de la connexine 43 obtenu à partir de celhrles SHE (A) etY79
(B).
La colonne de gauche correspond à l'étalon de poids moléculaireg les autres colonnes
aux protéines extraites de cultures non-traitées.
Les cellules SIIE prése,ntent un profil de trois bandes principales : les bandes NP (non-
phosphorylée), Pl etP2.
La connexine 43 des cellules V79 migre sous forme de quatres bandes principales : les
bandes NP, P', Pl et P2.
L'utilisation d'une nomenclature identique (Sâez et al., 1993) pour mommer les
protéines phosphorylées ne signifie pas que les groupements phosphates sont
identiques dans les deux tlpes cellulaires.

P1
P'

NP
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déshydraté dans du PBS). Les membranes sont laissées au contact des anticorps primaires

pendant I h sous agitation douce.

Après trois lavages de l0 min dans du PBS contenant lYo de Tween 40/80'

l'hybridation avec les anticorps secondaires est réalisée suivant le même procédé : les

anticorps, dirigés contre les anticorps de lapins, sont dilués au l/1000 dans la solution

d'hybridation.

Les membranes sont à nouveau rincées trois fois dans du PBS contenant l%o Tween

40/g0 et la révélation est réalisée en les mettant au contact de la solution de révélation

(chloronaphtol + HzOz, substrats de la "horse radish perorydase" à laquelle I'anticorps

secondaire est lié de manière covalente). Quelques minutes d'attente sont nécessaires à

I'apparition d,une coloration violette. Les membranes sont ensuite rincées à l'eau et

séchées.

Lorsque ce type d'expérience est réalisé avec les cellules SFIE, on observe dans les

témoins non-traités 3 bandes majeures (figure 16A) conespondant aux diftrentes formes

phosphorylées de la connexine 43. Avec les cellules V79,4 bandes sont obtenues (figure

r6B).

B. Localisation de la comexine 43 par inrmunofluorescence.

o Principe.
Cette technique permet de localiser la connexine 43 dans des cellules vivantes

cultivées en tapis, en utilisant des anticorps spécifiquement dirigés contre cette protéine'

e Protocole.
Les cellules V79 ou SrIE sont mises en culture et traitées de manière à atteindre 75-

g0% de confluence au début du marquage. Toutes les étapes décrites ensuite sont réalisées

à température ambiante.

Après rinçage au pBS, les cellules sont fixées et perméabilisées à -20'C pendantYzh

dans du méthanol absolu. Les cultures sont lavées dans du PBS et les éventuels sites de

liaison non-spécifiques sont bloqués en laissant les cellules au contact de PBS contenant 10

mdml de sérum albumine bovine (SAB) pendant I h'

Le PBS contenant 10 mg/ml SAB est reliré et remplacé par du PBS contenant l0

mgiml SAB et les anticorps primaires dirigés contre la Cx43, dilués au l/500'

Une heure plus tard, les cellules sont rincées trois fois au PBS et la seconde

hybridation est réalisée pendant th à I'aide des anticorps secondùes dilués au l/1000 dans

du pBS contenant l0 mg/ml SAB. Ces anticorps secondaires sont biotinylés et dirigés

contre les anticorps de laPin.



Figure 17. Signal fluoresce,nt produit par la connexine 43 dans des celltrles SIIE (A) etv79 (B) non

traitées.
Les triangles indiquent des plaques jonctionnelles la bordure des cellules. Les flèches montre'nt les

taches intracellulaires présentes^dans les cellules SÉIE. La bane représente e,lrviron 10 pM.
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Après trois rinçages au PBS, la streptavidine, qui a une très forte affinité pour la

biotine est ajoutée (diluée au l/1000 dans du PBS contenant 10 mg/ml SAB) et laissée au

contact des cellules pendant I h.

Après 5 ou 6 nouvearD( lavages au PBS, les cellules sont "plastifiées" entre une

lamelle de verre et la surface de la boîte par ajout de 20 pl de Mowiol (poly vinyle alcool,

Aldrich).

La streptavidine utilisée est marquée par de la fluorescéine isothiocyanide (FITC),

fluorescente sous [JV. Les cellules sont donc observées grâce à un microscope à
épifluorescence (figure l7).



RTSULTATS ET

DISCUSSIONS
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OBJECTIF GENEML DE L'ETADE

Dans ce travail, quatre substunces appartenant à la calégorte des HPPs ont été

étudiées in vitro comme modèles de cancérogènes agissant par des mécanismes

epigénétiques.
Leurs effets sur la transformation morphologique des cellules SHE et les

communications intercellulaires ont été évalués dans le but de tester les capacités de ces

deux crttères à prédire un potentiel cancérogène, et à iilentiJier des cancérogènes non

mutagènes.

Parmi les dértves séIectionnés, le DEHP et le clofibrate avaient déjà fait l'obja

d'études in vitro et s'thaient revélés transformants dans certaines conditions. L'étude a

été étendue à deux autres substances moins bien connues :
- le MEH\ métabolite actif du DEHP,
- le MCP, analogue structural du clofibrate, mais nettement plus actif in vivo

comme hépatocancérogène et totalement dénué de génoturtcité in vitro.

Les elfas des HPPs sur les communications intqcellulaires étant mal connus,

nous avons éfirdié tout particulièrement l'action des quatre substances chohies sur :
- le caractèrefonctionnel des GJIC,
- la phosphorylation et la localisation de la connæine 43.

Deux modèles cellulaires ont eté utilisés. La transformation cellulaire a été

étudiée à l'aide des cellules SHE, les communications intercellulaires sur les cellules

SHE et les cellules de la lignée V79.

Ces objectifs nous ont amenés à procéder par étapes, qui ont consisté à :

1. comparer in vitro le MCP et le clofibrate, et déterminer si leurs effets sur la

transformation morphologique et les communications intercellulaires reflétaient leur activité

et leur degré de toxicité in vivo,

2. élarg l'étude de la transformation cellulaire au( quatre HPPs, tout en étudiant les

conditions expérimentales qui favorisent I'expression du phénotype transformé,

3. étudier l'action des quatre HPPs sur les communications intercellulaires, en particuliet via

lesjonctions "gap".
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L Transformation morphologique et inhibition des communications intercellulaires

des cellules SHT'. par le clofibrate et le MCP (annexe I, publication 1).

Cruciani V., Rast C., Durand M.-J., Nguyen-Ba G. et Vasseur P., 1997. Comparative

effects of clofibrate and methyl clofenapate on morphological transformation and

intercellular communication of Syrian hamster embryo cells. Carcinogenesis 18,701'706.

A.Introduction

Le clofibrate et le MCP sont deux analogues structuraux, hypolipémiants,

inducteurs de la proffiration perocysomale (Reddy, 1974) et hépatocancérogènes in vivo

(Reddy et al., 1982). Le MCP a des eflets plus puissants que Ie clofibrate. Au plan de Ia

cancérogénèse notamment, Red{ et al. (1982) ont montré qu'une même incidence

tumorale était obtemte pmff des doses cinq fois plus faibles de MCP que de clofibrate :

100% de tumeurs hépatiques étaient relevés après 75 semaines d'une administration

quotidienne de 1000 ppm de MCP à des rats F344, contre 5000 ppm de clofibrate pour

une incidence tumorale de 90%.

Nous avons étudié et comparé le potentiel transformant de ces detn HPPs wr les

cellules SHE et leurs effets sur les commtmications intercellulaires.
Cette étude permettait simultanément d'évaluer le pouvoir prédictif de ces deax

critères pour la détection in vitro des cqncérogènes. II était intéressant de voir si Ia toxicité

plus élevée du MCP in vivo, était reflIétée par I'induction de Ia transformation

morphotogique et I'inhibition des communications intercellulaires via les ionctions "gqp"

(GJrC).

Les essais de transformation morphologique ont été réalisés dons du milieu DMhI

de pH 7,0 contenant 15% de sérum de veau foetal. Trois modolités ont été utilisées

parallèlement:
- les cellules ont été exposées à chacune des substances étudiées en solution dans Ie

milieu d'essai pendant 7 jours. Les essais ont été réalisés sans changement du milieu ou

m)ec renotuellement du milieu une et deuxfais pendant I'exposition,
- Ies substances étudiées ont été appliquées en traitement séquentiel, suivant le

protocole d'initiation/promotion préconisé par Chouroulinlav et Lame (1978) :

. soit pendont la phase d'initiation (24h) précédant une exposition au TPA,

. soit pendont la phase de promotign Eti suit un traitement par Ie BaP.

Les GJIC ont été étudiées por mi*oinjection de jaune de Lucifer dons des cellules

en tapis confluent et par le suivi de son transfert aw cellules voisines (Rivednl et al.,

Iess).
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B. Résultats.

B.l. Transformation morphologique des cellules S[IE.

Le clofibrate et le MCP ont été testés à 50, 100 et 150 pM au cours de trois

expériences indépendantes (tableau I 7).

Les deux substances, testées seules selon le protocole standard, induisent la

transformation morphologique des cellules SFIE de manières comparables :
- les résultats positifs obtenus avec le clofibrate sont significatifs sans relation dose-

effet à 100 pM avec renouvellement du milieu,
- le MCP augmente la fréquence de transformation dès 50 pl\{, avec renouvellement

du milieu à J3 et J5 ; néanmoins les résultats ne deviennent significatifs qu'à partir de 100
pM.

D'une manière générale, la fréquence de transformation est d'autant plus nette et les
résultats plus significatifs que le milieu contenant le HPP testé est renouvelé une ou deux
fois au cours de l'essai. Cette exposition des cellules en conditions semi-statiques maintient
la concentration du composé testé proche du niveau initial.

Lorsque les essais sont réalisés selon le protocole initiation/promotion, le

clofibrate et le MCP donnent des résultats diftrents. Des effets d'interaction avec le BaP et
le TPA ont été observés avec le MCP à toutes les concentrations testées, mais non avec le

clofibrate.
Le MCP potentialise les effets transformants du BaP et du TPA :

- la fréquence de transformation morphologique (Tf) des cellules initiées par le BaP
est de l,OYo et atteint 3,4Yo avec 150 pM de MCP appliqué pendant la phase de promotion.

- la fréquence de Tf est de l,7Yo dans le contrôle TPA et passe à 3,2yo lors de
I'exposition des cellules à 50 pM de MCP pendant la phase d'initiation.

8.2. Communications intercellulaires

Les cellules SIIE ont été exposées au clofibrate et au MCP jusqu'à200 pM pendant

des périodes de 5 min à 24 h (frgare l8A). Les concentrations étudiées sont plus élevées
que celles testées dans les essais de transformation morphologique, les essais de
microinjection étant réalisés sur des cellules en tapis, moins sensibles à la cytotoxicité que

des cellules en densité clonale.

Le clofibrate n'a pas d'effet sur le transfert de jaune de Lucifer jusqu'à la

concentration de 150 pM. Par contre, à partir 175 plv[ il induit une forte inhibition des

GJIC dès les 5 premières minutes d'exposition ; cette intribition est suivie d'un retour au
niveau du contrôle à partir de 15 min. Lorsque la concentration de clofibrate augmente (200

pM), la durée de l'inhibition observée est plus longue, mais ne dépasse pas 2 h.
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Le MCP inhibe les GIIC dès 50 pM : l'effet d'inhibition persiste pendant I h et

diminue ensuite avec un retour au niveau du contrôle après 4 h de traitement (figure l8B).

Avec des concentrations de MCP plus élevées (100 et 200 pM), l'inhibition est encore

significative bien que faible après24 h d'exposition.

L'exposition a été prolongée à 48 et 72h, dans des essais complémentaires : aucune

inhibition significative des GJIC n'a alors été observée avec le clofibrate (175 à1250 pM) ou

le MCP (s0 à 200 pM).

C. Discussion.

La capacité du clofibrate à induire la transformation morphologique des cellules

SHE lorsqu'il est utilisé seul est qualitativement en accord avec les résultats publiés par

Mikalsen et al. (19904b). Ces auteurs obtiennent une augmentation significative du taux de

Tf des cellules après deux applications de clofibrate dès 50 pM alors que, dans notre cas,

I'induction de la transformation n'est significative dans les mêmes conditions qu'à 100 pM.

Nous n'avons pas observé d'interaction entre le BaP et le clofibrate. Mochizuki el

al. (1982) ont cependant mis en évidence in vivo I'actiité promotrice de ce HPP qui

augmente I'incidence des tumeurs induites par la diéthylnitrosamine sur des rats F344.

L'absence de corrélation entre ces résultats et les nôtres pourrait être liée au fait que les

HPPs n'interagissent pas avec tous les initiateurs, mais ont une activité promotrice

"initiateur-dépendante". En effet, Cattley et al. (199$ ont mis en évidence que le Wy-

14,643 et le clofibrate ne sont pas promoteurs in vivo sur le foie de rat préalablement initié

par le 2-acê:Eyl-aminofluorène, mais qu'ils sont actifs après action de la diéthylnitrosamine.

Les résultats obtenus au cours de cette étude n'ont pas mis en évidence d'interaction

entre le clofibrate et le TPA. Pourtant, une potentialisation des effets du TPA par le

clofibrate avut été observée au cours d'une précédente étude (Dhalluin et al., 1996 ; annexe

l, publication 6) : la fréquence de transformation induite par le TPA à la concentration de

0,16 pM avait été augmentée par un traitement préalable des cellules par 25,100 et 200 pM

de clofibrate. Les conditions expérimentales étaient quasiment identiques si l'on excepte le

milieu d'essai utilisé alors à pH7,35 au lieu de 7,0 et les lots de sérurn et de cellules : une

influence du pH sur la biodisponibilité et sur les effets du clofibrate pourrait expliquer les

résultats différents entre les séries d'essais.

Le MCP est capable de potentialiser les e$ets du BaP et du TPA. La synergie entre

MCP et BaP pourrait s'expliquer par l'activité mitogène du HPP démontrée in vivo (Styles

et al., 1988 ; Barrass et al., 1993 ; Styles, 1993). Néanmoins, aucune augmentation de

I'efficacité de clonage n'a pu être observée au cours de cette étude pour étayer cette

hypothèse.
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L'augmentation des effets du TPA (promoteur) par le MCP, pourrait amener à

conclure à un potentiel initiateur du MCP. Le MCP est cependant I'un des HPPs les plus

dénués d'activité génotoxique (Ashby et a1.,1994). L'hypothèse avancée pour expliquer

l'interaction MCP-TPA est celle d'une activation de la PKC. Cette action du MCP serait

Ca2*-dépendante : une augmentation par des HPPs de la concentration de C*- cytosolique

par mobilisation des réserves de calcium du réticulum endoplasmique a été décrite dans des

hépatocytes de rat (Ochsner et a1.,1990 ; Shackleton et al., 1995). La potentialisation des

effets du TPA par le calcium a été démontrée et conduit à I'activation de la PKC (May er

al., 1985 ;Wolf et al., 1985). Des interactions analogues à celle du MCP et du TPA ont été

rencontrés avec d'autres cancérogènes non-génotoxiques, comme le chlordane (Bessi et al.,

1ee5).

Le MCP a des effets plus marqués que le clofibrate sur I'inhibition des

communications intercellulaires vialesjonctions "gap".Il a une action plus prolongée et

inhibe le transfert de colorant dès 50 pM ; le clofibrate n'est effectif qu'à partir de 175 pM.

Plusieurs hypothèses peuvent être avancées pour expliquer cette inhibition par les deux

HPPs:
. une action des composés sur la structure des connexines,
. une perturbation de la structure membranaire par les deux HPPs qui sont lipophiles,
o un effet sur la phosphorylation des connexines.

Les deux dernières hypothèses nous semblent peu probables :
(i) I'internalisation des deux composés dans la membrane ne suffit pas à expliquer leurs

effets puisque tous les composés lipophiles n'inhibent pas systématiquement les GJIC,
(ii) le profil d'inhibition des GIIC observé après exposition des cellules aux HPPs est très
diftrent de celui provoqué par le TPA qui agit par phosphorylation des connexines (Oh er

al., l99l). En effet, I'inhibition morimale du transfert de colorant induite par le TPA est

observée après 30 min à I h d'exposition des cellules.
Jansen et Jongen (1996) ont étudié les GJIC dans des kératinocytes primaires de

souris initiés au DMBA. Ils ont mis en évidence un effet rapide du clofibrate capable

d'inhiber les communications intercellulaires dès 7,5 min d'exposition. L'hypothèse avancée
par ces auteurs est celle d'une induction d'un stress oxydatif et d'une perorydation lipidique
qui perturbent la fluidité membranaire. Cette explication nous semble discutable puisqu'elle

impliquerait que la B-orydation peroxysomale engendre une surproduction d'HzOz en moins

de7,5 min (5 min dans notre cas). Par ailleurs, Mikalsen et al., (1990b) n'ont pu mettre en

évidence de prolifération perorysomale dans les cellules SFIE après traitement par les HPPs

dans des conditions proches de celles utilisées ici.

Cette étudB a mis en évidence le potentiel transformant du MCP wr les cellules

SHE et confirmé celui du clofibrate. L'activité de ces dewc HPPs est comparable dons les

cellules traitées par ces seules substances. Par contre Ie MCP opparalt être un inducteur

de Ia transformation morphologique des cellules SHE plus puissant que le clofibrate
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quqnd il est associé à d'autres cancérogènes comme Ie BaP et te TPA dont le MCP

potentialise les effets.

Le clofibrate et le MCP induisent une inhibition des GJIC : cette inhibition est

rapide et transitoire. Le MCP provoque l'inhibition des communications intercellulaires à

des doses inférieures à celles du clofibrate et dB martière plus prolongée.

Ces résultats,confirment que l'étude in vitro de Ia transformation morphologiEte

des cellules SHE et des communications intercellulaires permet d'identifier des

p otenti al ité s cancér o gène s.



58

IL Effets des conditions expérimentales sur le potentiel transformant du clofibrater du

MCP, du DEff et du MEm vis-à-vis des cellules $ltT'. (annexe I, publication 2).

Cruciani V., Rast C., Alexandre S., Nguyen-Ba G. et Vasseur P. Influence of experimental

procedures on the transforming effects of four peroxisome proliferators on Syrian hamster

embryo (SIfi) cells. Cqrcinogenesis, soumis

A. Introduction.

Nous avons évalué les effets transformants des 4 HPPs sur les cellules SHE et

étudié si leurs potentialités pouvaient être influencées par les conditions d'exposition

cellulaire, notamment le pH du milieu.
Cette étude était motivée par les données bibliographiques et nos précédents

réwltats, notamment par lefait que :
- les résultats des essais de transformation cellulaire entrepris wr les mêmes

substances par plusieurs auteurs conduisaient à des réponses dffirentes, laissant supposer

Ete les conditions expérimentales powaient juw sur Ia réponse (Sæmer et Rivedal, 1985 ;
Jones et al., 1988 ; Mikolsen et al., l990a,b ; Milmlsen et Swrner 1993 ; Tsutstti et al.,

rees),
- l'interaction du clofibrate et du TPA mise en évidence à pH 7,35 et non retrouvée

à pH 7,0 laissait suggérer une influence du pH sur les ffits de cette xtbstance,
- LeBoeuf et al. (1986, 1987, 1996) et Isfort et al. (1996c) militent fortement en

faveur de I'utilisation d'un milieu d'essai de pH acide (6,7) dons les essais de

transformation morphologi que de s ce llules SH E,
- l'essai de transformation morphologique des cellules SHE figure au programme

de normalisation de I'OCDE (1996) ; une connnissance plus systématiEte des

performances de cet essai en fonction des conditions expérimentales est nécessaire qvant

de recommander un ou des protocoles expérimentoux.

Les effets des quatre HPPs ont été évalués à pH 7,35, 7,0 et 6,7 ; seul Ie MEHP n'a

pas été étudié au pH le plus élevé.
Les cellules ont été traitées qvec chacune de ces wbstances selon le protocole

standard, sans changement ou ovec renouvellement ùt milieu pendant les 7 iours
d'exposition.

Des traitements séquentiels incluant le BaP ou Ie TPA ont été ffictués
parallèlement selon Ie protocole initiation/promotion proposé par Chouroulinlc'ov et Lame

(1978), à pH 7,35 et 7,0.



Tableau 18. Concentrations de FIPPS induisant une augmentation significative
de la transformation morphologique des cellules SI{E dans diftrentes
conditions exp érimentales.

Substance Protocole pH
'7,35 7,0 6,7

clofibrate

l o

2n

â: l
J

BaPl'

TPA"

50- t00-200

t00-200

I50

100

100

MCP

l n

2n

1: l
J

BaPr'

TPA"

t00

t00-200

100- I 50

50-100-150

50- 100-150

DETIP

1"

2u

1: l
J

BaPl'

TPA"

75

25-50-75

25-50

t00

MEHP

" les cellules sont exposées une ,deux ou trois fois au produit.
b exposition des cellules à 0,4 pM BaP pendant 24 h puis deux applications du HPP.
'exposition des cellules au HPP pendant 24 h puis deux applications de 0,16 trM TPÀ
- pas d'induction de la fréquence de transfornration quelle que soit la concentration de HPP utilisée.
NT : non testé.

l "

20

a : l
J

BaPr'

TPA"

NT

NT

NT

NT

NT

50- t00-150

100-150

25-50
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B. Résultats.

Les résultats sont récapitulés dans le tableau 18 et détaillés dans la publication 2 en

annexe I (tables II, fIT, IV et V).

B.1. Pouvoir transformant des IPPs à pH 7.35.

Le clofibrate induit significativement la transformation morphologique des cellules

SIIE lorsqu'il est appliqué trois fois à 50, 100 et 200 pM (milieu renouvelé deux fois), ce

qui correspond à des valeurs de Tf de 2,5,2,1et3,lYo respectivement.
Le MCP par contre est sans effet à ce pH.
Des résultats significatifs ont été obtenus avec le DEIIP à 75 plv[ mais le taux de

transformation observé reste faible (0,9%).

Lorsque les HPPs sont appliqués pendant la phase de promotion sur des cellules

initiées par le BaP, des effets d'interaction sont observés avec le MCP et le DEHP tous

deux utilisés à l00pM sans relation dose-effet (figure l9A).

Appliqués pendant la phase d'initiation avant le traitement par le TPd le

clofibrate et le MCP potentialisent les effets du promoteur :
- le taux de Tf de cellules SIIE exposées au clofibrate à 100 et 200 pM pendant 24

tr, puis au TPd atteint 4,3 et 5,0olo respectivement contre 1,870 dans le contrôle-TPA

correspondant (figure 20A).
- le MCP, bien que dénué d'activité transformante lorsqu'il est utilisé seul à pH

7,35, augmente le taux de Tf de 1,3%o pour le contrôle-TP{ à 3,0 et 3,6%o aux

concentrations de 100 et 200 pM respectivement (figure 20A).
Le DEHP reste sans effet.

B.2. Pouvoir transformant des HPPs à pH 7.0.

A pH 7,0, les quatre substances testées induisent significativement le phénotype

transformé des colonies de cellules SFIE, et ce aux concentrations de :
- 100 et 150 pM pour le clofibrate, lequel est cependant moins actif qu'à pH 7,35.

Les fréquences de transformation induites à pH 7,0 (0,6 à 0,7yo) sont nettement plus faibles

qu'à pH 7,35.(2,1 à3,l%o),
- 100 et 150 pM pour le MCP après deux renouvellements du milieu pendant l'essai : le

taux de transformation obtenu est du même ordte de grandeur que pour le clofibrate à pH

7,0,
- 25, 50 et 75 pM de DEHP, ce dernier étant plus transformant à pH 7,0 qu'à pH

7,35. Des expériences complémentaires avec des concentrations plus faibles ont confirmé le

potentiel transformant du DEHP dès 12 plt4,
- 50, 100 et 150 pM de MEIIP.
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Des effets de synergie ne sont observés qu'avec le MCP à ce pH :
- la synergie entre le BaP et le MCP est plus prononcée à pH 7,0 qu'à pH 7,35 et

s'exprime pour toutes les concentrations de MCP testées (figure l9B),
- il en est de même de I'interaction entre le MCP et le TPd plus marquée à pH 7,0

et enregistrée dès la concentration de 50 pM de MCP (figure 2AB).

8.3. Pouvoir transformant des HPPs à pH 6,7'

Deux substances, le MCP et le MEHP, induisent la transformation cellulùe à ce pH :
- la réponse est positive avec 5 pM de MCP avec un taux de transformation de 4,3Yo

contre 2,2Yo pour le contrôle-DMso. Les doses de MCP testées à pH 6,7 sont plus faibles

que précédemment à cause de l'importante cytotoxicité de la substance à ce pFI,
- le MEHP induit une augmentation de la fréquence de Tfjusqu'à 3,8%o pour 25 et

50 pM de MEHP contre 1,8olo dans le contrôle-DMso.

Le clofibrate et le DEIIP restent sans ef[et sur la fréquence de transformation des

cellules SHE à p}J6,7.

C.I)iscussion.

Les résultats obtenus à pH 7,0 avec le DEIIP et le MEHP sont en accord avec ceux

de Mikalsen et al. (1990a,b) et Mkalsen et Sanner (1993). En effet, ces auteurs observent

une induction significative de la Tf lorsque les cellules sont exposées deux fois à 12 pM de

DEI{P ou 25 pM de MEI{P.

L'utilisation du milieu d'essai à pH 7,0 a permis de détecter le potentiel transformant

des quatre HPPs étudiés. Ces résultats nous inciteraient à recommander ce pH pour les

essais de transformation morphologique des cellules S[IE.
Par contre, nous n'avons pas observé d'induction systématique du pouvoir transformant des

HPPs ù 6,7 avec lequel deux des substances testées sont restées négatives.

il est intéressant de noter que des analogues structuraux peuvent réagSr

différemment selon l" ptt, ainsi :
- le clofibrate est le plus actif àpIJ7,35. Le MCP par contre voit son potentiel

transformant augmenter lorsque le pH du milieu est plus acide,
- de même, le DEHP est transformant à pH 7,35 et surtout 7,0, mais sans effet

au pH acide. Son métabolite, le MEIU est au contraire plus actif à pH 6,7.

Ces diftrents profils de réponse en fonction du pH peuvent s'expliquer par une

influence du pH du milieu sur la biodisponibilité des composés. Les HPPs étant des

molécules ionisables, leur biodisponibilité dépend des formes non dissociées (non ionisées)

lipophiles : le rapport des concentrations entre les formes ionisées et non ionisées est régi

par le pH du milieu et la valeur de leur pKa (la valeur du pKa, qu'il serait utile de connaître,

n'est cependant pas une donnée facile à trouver : nous n'avons pas trouvé celles des
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substances testées et de leurs métabolites). Ces facteurs chimiques ne sont pas seuls à

influencer la réponse obtenue et les facteurs biologiques, cortme l'état physiologique des

cellules aux différents pHs, doivent également être pris en compte.

La sensibilité des cellules SIIE à I'induction de la transformation morphologique

augmente lorsque le milieu contenant le HPP testé est renouvelé au cours du test.

La sensibilité plus faible de l'essai lorsque le milieu n'est pas renouvelé peut s'expliquer par :
- l'adsorption de la substance testée sur les parois de polystyrène des boîtes de

culture qui entraîne une chute rapide de la concentration du composé dans le

milieu,
- la biosorption de la substance par les cellules, suivie d'une biotransformation

qui peut aboutir, soit à la formation d'un métabolite doté de propriétés

transformantes, soit à la désactivation de la substance testée.

Dans tous les cas, le renouvellement du milieu assure le maintien de la substance active à

une concentration suffisante pour que la transformation ait lieu.

Des résultats positifs peuvent être obtenus sans changer le milieu, mais les taux de

transformation sont plus faibles. Ainsi le DEHP (75 frM) à pH 7,35 et le clofibrate (150

pM) à pH 7,0 induisent la transformation après une seule application du milieu, mais les

taux de Tf sont assez bas et à la limite de la significativité.

Chouroulinkov et Lasne (1978) recommandent I'utilisation d'un traitement

séquentiel incluant un initiateur ou un promoteur. Ce protocole révèle des interactions

éventuelles et augmente en général l'intensité de la réponse. Le taux de Tf obtenu avec un

protocole initiation/promotion est supérieur à celui résultant du traitement des cellules par

les HPPs seuls : ceci est particulièrement évident avec le MCP aux pHs 7,35 et 7,0. Les

synergies entre BaP/IVICP, et entre MCP/TPA sont d'autant plus nettes à pH 7,35 que le

MCP est dénué d'activité transformante lorsqu'il est utilisé seul à ce pH.

L'interaction est généralement maximale au pH avec lequel l'activité des substances

utilisées est la plus élevée :
- I'interaction BaP/clofibrate n'est observée qu'à pIJ7,35 où ce HPP a le plus

d'effets,
- les interactions du MCP avec le BaP et le TPA sont mærimales à pH 7,0

comme I'activité du MCP seul,
- l'influence du pH sur la biodisponibilité du BaP ou du TPA est aussi à prendre

en compte ; néanmoins, nous n'avons pas mis en évidence de diftrence

significative de leurs effets entre les pH 7,0 et7,35.

Les résultats obtenus dans cette étude a pH O,Z ne confirment pas les résultats de

LeBoeuf et al. (1989, lgg1, 1992 ; LeBoeuf et Kerckaert, 1986, 1987) qui observent une

augmentation de la sensibilité et la reproductibilité de l'essai en utilisant un milieu à ce pH.

Ces auteurs (LeBoeuf et al.,!996) observent par ailleurs une positivité (D à partir de 330

pM de clofibrate, concentration très supérieure à celles que nous avons testées ; et (ii) à des

concentrations de DEIIP comprises entre 1,6 et 12,5lrM ; par contre, aucune augmentation
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de la fréquence de transformation morphologique n'est observée à 25 pM. Nous avons

réalisé des expériences complémentaires avec des concentrations de DEI{P inferieures à 25

pM sans pouvoir trouver de résultats significatifs àpH 6,7 .

Ces différents résultats peuvent s'expliquer par les lots de sérum de veau foetal

(SVF) utilisés, dont la qualité dépend de leur origine et de leur composition. Le sérum

influence l'efficacité de clonage et l'expression de la transformation des cellules

(observation personnelle ; Schuman et al.,1979 ;Rivedal et Sanner, 1983 ; Tu et al.,1986),

que ce soit par les facteurs de croissance ou par les facteurs protéiques (Rivedal et

Haddeland , 1996) qu'il contient. Ces constituants sériques sont des facteurs de variabilité,

laquelle persistera tant que ces facteurs n'auront pas été identifiés et contrôlés.

Il faut souligner qu'à pH acide, les colonies des témoins présentent une morphologie

différente de celle obtenue au pH physiologique : cette morphologie peut être qualifiée

d'altérée, cornme en cas de cytotoxicité (annexe I, publication2, figure l). Ceci explique le

taux de transformation élevé des contrôles-DMSO à pH acide, très supérieur (2,2Yo) à ceux

destémoins à pH 7,0 (O,zgYo) ou 7,35 (0,17%). L'examen du phénotype des colonies est

rendu plus difficile lorsqu'il est réalisé sur la base de témoins altérés.

Cette étude confirme l'influence des conditions expérimentales wr le potentiel

transformant des HPPs vis-à-vis des cellules SHE.
Il est clair que le pH du milieu influence Ia réponse observée : le pH 7,0 semble le

plus à même de mettre en évidence les effets transformants des HPPs. Sons information

particulière sur la physicochimie de la substance testée, c'est le pH que nous pourrions

recommander pour des essais. Si l'on dispose de données indiquont une meilleure

biodisponibitité du composé testé à une autre valeur de pH, il serait évidemmentiudiciem

d'en tenir compte.
It apparaît préférable également de renouveler le milieu d'essai pendntt la période

d'exposition des cellules, ce qui augmente Ia probabilité d'expression ùt phénotype

translormé.

II serait criticable de généraliser à pætir de l'étude de quatre substances.

Toutefois, ces réwltats nous amènent à suggérer une stratégie pour Ia détection in vitro

des rubstances cancérogènes à I'aide de I'essai de transformation des cellules SHE. Celle-

ci consisterait à :
- effectuer en premier lieu un essai à pH 7,0 cvec renoavellement du milieu ; en

second lieu ou parallèlement, faire un essai à pI{6,7
- en cas de réponse négative, utiliser le protocole d'initiation/promotion, de

mætière à augmenter la sensibilité du test. En plus de son intérêt au plan appliEté, le

protocole d'initiation/promotion permettrait une ëtude plus fondomentale des ffits
d' interactions entre wb stances chimiEtes.
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III. Effets de quatre HPPs et du TPA sur les communications intercellulaires des

cellules primaires SHT'. sl de la lignée cellulaire V79 (annexe I, publication 3).

Cruciani V., Mikalsen S.-O., Vasseur P. et Sanner T. Effects of peroxisome proliferators

and l1-O-tetradecanoylphorbol-I3-acetate on intercellular communication and connexin 43

in two hamster fibroblast systems. International Jounnl of Cancer, acbepté.

A.Introduction.

Nous avons élargi I'étude des communicatiors intercellulaires entreprises sur le

clofbrate et Ie MCP, au DEHP et au MEHP airai qu'au TPA, modèle d'inhibiteur des

GJIC.
Il a été montré dans Ia première partie de ce travail que le clofibrate et Ie MCP

agissent sur les GJIC à partir de 175 pM et 50 pM respectivement. Les dern composés

inhibent le transfert de colorant entre les cellules SHE de manière :
- rapide puisque l'effet macimum est atteint dès 5 min d'exposition,
- transitoire cvec un retour au niveau du contrôle après 4 h d'exposition

L'éfide a été réalisée sur les cellules SHE par mesure du trarufert de colorant

entre cellules à confluence.
Nous cvotts d'autre part étudié sur les cellules V79 l'inhibition de Ia coopération

métabolique (Yotti et al., 1979) qui refléte le caractèrefonctionnel des communications- Le

transfert de colorant a été mesuré sur ces cellules, afin de comParer les résultats à la

coopération métabolique.

B. Résultats.

B. l. Communications intercellulaires entre cellules SIIE.

Les profils d'inhibition du transfert de colorant après exposition des cellules au

DEIIP et au MEIIP sont identiques à ceux des deux tIPPs étudiés précédemment :

I'inhibition est rapide et de courte durée, notamment aux concentrations les plus faibles.

Le DEHP (25 à a00 pM) inhibe les GJIC dès 5 min à toutes les conce,ntrations

testées (figure 2lC). Un retour au niveau du contrôle est observé àt 25 et 100 pM à partir

d'une heure d'exposition ; à 200 et 400 pM, l'inhibition persiste pendant 24 h.

La réponse au MEHP (25 à 400 pM) présente un profil similaire à celui du DEHP ;
mais son action est plus brève et l'inhibition n'est plus visible à 24h (figure 2lD).

La comparaison des quatre HPPs montre qu'après 4h d'exposition :
- aucune des conce,lrtrations de clofibrate n'est inhibitrice,

les trois autres HPPs inhibent e,ncore les communications intercellulaires à la

concentration de 400 pM pour le MEHP, 200 pM pour le DEIIP et 150 pM

pour le MCP.



Tableau 19. Rézultats obtenus sur les GJIC des cellules SFIE après ré-exposition des

cellules SFIE aux HPPs.

Substauce

(concentration

en pM)

GJIC (% du contrôle)

procédure A

(eqlosition penclant 4h)

procédure B

(expo. Pendant 4 h + 5 min)

nr + SEM m+ SEM

clofibrate (250)

MCP (250)

DEHP (100)

MEHP (200)

83+3

98r3

102r2

104+3

57

68

70

68

L6L2 60
'76

75

65

46 *2,r

4g È'21

5zizl

I résultat sigrrificativement difiérent cle celui obtenu en A (P<0.001) évalué sur les

données brutes.
Les pourcentages sont calculés en fonction cles corttrôles correqpondants :

procédtrre A, 40.7L1.1, rl=78,
procédure B, 4 1.8*1. l, tt=79.

procédure A : les microiujections sont réalisées apr'ès 4 h d'exposition des cellules au

HPP.
Ià.océdure B : les microiujectiorrs sont réalisées après que les cellules aient été

"*por.rr 
pendaut 4 h et le nrilieu rerrr;llacé par du rnilieu neuf contenant la même

concentratiou du HPP (ce qui con'esponcl à 4lr + 5 rnin)'
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A. Irrfluence sur les GIIC des cellules V79 d'une exposition pendant 30 min aux IIPPS
(évaluation des commuricatious intercellulaires par transfert de jaune de Lucifer).

Substance

(conceutration en pM)

GnC (% du contrôle)

moyerure + SEM nombre d'injections

clofiblate (400)

MCP (4oo

DEHP (400)

MEHP (400)

28+5r'

84+7"

32*4x

46+7*

24

2 l

t7

19

00?.<.x()
Ë<o

É a
- A
-. *J

q )o
u ) ( )
( ) r t

Eë
È - O
?'i o\
c) \-/

" L'effet très faible du MCP à cette concentratioll peut s'expliquer par une cytotoxicité
se traduisant par la diffilsion du colorant dans de nombreuses cellules.

# clofibrate 200 pM
-r- clofibrate 400 pM

50

temps d'exposition

Figure 23. lnhibition du transfert de colornnt dans les cellules V79 après
exposition aux HPPs.
Tableau des résultats obtenus après 30 min d'expôsitiou des cellules V79 au olofibrate,
MCP, DETIP et MEÉIP (A). * Statistiquement différeut du contrôle correqpondant
(P<0,01).
Inhibition du transfert de colorarrt dans les cellules V79 exposées au clofibrate à 200 et
400 pM pendant J min à 24h (B). rt=29-60 pour les deux concentrations. P<0,01 aux
concentrations O

t-
-c
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c!
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c
v
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Par comparaison aux HPPs, le TPA inhibe également les GJIC après 5 min

d'exposition (à 0,15 pIvI, figure zlF). Son action s'intensifie jusqu'à I h de contact et tend

à se normaliser lentement ensuite. Toutefois, après 24 h d'exposition le niveau de

communication des cellules est encore significativement diftrent du contrôle, sauf à la

concentration de I nM.

Ces effets rapides des HPPs peuvent s'expliquer par : (i) l'inactivation des composés

par les cellules, (ii) I'adsorption des composés sur le plastique des boîtes de culture qui

diminue la concentration de HPP présente dans le milieu, (ii) I'acquisition par les cellules

d'une résistance aux composés,.
Nous avons étudié cette dernière hypothèse à I'aide d'un protocole de ré-exposition des

cellules SHE:
Les cellules sont exposées au HPP pendant 4 h, Ie milieu est alors remplacé por du milieu

contensnt Ia même concentration du composé et les injections effectuées immédiatement.

Les résultats (tableau 19) montrent à nouveau, pour tous les HPPs, une inhibition

significative des GIIC ; nous en déduisons que les cellules SÉIE n'ont pas acquis de

résistance au composé après 4 h d'exposition.

B. 2. Communications intercellulaires entre cellules V79.

Étude de la coopération métabolique.

Le MCP provoque jusqu'à 50% d'inhibition de la coopération métabolique à

concentrations faibles (37, 50 et 75 pM), mais cytotoxiques. Le clofibrate, le DEHP et le

MEIIP ne sont actifs qu'à fortes concentrations : 100, 200 et 400 pM pour le MEIIP, 200

et 400 pM pour le clofibrate et 400 pM pour le DEHP (fiWre2Z)

Le TPA (0, I à 3,2 rù/D provoque une inhibition dose-dépendante de la coopération

métabolique à des concentrations non cytotoxiques (figure 228). L'inhibition est

significative dès 0,4 nM. Le TPA a été utilisé à 1,6 nM comme témoin positif dans les

expériences d'inhibition de la coopération métabolique réalisées avec les HPPs.

Ét,tde du transfert de colorant.

Nous avons étudié le transfert de colorant entre les cellules V79 cultivées en tapis et

exposées aux HPPs, dans le but d'évaluer la relption entre le transfert de colorant et la

coopération métabolique.
Les effets des HPPs sur le transfert de jaune de Lucifer ont été étudiés à de fortes

concentrations (400 pM), correspondant à celles inhibant la coopération métabolique.

Une exposition de 30 min à 400 pM de clofibrate, de DEHP ou de MEHP (figure 23A),

induit une inhibition de 55 à75% des GIIC. Le MCP est cytotoxique à la concentration de

400 prM.
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Le profil d'action du clofibrate à 200 et 400 FM a été étudié de manière plus

approfondie pendant une période de 5 min à 24 h. Comme dans les cellules SIIE, le

clofibrate inhibe le transfert de colorant de manière rapide et brève dans les cellules V79
(figure 23u_). Le TC revient au niveau du contrôle après 24 h de contact avec 200 et 400

pM de clofibrate.

C. Discussion.

Les HPPs inhibent généralement les communications intercellulaires. Néanmoins, à

I'exception des travaux de Mikalsen et Sanner (1993), Krutovskikh et al, (1995) et Jansen

et Jonge4 Q996), peu d'études relatives aux effets des HPPs en fonction du temps ont été

réalisées.
Nous avons observé que l'inhibition des GJIC par les HPPs est rapide et transitoire dans les

cellules SFIE : seules les fortes concentrations provoquent une inhibition qui persiste plus

d'une heure.
Nous avons montré, à I'aide du protocole basé sur la ré-exposition des cellules SFIE, que

I'effet réversible des composés sur les GIIC n'est pas lié à l'acquisition par les cellules d'une

résistance aux FIPPs. L'effet transitoire observé peut ainsi être associé à :
- la métabolisation et I'inactivation des composés par les cellules elles-mêmes,
- la diminution de la concentration des composés dans le milieu par suite d'une
adsorption sur le plastique des boîtes de cultures utilisées.

L'action de courte durée des HPPs sur les GIIC peut expliquer I'inhibition assez

faible de la coopération métabolique des cellules Y79.En effet, la coopération métabolique
implique que les communications intercellulaires soient fonctionnelles. Si ces

communications sont inhibées, la coopération métabolique l'est par voie de conséquence et
les cellules résistantes à la 6-thioguanosine monophosphate vont pouvoir se développer.
Dans le cas où I'inhibition des communications est brève et la coopération vite rétablie, le

métabolite toxique parviendra finalement à passer dans les cellules résistantes et à empêcher
leur multiplication.

Cette étude a montré que le clofibtrate, le MCP, le DEHP et Ie MEHP présentaient

un profil d'action similaire wr les GJIC. L'inhibition mewrée par transfert de colorant

sr cellules SHE est rapide et de courte ùtrée ; elle est observée à des concentrations
élevées de ces substances (50 à 200 pM.

L'inhibition de la coopération métabolirye des cellules V79 est relativementfaible
même amfortes concentrations des HPPs testés.

Le MCP est le plus actif de tous les HPPs testés, sur les dem systèmes cellulaires.
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Les dew modèles celhrlaires, SHE et V79, répondent généralement de manière
arnlogue à l'inhibition des GJIC par les HPPs. Cependant, le DEHP, bien qu'actif sur les
cellules SHE, est sans effet sur Ia coopération métaboliEte des cellules V79.
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fV. Conséquences de loexposition de cellules $HT'. et V79 à quatre ffPs et au TPA sur

la phosphorylation et la localisation de Ia connexine 43 (annexe I, publication 3).

Cruciani V., Mkalsen S.-O., Vasseur P. et Sanner T. Effects of peroxisome proliferators

and l2-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate on intercellular communication and connexin 43

in two hamster fibroblast systems. International Journal of Cancer, accepté.

A. Introduction.

La connexine 43 (Cx43) est une connexine majeure, présente à lafois in vivo dqns

les tissas et in vitro dans les cellules en calture (Yamasaki et Naus, 1996). La majorité des

connexines sont des phosphoprotéines ou contiennent dsns leur structure des sites de

phosphoryIation potentiels. De nombreuses données expérimentales indiquent une

corrélation entre la phosphorylation des connexines et l'altération des GJIC, c'est

pourquoi ta phosphorylation des connexines est considérée comme un des mécanismes

majeurs de régulation des GJIC.

Nous ailons constaté un effet rapide des HPPs sur les communications

intercellulaires des cellules SHE et V79. Nous avons donc entrepris d'étudier les causes de

cette inhibition en comparcmt les GJIC et les modifications post-tradttctionnelles induïles

sur les Cx43 dans les cellules SHE et V79. Pour cela, deux techniques ont été utilisées :
- la mise en évidencê, pffi "Western-blot" des dffirentes formes phosphorylées de

la Cx43 de manière à évaluer si le traitement à court terme des cellules par les HPPs

induit une modification du profil obtenu,
- lq visualisation, par marquage immunofluorescent, des connexines de manière à

déterminer si le traitement des cellules par les HPPs modifie leur localisation cellulaire-

Ces techniques ont également été appliquées à l'étude du TPA sur les mêmes paramètres.

B. Résultats.

B.1. "Western blot" de la Cx43 dans les cellules SFIE.

Les cellules ont été traitées pendant 5 min à 24 h par les 5 composés. Dans les

cellules SHE (figure 24),la Cx43 se sépare en trois bandes majeures : une bande inférieure

non-phosphorylée (NP) et deux bandes phosphorylées Pl et P2. PZ a tendance à se

dédoubler.

Les effets du clofibrat e (175,200 et 250 pM;, du MCP (50, 100 et 2OO pM), du

DEIIP et du MEHP (tous deux à25,l0O et 400 pM) ont été évalués sur la phosphorylation

de la Cx43. Aucune modification reproductible n'est observée au niveau des bandes de la

Cx43 après 5 min à24 h de contact avec les HPPs (figures 24C,24D, 248 et 24F).
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Le TPA testé à 37,5,l5O et 300 nM, ne cause que des altérations mineures et non

reproductibles du profil de phosphorylation de la Cx43, quels que soient la dose et le temps

d'exposition. Le changement le plus marqué à la concentration la plus élevée (300 rM) est

l,apparition d'une bande diffirse juste au dessus de NP après 15 min à 4 h d'exposition :

cette bande n'est pas apparente sur la figure 248, ma\s était visible sur la membrane de

transfert. Nous ne pouvons déterminer s'il s'agit d'une protéine phosphorylée'

8.2. "Western blot" de la Cx43 dans les cellules V79'

Les temps d'exposition des cellules varient de 5 min à72h, correspondant au temps

de contact des composés avec les cellules Y79 au cours du test d'inhibition de la

coopération métabolique. Les cellules v79 (figure 25) présentent généralement un profil de

4 bandes . une bande inférieure non-phosphorylée (NP) et trois bandes phosphorylées (P',

pl et p2). Une bande supplémentaire apparaît parfois au dessus deP2, elle sera appelée IIP'

Il est à noter que l,identité des diffËren ., fo.*.s phosphorylées (nombre et position des

phosphates) n'est pas connue et que les bandes observées dans les cellules V79 ne sont pas

identiques à celles des cellules SFIE malgré I'utilisation de la même nomenclature'

Le profil de phosphorylation de la cx43 varie au cours du temps dans les contrôles'

par suite vraisemblablement, du changement de milieu réalisé au début de I'exposition' En

effet, l'intensité de la bande NP augmente ; celle de la bande P2 diminue entre 4 h et 72 h

après le changement de milieu.

Lec lo f ib ra te (100 ,200e t400pM) , leMCP(50 ,200e t400pM) , leDEHPet le
MEIIP (25, 100 et 400 FM) ne causent que des modifications mineures au profil de

phosphorylation de la cx43 pendant les périodes d'exposition inférieures à 4 h' Pour des

expositions plus longues, le DEFIP et le MCP aux plus fortes concentrations utilisées (400

pM) entraînent une intensifrcation de la bande NP (figures 25D et 25F)' Avec le clofibrate

et le MEIIP, cet effet est moins prononcé même s'il est visible dans certaines expériences

(figures 25C et25E).

Le TPA (0,8, 1,6 et 3,2 nM) affecte beaucoup le profil de phosphorylation de la

Cx43 dans les cellules y79. La plus faible concentration utilisée (0,8 nM) induit dès I h

d'exposition l'augmentation d'intensité de la bande P2, accompagnée de I'apparition d'une

bande HP ; simultanément, la forme NP diminue' Après 24 h d'exposition' le profil

redevient identique à celui de départ. Aux plus fortes concentrations (l'6 et3'2 nM TPA)'

ces modifications sont plus précoces, plus intenses et plus durables (figUre 248)'





. Figure 26. Localisation par immunofluorescence de la Cx43 dans les cellules SHT'.

Cellules uon-traitées (A); les poiutes de flèches indiquent des exemples de plaques jonctionnelles

visibles e' bordure dÈs cellules, les taches intracellulailes sout mises en évidence par des flèches.

L'éclrelle eu bas à droite correqpond à l0 prn et est valable pour les figures 26 et27 '

Cellules exposées à :
150 uM de TPA pendaut 4 h (B), 250 pM de MCP peudant 4 h (c), 400 pM de MEHP peudant 4 h

(D), et 400 pM de MEHP pendant 24 h (E).
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8.3. Immunofluorescence.

Les cellules SHE non traitées (figure 26A) présentent un grand nombre de taches
intracellulaires très fluorescentes alors que peu de signaux typiques des jonctions "gap" sont
visibles en bordure des cellules. Dans de nombreuses cellules. une fluorescence faible et
diffrse est observable à proximité du noyau.

L'exposition des cellules SIIE pendant 5 min, I h, 4 h ou 24 h au clofibrate (250
pM), MCP (250 pM, figure 26C) ou DEIIP (a00 pM) n'a pas d'effet sur la répartition de la
Cx43 dans ces cellules. Par contre, le MEHP (a00 pM) provoque après 4 h et 24 h
d'exposition (figures 26D et 26E) une disparition de la fluorescence.

Après 5 min d'exposition des cellules SIIE à 150 nM de TPA (figure 268), la
fluorescence due à la présence de Cx43 reste inchangée. Après I et 4 h, la fluorescence
disparaît presque totalement ; elle réapparaît faiblement après 24 h sans toutefois revenir au
niveau du contrôle.

Dans les cellules V79, les signaux fluorescents sont rares à la périphérie des cellules ; à
I'inverse des cellules SFIE, les cellules Y79 ne présentent pas de taches fluorescentes
intracellulaires (figure 27L). L'effet du TPA (150 nM) et du MEHP (400 pM, figure 278)
est identique à celui observé avec les cellules SIIE : disparition quasi totale de la
fluorescence après I h et 4 h respectivement.

Les trois autres HPPs ne provoquent pas, comme dans les cellules SFIE, de
modification notable de l'immunofluorescence de la Cx43.

C. Discussion.

C.l. Profil de phosphorylation de la Cx43.

Le TPA inhibe les GJIC dans de nombreux types cellulaires. Cette inhibition peut
être due à une phosphorylation directe de la Cx43 par la PKC (Oh et al.,l99l). Toutefois,
il a été mis en évidence dans certains types cellulaires (y compris les S[IE), que le TPA
n'induisait que des modifications mineures du profil de phosphorylation de la Cx43, alors
que les GJIC étaient fortement inhibées (Asamoto et al.,1991 ; Husoy et al., 1993 ; Rivedal
et al.,1994).

Dans les cellules de la lignée WB où la phosphorylation de la Cx43 a été mise en
évidence, les GJIC sont totalement inhibées aprQl 5 min d'exposition au TPA (Oh et al.,
l99l), alors que dans les cellules SIIE, 30 min à I h sont nécessaires (Roseng et a1.,1993).
Ceci indiquerait I'intervention de mécanismes d'inhibition des GJIC distincts.

De plus, des altérations importantes peuvent être observées dans le profil de
phosphorylation de la Cx43 sans action sur les GJIC ; la phosphorylation de la Cx43 n'est
pas le seul mécanisme de régulation des GJIC dans les cellules exprimant cette connexine.
Mikalsen et Kaalhus (1997) ont proposé l'intervention de protéines accessoires. En effet, la



Figure 27. Localisation pnr immunofluorescence de la Cx43 dans les cellules V79.
Cellules uou-traitées (A), les poiutes de flèches iudiquent des exemples de plaques jonctionnelles
visibles en bordure des cellules.
Cellules exposées à 400 pM de MEHP pendaut 4 h (B).
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Cx43 contiendrait des séquences susceptibles de se lier aux domaines SH2, SH3, WW ou
aux protéines adaptatrices de la famille 14-3-3.

Après exposition des cellules SIIE et V79 aux HPPs, le profil de phosphorylation de
la Cx43 ne présente aucune modification marquée qui puisse être corrélée avec l'inhibition

des GJIC induite par ces composés dans les deux types cellulaires. D'autres composés
inhibent aussi les GJIC sans altération apparente de la phosphorylation de la Cx43 (Hii et

al., 1995; Guan et a1.,1996). La seule caractéristique commune de ces substances semble
être leur lipophilie.

C.2.Locùtsation de la Cx43.

Dans les cellules S[IE, les expériences d'immunofluorescence montrent des taches
intracellulaires très fluorescentes. Ces taches peuvent correspondre, soit à des connexines
ou des connexons en migration vers la membrane plasmique pour y être intégrés, soit à des
jonctions "gap" sur le point d'être dégradées (onctions annulaires).

Le nombre de jonctions "gap" présentes au niveau de la membrane plasmique des

cellules SHE et V79 est faible comparé à celui observé dans d'autres tlpes cellulaires
(Kenne et al., 1994 ; Rivedal et al., 1994). Le niveau de communication des cellules SIIE
(35 à 40 cellules couplées dans les contrôles) est néanmoins plus élevé que celui des cellules
V79 (10 à 15 cellules couplées).

Des estimations théoriques ont démontré que les jonctions "gap" composées de
connexons dispersés sont l0 fois plus efficaces dans le transfert de molécules que les
jonctions plus compactes (Chen et Meng, 1995). Ces jonctions dispersées ne sont pas
visibles par immunofluorescence (Green et aI., 1993). L'existence de jonctions "gap"
dispersées dans les cellules SIIE pourrait expliquer le faible marquage histochimique
observé, malgré un niveau de communication élevé.

L'étude de la taille des plaques jonctionnelles n'a jamais été réalisée dans les cellules
SIIE. Dans les cellules Y79, la taille moyenne des jonctions "gap" est de 0,I pm2 et elles

constituent seulement 0,2Yo de la surflace de contact entre les cellules (Yancey et al., 1982)
ceci pouvant expliquer le faible niveau de communication de ces cellules.

Le traitement des cellules SFIE et Y79 par le TPA provoque la disparition du signal
immunofluorescent de la Cx43 dès I h d'exposition; ces résultats sont en accord avec ceux

d'autres auteurs (Asamoto et al., l99l: Matesic et al., 1994; Rivedal et al., 1994). Cet
effet ne peut résulter d'une dégradation protéolytique de laCx43, puisqu'aucune diminution
de la connexine n'est observée sur les membranes de "Western blot". Il peut s'expliquer, par

contre, par une altération conformationnelle de la Cx43 qui n'est plus reconnue par

I'anticorps.

Les expositions de courtes durées des cellules aux HPPs n'affectent pas

I'immunofluorescence de la Cx43 malgré I'inhibition des GIIC ; excepté pour le MEHP qui,
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comme le TPd induit une disparition de la fluorescence dans les cellules SIIE et V79 après
4 h et 24 h. Cet effet du MEIIP est d'autant plus étonnant que les GIIC sont redevenues
totalement fonctionnelles après 24 h. n ne semble pas impliquer le PPAR (Issemann et
Gree4 1990) puisque les autres tIPPs n'ont pas d'effet sur le signal fluorescent.

Cette disparité entre les effets sur les communications intercellulaires et la
fluorescence indiquerait que, dans ces essais, la Cx43 n'a qu'un rôle mineur dans la
fonctionalité des connexons. D'autres connexines que la Cx43 sont vraisemblablement
impliquées dans cette fonction.

Certains auteurs ont d'autre part démontré I'absence des Cx32 et Cx26 dans les
cellules SIIE (Isfort et aI., 1992a; Rivedal et al., 1994). Il s'avère donc nécessaire de
rechercher la présence d'autres connexines dans les deux types cellulaires que nous avons
utilisés.

Cette étude nous a perunis de mettre en évidence l'effet inhibiteur des HPPs sur les
communications intercelhilaires des cellules SHE et V79. Les mécanismes d'action restent
obscars ; en effet, nous n'cmons pcts pu mettre en évidence de conélation entre I'inhibition
des GJIC, Ie profil de phosphorylation et la localisation cellulaire de Ia Cx43 dans des
cellules SHE et V79 traitées por le TPA an des agents proliférateurs des perorysomes
hépatiques. Les recherches ultérieures nous semblent devoir être orientées sur I'étude
d'outres connexines.
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Tableau 20. Récapitulatif des résultats obtenus avec substances testées sur les cellules SIIE

et V79.

substance

transformation morPhologique

des cellules SFIE

communications

irrtercellulaires

connexine 43

WB

(phoqphor.)

IF

(localisat.)

pH 7,35 pH 7,0 PH 6,7 sHE i vle

TC C CM

SIIE V79 SIIE V79

clofibrate
3x l*2ry3x

TPA

J J J +->

MCP
3x

BaP
TPA

l x

BaP
TPA

T -+J ++

DEFIP
lx 2x,3x

BaP
+ J (J) ++

MEHP
2x,3x lx

NT J J J J J

TPA

I

I

JJ i JT J.I
I
I

+ J J

Transformation morphologique : seules les conditions expérime,lrtales ayant conduit à

augmeltatisn 5ignificàtive de la fréquence de transformatiott sont rapportées avec indication :
- du nombre d'applications de la zubstance par renouvellement du milieu (x),
- du cancérogène modèle avec lequel la substance interagit (BaP ou TPA).

Commurications intercelltrlaires : dans le cas des expériences de transfert de colorant (TC), les

flèches ildiquelt I'effet du produit sur le transfert de jaune de Lucifer ; dans le cas des essais

d'inhibition de la coopération métabolique (CM), les flèches indiquent
(P<0,05 ertre parenthèses, sinon P<0,01).

inhibition signifi cative

'"\ilestem blot" (WB) ' ls5 f ou - ilrdiquent des modifications ou non dans le profil de

phosphorylation de la Cx43.
[ro-*ofluor.rr.o"" (IF) : les flèches indiquent I'effet du produit sur le signal fluoresce,lrt de la Cx43

dans les cellules.
NT ; non testé.

r ;
une
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Le récapitulatif des résultats obtenus au cours de cette étude est présenté dans le

tableau 20. Ces résultats soulignent que :
- l'essai de transformation morphologique des cellules SHE permet la mise en évidence du

potentiel transformant des proliférateurs de perorysomes hépatiques, les réponses obtenues

étant influencées par les conditions expérimentales utilisées,
- I'inhibition, rapide et transitoire des GJIC par les HPPs a lieu selon un profil similaire dans

les cellules SIIE et Y79, cette inhibition n'étant pas corrélée avec la phosphorylation de la

connexine 43 dans les deux systèmes,
- les profils d'action différents des HPPs sur la transformation morphologique et les

communications intercellulaires via les jonctions "gap" des cellules SFIE mettent en

évidence une absence de corrélation entre les deux critères.

L Transformation morphologique des cellules SHT..

Nos résultats confi.rment la validité du critère de transformation morphologique, et

soulignent qu'une amélioration des protocoles utilisés peut être rfulisée. Le but de cette

étude était aussi de définir une stratégie permettant la mise en évidence des cancérogènes de

manière plus efficace sans nécessairement aboutir à un protocole unique.

En ce qui concerne les HPPs, les conditions expérimentales les mieux adaptées

impliquent des expositions successives des cellules au composé testé et I'utilisation d'un
milieu de pH 7,0. Trois hypothèses peuvent être avancées pour expliquer les meilleurs

résultats obtenus après renouvellement du milieu.
- Le renouvellement de I'exposition permet le maintien au niveau initial des

concentrations de la substance étudiée.
- L'apport de milieu neuf est associé à un nouvel apport de facteurs de croissance,

présents dans le sérum et qui pourraient faciliter l'expression du phénotype transformé des

cellules traitées.
- Le changement de milieu pounait avoir pour conséquence de retirer

mécaniquement des facteurs synthétisés par les cellules et empêchant I'expression du
phénotype transformé. Ainsi, les molécules de fibronectine, extracellulaires, déterminent en
partie la morphologie des cellules de par leur lien avec le cytosquelette et les molécules

d'actine intracellulaires (Ali et al., 1977 ; Vaheri et Mosher, 1978) ; leur élimination
pourrait conduire à I'apparition de colonies transformées dans les cultures traitées.

Le milieu de pH 7,0 semble le plus à même de permettre l'expression du potentiel

transformant des quatre IIPPs. L'utilisation d'un milieu de pH 6,7 augmente la sensibilité de

l'essai pour 2 des 4 composés (le MCP et le MEHP). Notre réserve principale vis-à-vis du

milieu acide tient à ce que les cellules non-traitées cultivées dans ce milieu présentent une

morphologie identique à celle de cellules ayant subi des effets de cytotoxicité. Nous n'avons

pas observé, à pH acidg les colonies de morphologie correcte décrites par LeBoeuf et al.

(1986, 1987), même en utilisant des sérum de la plus haute qualité.
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Les conditions utilisées au cours des essais réalisés à pH 6,7 sont aussi proches que
possible de celles préconisées par LeBoeluf et al.,les sources de variabilité possibles restent
le sérum et les cellules.

- Des facteurs sériques peuvent être source de variabilité. Rivedal et Haddeland
(1996) ont récemment mis en évidence, sans toutefois les identifier, plusieurs substances
protéiques susceptibles de participer à I'expression de la transformation morphologique des
cellules SFIE. On peut également citer l'intervention possible de facteurs de croissance ou
de glucocorticoides probablement présents en quantités variables dans les diftrents lots de
sérum (Sanner et Rivedal, 1988).

- Les cellules que nous avons utilisées au cours de nos essais proviennent de mises

en culture réalisées à pH 7,0. Nous n'avons pas étudié les conséquences de l'utilisation de
cellules mises en culture dans du milieu acide dès leur dissociation des embryons : cela
aurait été préférable, mais il n'est pas certain que cette modalité aurait modifié les résultats.

Les trois IIPPs utilisés à pH 7,35 et7,0 (c'est-à-dire le clofibrate, le MCP et le
DEIIP) sont tous capables d'interagir avec le BaP ou le TPA. Le MCP s'est montré le plus

actif de ce point de we puisqu'il potentialise les effets du BaP et du TPA aux deux pH.

Les interactions avec le TPA peuvent paraître surprenantes, venant de substances
considérées corrme non-génotoxiques. De tels effets ont été obtenus avec d'autres
cancérogènes épigénétiques (Bessi et al., 1994, 1995) et peuvent s'exprimer sur d'autres
critères que l'induction de la transformation morphologique. Ainsi, Dhalluin et al. (1996)
ont mis en évidence des effets de synergie sur l'activité de I'ornithine décarborylase lors de
l'exposition séquentielle des cellules SIIE au clofibrate et au TPA. Ces auteurs ont retrouvé
ce type de synergie avec des cancérogènes non-génotoxiques autres que le clofibrate

@halluin et aI., soumis). La surinduction de I'activité de I'ODC par le clofibrate et le TPA
est à mettre en relation avec la potentialisation des effets transformants du clofibrate par le
TPA que nous avons observée à pH 7,35.

Ces résultats confirment que des interactions pouvant conduire à des effets
cancérogènes n'impliquent pas uniquement I'association d'un initiateur génotoxique et d'un
promoteuq mais qu'elles peuvent aussi résulter de I'action de deux substances non-
génotoxiques.

La mise en évidence par le système SFIE des interactions entre cancérogènes
épigénétiques souligne l'intérêt de l'essai de transformation morphologique dans le cadre de
la détection des cancérogènes en général.

Il serait par ailleurs intéressant d'utiliser un autre initiateur que le BaP dans le
protocole d'initiation/promotion appliqué aux HPPs. Les travaux de Cattley et al., (1994)

suggèrent une activité promotrice initiateur-dépendante pour le clofibrate et le Wy-l4,643.
Ceci a également été rapporté pour le DEHP qui :

- augmente l'incidence d'adénomes hépatiques chez des souris préalablement

exposées à la N-nitrosodiethylamine (Weghorst et a1.,1993), mais,
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- inhibe la formation de foyers atypiques et d'adénocarcinomes pancréatiques après

traitement de hamster Syrien par la N-nitrosobis(2-hydrorypropyl)amine (Maruyama et al.,

ree4),
- et n'a pas d'effet sur le cancer de la vessie induit chez le rat par la N-butyl-N-(4-

hydrorybutyl)nitrosamine (tlagiwar a et ol., I 990).

Le mécanisme par lequel les HPPs induisent la transformation morphologique des

cellules SHE reste obscur, mais plusieurs cibles peuvent être identifiées.
- Ces composés sont susceptibles d'interférer sur certaines voies de transduction du

signal mitotique. En effet, le DEHP, le clofibrate et le Wy-I4,643 sont capables de diminuer

les quantités de protéines membranaires, dont le récepteur des EGF (Gupta et al., 1988 ;
Bartles et a1.,1990).

- Ils peuvent agir par I'activation de I'ODC, enryme impliquée dans la synthèse des
polyamines et liée à la prolifération cellulaire @halluin et al.,1996).

- Une action viale PPAR est également possible puisque ce récepteur est exprimé

chezle hamster (Aperlo et al., 1995). Néanmoins, aucune étude n'aété réalisée à ce jour

dans le but de mettre en évidence le PPAR dans les cellules S[IE.

Les résultats de cette étude confirment que la transformation morphologique des

cellules SFIE constitue un critère intéressant pour la mise en évidence in vitro de
potentialités cancérogènes et la détection de cancérogènes épigénétiques. En effet,

l'apparition du phénotype transformé est un critère intégrateur d'un ensemble de
perturbations qui peuvent affecter les transports membranaires, la transmission du signal
mitotique, les phénomènes de phosphorylation/déphosphorylation des protéines et/ou
I'expression génique. Ce caractère intégrateur est d'autant plus intéressant que les facteurs
génétiques et épigénétiques de cancérogénèse sont multiples. Toutefois, la transformation
morphologique qui traduit des potentialités cancérogènes ne perrnet pas d'identifier un

mécanisme d'action précis. Peut-être faut-il voir dans cette restriction une explication au

développement assez lent des essais de transformation cellulaire en dépit de la

démonstration de leur valeur prédictive par Berwald et Sachs (1963, 1965) etDrPaolo et al.
(1969). Le développement de ces essais a waisemblablement été ralenti par I'extension

simultanée et considérable des essais de mutagénicité, apparemment plus précis en terme

mécanistique.
Les progrés des connaissances sur les mécanismes de la cancérogénèse ont souligné

récemment I'importance des effets épigénétiques dans le processus multi-étapes conduisant

les cellules du stade normal au stade malin. Ces résultats justifient la recherche de modèles

expérimentaux capables d'identifier ces effets ; à ceJitre, les essais de transformation cellulaire

nous semblent un excellent modèle.

Les études récentes sur I'apoptose et sur ses mécanismes renforcent l'hypothèse que

le développement tumoral pourrait être une conséquence de l'inhibition de la mort cellulùe

programmée. Dans ce contexte, il serait intéressant d'étudier la relation existant entre le

mécanisme apoptotique et la transformation cellulaire dans le système SFIE. Le but étant de



75

renforcer nos connaissances sur les mécanismes qui conduisent à la transformation

morphologique des cellules. De même, l'étude de l'implication éventuelle des proto-

oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeur dans la transformation des cellules SÉIE

serait d'un grand intérêt.
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IL Communications intercellulaires vla les jonctions "gap'1

L'inhibition rapide et transitoire des GJIC par les HPPs pourrait s'expliquer par une

action directe de ces composés, de nafure lipophile, sur les connexines. Cette action
pourrait se traduire par des modifications conformationnelles des connexines, provoquées

par la formation de complexes entre les connexines et les HPPs eux-mêmes. Les

modifications conformationnelles pourraient aussi être liées à la formation de complexes

entre les connexines et certaines protéines cellulaires telles que des protéines de la famille

14-3-3 ou des protéines comportant des domaines SFI2, SH3 ou WW, comme I'ont proposé

Nfikalsen et Kaalhus en 1997.
Ces modifications conformationnelles pourraient être à I'origine du masquage des épitopes
reconnus par les anticorps que nous avons utilisés et de la disparition du signal

immunofluorescent de la Cx43 induite par le MEIIP dans les cellules SFIE et V79.

L'inhibition des GJIC par les proliferateurs des peroxysomes pourrait s'expliquer
par une augmentation de la concentration de calcium intracellulaire ; en effet, certains HPPs,

dont le clofibrate, provoquent une augrnentation de la concentration en calcium cytosolique
(Ochsner et al., 1990 ; Shackleton et al., 1995) et le calcium est impliqué dans la

proliferation peroxysomale induite par les HPPs (Watanabe et Suga, 1988 ; Watanabe et al.,

l99l). D'autre part, I'augmentation de la concentration en calcium cytosolique semble liée à

une dirninution des GJIC par I'intervention de la calmoduline (Sâez et a1.,1993).

Néanmoins, le profil de phosphorylation de la Cx43 n'a pas été modifié au cours de

nos essais. Or, Jansen et al. (1996a) ont montré que l'action du calcium sur les GJIC des

cellules des lignées épidermiques 3PC et CA3l7 est toujours accompagnée de modifications

du profil de phosphorylation de la Cx43.
Si le calcium peut être impliqué dans I'augmentation de la fréquence de

transformation morphologique des cellules SIIE observée après exposition à certains HPPs

et au TPd il est probable qu'il ne soit pas lié à I'inhibition des GJIC par ces substances.

Les résultats obtenus n'ont pas montré de corrélation entre I'irùibition des

communications intercellulaires induites par les HPPs et le TPd et leurs effets sur la

phosphorylation de la Cx43.
Tous les HPPs induisent une inhibition rapide et transitoire des GJIC sur les cellules

SIIE et V79 sans provoquer de modifications majeures du profil de phosphorylation de la

connexine 43. Ceci implique waisemblablement :
(i) I'expression par les deux types cellulaires d'autres connexines que la Cx43,

responsables des effets observés sur les GJIC,
(ii) l'existence d'une forme phosphorylée de la Cx43 dont le profil de migration

électrophorétique ne se différencie pas de celui obtenu à partir de cellules non-traitées.

Le TPA n'induit pas de modification majeure et reproductible du profil de

phosphorylation de laCx43 dans les cellules SIIE ; à l'inverse, lorsque les cellules V79 sont

exposées à I'ester de phorbol, la phosphorylation de la Cx43 est affectée.
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L'absence de corrélation entre GJIC et phosphorylation de la Cx43 a déjà été observée sur

d'autres types cellulaires après traitement par le TPA :
- dans une lignée de cellules épithéliales issues de foie de rat (Asamoto et al.,l99l),
- dans des cellules musculùes lisses d'origine humaine (Moreno et al.,1993).

La phosphorylation de la connexine 43 n'intervient donc pas systématiquement dans

la régulation des GJIC
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IIT. Liens entre la transformation morphologique et loinhibition des GJIC dans les

cellules Sm.

Les HPPs inhibent les communications intercellulaires et induisent la transformation
morphologique des cellules SHE. Les quatre substances que nous avons utilisées, présentent

néanmoins des profils d'action différents, en effet :
- le clofibrate induit la transformation morphologique et l'inhibition de

communications intercellulaires des cellules SIIE à des concentrations comparables, de
I'ordre de 100 à 200 pIvI,

- de même, le MCP agit à partir de 50 à 100 pM sur les deux critères,
- par contre, les concentrations de DEHP et de MEIIP qui sont actives sur le

processus de transformation des cellules SFIE sont plus faibles (25 pM) que celles qui

inhibent les GJIC (200 pM).
Il semble, sur la base de ces résultats obtenus pour des ganrmes de concentrations

très diftrentes, que l'inhibition des GIIC et I'induction de la transformation morphologique
par les HPPs dans les cellules SIIE soient des phénomènes indépendants.

L'étude effectuée par Mikalsen et Sanner en 1993 vient appuyer cette conclusion :
ces auteurs ont effectué des essais de microinjection de jaune de Lucifer dans des colonies
de cellules SFIE traitées par la dieldrine, le vanadate, le TPA et le DEHP. Il ressort de cette
étude que la dieldrine inhibe totalement le transfert de colorant sans augmentation de la
transformation morphologlque, alors que le vanadate, bien que transformant, n'a aucun effet
sur les GJIC. D'autre part, le TPA (160 rM) et le DEHP (77 pNf) inhibent les GJIC
d'environ 30olo aussi bien dans les colonies normales que dans celles présentant un
phénotype transformé. Mkalsen (1993) a aussi montré que les cellules transformées ne
présentent pas de GJIC sélectives. En effet, les cellules incluses dans des colonies
transformées communiquent autant avec les cellules nourricières, avec les cellules normales
ou avec les cellules transformées avoisinantes.

L'inhibition des GJIC n'est donc pas nécessairement corrélée au phénotype

transformé dans les cellules S[IE.

Il est néanmoins évident que I'isolement des cellules de leur environnement les
soustrait à l'influence régulatrice des cellules voisines et peut favoriser leur évolution vers le

stade néoplasique. La capacité d'une substance à inhiber les communications intercellulaires
ne peut qu'aggraver son pouvoir transformant : l'inhibition des communications
intercellulaires wa les jonctions "gap" n'est pas nécessaire à I'induction de la transformation
morphologique, mais elle la favorise probableme{t:

L'étude des communications intercellulùes semble donc, tout autant que l'étude de
la transformation morphologique, indispensable dans le cadre de la détection des
potentialités cancérogènes des substances chimiques.
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Ce travail s'inscrit dans le cadre de l'étude de la cancérogénèse par mécanismes

épigénétiques et de la détection in vitro des cancérogènes non-génotoxiques. Nous avons

étudié tout particulièrement deux critères :
- la transformation morphologique des cellules SIIE,
- l'inhibition de la communication intercellulaire via les jonctions "gap",

dans le but d'évaluer leurs capacités à mettre en évidence les potentialités cancérogènes des

agents chimiques.

L'étude a porté sur quatre substances appartenant à la catégorie des proliferateurs de

peroxysomes hépatiques (tIPPs), cancérogènes chez le rongeur, mais non-génotoxiques :
- le clofibrate et son analogue structural plus actif in vivo,le méthyl clofenapate

(McP),
- le di(2-éthylhexyl)phtalate (DEHP) et l'un de ses métabolites majeurs, le mono(2-

éthylhexyl)phtal ate (I\æIf ).

Nous avons successivement étudié (i) l'influence des conditions expérimentales sur

le pouvoir transformant des quatre HPPs vis-à-vis des cellules d'embryon de hamster Syrien

(SID), et (ii) l'effet de ces quatre composés et du TPA sur les communications

intercellulaires dans les cellules SIff, et V79, ainsi que sur la phosphorylation et la

localisation de la connexine 43.

Nous avons montré que la transformation morphologique des cellules SRtr''

constitue un bon critère pour la mise en évidence in vitro du potentiel transformant des

HPPs. Certains facteurs expérimentaux susceptibles d'influencer la réponse obtenue en

jouant sur la biodisponibilité ont été identifiés. Il est apparu que le pouvoir transformant des

HPPs pouvait être détecté avec une meilleure sensibilité par le renouvellement du milieu en

cours d'essai et par I'utilisation d'un milieu de pH 7,0.

Un pH plus acide (pH 6,7) peut aussi améliorer la sensibilité, mais la détection de I'activité

transformante des HPPs n'est pas systématique à ce pH. Par ailleurs, la lecture des tests

réalisés avec un milieu acide est plus difrcile qu'à pH 7,0.

Les résultats de notre travail nous amènent à suggérer une stratégie pour la

détection des substances cancérogènes : il s'agirait en premier lieu d'effectuer plusieurs

applications de la substance testée sur les cellules SIIE à pH 7,0 ; et, en cas de réponse

négative, d'utiliser le protocole d'initiation/promotion de manière à augmenter la sensibilité

du test.
Le protocole d'initiation/promotion doit ê1r.e recommandé. Ce protocole est basé sur

le traitement séquentiel des cellules par la substance testée et un cancérogène modèle utilisé

à faible concentration. Cette méthode facilite la mise en évidence des potentialités

cancérogènes par la détection des effets d'interaction entre composés ; elle permet aussi une

approche mécanistique de l'action spécifique des substances étudiées. Ce protocole conduit

à des taux de transformation souvent élevés et met en évidence des interactions entre

cancérogènes génotoxiques etlou non-génotoxiques.
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L'étude des GJIC par transfert de colorant ou à l'aide de l'essai d'inhibition de la
coopération métabolique constitue également un critère de cancérogénèse intéressant pour
l'étude de la transformation néoplasique.

L'inhibition des GJIC par les HPPs, mise en évidence par transfert de jaune de
Lucifer, est rapide et transitoire dans les cellules SFIE et V79. L'inhibition de la coopération
métabolique des cellules V79 nécessite des concentrations plus élevées que pour les cellules
SIIE.

Nous avons évalué si I'inhibition des communications intercellulaires par les HPPs
résultait d'une action sur le profil de phosphorylation ou sur la localisation de la connexine
43 présente dans les deux systèmes cellulaires.

Ces travaux ont montré que les HPPs n'agissent pas sur le profil de phosphorylation
de la Cx43 dans les cellules SIIE et V79. Hormis le MEHP, ils n'affectent pas la localisation
cellulaire de cette connexine. La disparition totale du signal immunofluorescent de la Cx43
après exposition des cellules au MEHP nous a conduit à l'hlpothèse d'un changement
conformationnel de la molécule de Cx43. Cette modification peut conduire au masquage des
épitopes reconnus par les anticorps.

Des études réalisées parallèlement sur le TPA ont montré une forte inhibition des
GJIC dans les deux types cellulaires. L'ester de phorbol provoque également la disparition
du signal immunofluorescent de la Cx43 dans les cellules SIIE et Y79. Par contre, le TPA
modifie le profil de phosphorylation de la Cx43 uniquement dans les cellules V79. Ces
résultats nous ont amenés à la conclusion que d'autres connexines que la Cx43 pouvaient
être impliquées dans le caractère fonctionnel des GJIC des cellules SFIE.

Compte tenu du caractère transitoire de I'inhibition des GJIC par les HPPs et des
concentrations élevées auxquelles elle se produit, il nous semble peu probable que
l'inhibition des communications intercellulaires intervienne dans l'induction de la
transformation morphologique des cellules SIIE par ces substances.

Les essais de *ansformalion cellulaire et d'inhibition des communications
intercellulaires ont été proposés pour la détection des cancérogènes, Les résultats de
cette étude contribuent à valider l'utilisation de ces méthodcs alternatives dans le cadre
dtt "screening" des substances cancérogènes

Les perspectives ouvertes par ce travail 5ont multiples et concernent à la fois les
proliferateurs des perolysomes hépatiques, la transformation cellulaire et les GJIC.

Pour expliquer les effets des IIPPs observés au cours de cette étude, il serait
intéressant de déterminer si les cellules SIIE que nous avons utilisées expriment le PPAR.

D'autre part, l'étude de l'implication des proto-oncogènes et des gènes suppresseurs
de tumeur dans la transformation cellulaire ; de même que l'étude des relations entre les
mécanismes apoptotiques et la transformation cellulatre in vitro, pounuent permettre de
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clarifier certains aspects du mécanisme conduisant à la transformation morphologique des

cellules.
Nos connaissances sur la régulation des communications intercellulaires via les

ionctions "gap" pourraient être approfondies par la recherche, dans les cellules SÉIE et V79

des connexines autres que la Cx43, ainsi que par l'identification des sites de phosphorylation

présents et des perturbations provoquées par les cancérogènes.
Ces études, associées à des recherches pratiques visant à identifier et à contrôler les

substances protéiques présentes dans les sérum utilisés, nous apporteraient des

renseignements plus précis sur les mécanismes impliqués dans le processus de

cancérogénèse.
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The Syrian hamster embryo (StD) cell system was used to
evaluate the ability of two hepatocarcinogenic structurally
related peroxisome proliferators (PPs) to induce motpho-
logical transformation (MT) of SHE colonies and to inhibit
gap junctional intercellular communication (GJIC). Clo-
fibrate and methyl clofenapate (MCP), which was shown
to be a more active PP and a more potent carcinogen
in vîvo than clofibrate, were compared. MCP appeared
slightly more active in vitro than clofibrate in affecting MT
and GJIC of SIIE cells. The morphological transformation
of SIIE colonies was induced by 50 ttM MCB against
100 FM clofibrate. Moreover,50 ttM MCP potentiated the
transforming effects of both benzo[a]pyrene and l2-O-
tetradecanoylphorbol-13-acetate. The inhibition of GJIC'
measured by transfer of lucifer yellow, was transient
and occurred at concentrations inducing morphological
transformation. MCP inhibited dye transfer at 50 1M and
the inhibition lasted up to A h at 100 ;rM. Inhibition of
communication lasted only 4 h ndth clofibrate and occurred
at a higher concentration (175 ltM). This study showed
that both the SIIE cell transformation and dye transfer
assays were able to display the different activities of the
two PPs, even though the difference in potency observed
was smaller than ln vîvo. lt also revealed interactions
between non-genotoxic carcinogens and the ability of the
SIIE cell transformation as;say to detect these combined
effects.

Introduction

Peroxisome proliferators (PPs*) are chemicals which induce
hepatomegaly and peroxisome proliferation in rodents (1,2).
These chemicals include structurally diverse compounds such
as phthalate ester plasticizers and hypolipidemic drugs (2).
The oral administration of PPs in long-term experiments
resulted in hepatocellular carcinomas in rats and mice (2-5).
Hepatic PPs were considered as a class of non-genotoxic
carcinogens (3), since a direct interaction with DNA could not
be shown. In addition, no positive results could be registered
when PPs were tested în vîtro for their genotoxicity (4,6).

*Abbrerfadons: PPs, peroxisome proliferators; PPA& peroxisome
proliferator-activated receproç SHE, Syrian hamster embryo; MCP, methyl
clofenapue; MÎ, morphological transformation: GJIC, gap junctional inter-
cellular cornmunication; BaP, benzo[a]pyrene; TPA, l2-O+etradecanoyl-
phorbol-13-acetate: LY, lucifer yetloq DMSO, dimethylsulfoxide; DMEM.
Dulbecco's modified Eagle's medium; PBS, phosphaæ-buffercd salinei CE,
clonirg efficiency; PKC, protein kinase C.

@ Odord University Press
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A wide range of PPs have been studied in order to establish
the potential relationship between peroxisomal proliferation
and hepatocarcinogenicity. An early hypothesis was that eleva-
tion of peroxisome-generated H2O2 could damage critical
cellular molecules, including DNA (2,7). Other authors sug-
gested that the hepatocarcinogenic action of PPs could be
due to their mitogenic activity and their ability to promote
spontaneously formed preneoplastic lesions (8). PPs were
more recently shown to act through the nuclear peroxisome
proliferator-activated receptor @PAR), whose role still remains
to be elucidated (9). A haPPARy has recently been isolated in
the hamster (10).

Besides their mechanism of toxicity, the problem for such
non-mutagenic compounds is the search for in vitro models to
investigate some of the properties involved in their carcino-
geniciry in vivo. In the present sildy, we evaluated the
predictive capacity of an liz vl'tro system using Syrian hamster
embryo (SIIE) cells to detect the carcinogenic potential of
clofibrate and methyl clofenapate (MCP), nvo PPs hepatocarci-
nogenic in the rat (7,11). Two end poins were investigated,
morphological transformation (MT) of colonies and inhibition
of intercellular communication.

The SFIE cell MT æsay, which uses early passage normal
diploid cells, is assumed to closely mimic some of the first
steps of the carcinogenic process occurring in vivo (12-18).
The SHE model has been shown to detect genotoxic as well
as non-genotoxic carcinogens (12,16,19-21). The SHE cell
transformation assay is one of the few primary cell transforma-
tion systems in use (22).

Gap junctional intercellular communication (GJIC) is
important for the maintenance of tissue homeostasis and
differentiation, and both positive and negative growth regu-
latory signals have been shown to pass through gap junction
channels (23). Many tumor promoters or non-genotoxic carci-
nogens inhibit GJIC (24). The relationship between MT and
inhibition of GJIC was clearly demonstrated in the BALB/
c3T3 system (25,26), however, the results obtained on SIIE
cells are more conflictrng Q7-29).

Clofibrate and MCP are two structurallv related PPs which
were initially developed for the tt .t*"ni of hyperlipidemia.
It has been shown in vivo that MCP is more effective than
clofi brate in inducing hypolipidemia, peroxisome proliferation
(30) and hepatocarcinogenesis (7). Indeed, Reddy et al. (7)
showed that 1000 p.p.m. MCP daily administered to F344 rats
induced 1007o liver tumors after 75 weeks, while 5000 p.p.m.
clofibrate were needed in rats to obtain the same response,

*907o tumor incidence (31). Clofibrate has been shown to
induce SHE cell transformation (32,33).-In contrast, MCP has
not been tested lil vitro. We compared the tansforming
potencies of clofibrate and MCP to evaluate if the SIIE cell
transformation assay was able to detect în vitro the higher
potency of MCP in inducing carcinogenesis în vivo. The effects
of clofibrate and MCP on GIIC of SIIE cells were also
evaluated in order to study the relationship between MT and
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clofibrates 2- (pcbloroph€Doxy) -2-a€tttylproplonic acid
etbyl êster

(27) by the microinjection ofLY (lOVo in 0.33 M lithium chloride) into single
cells using a Narishige (Iokyo) micromanipulator connected ro an inverted
pbase contrast microscope Gvff.2; Olynpus). The capillaries (prepared wirh
a vertical puller) entered a c€ll close to the nucleus and ùe dye was injected
Frve minuæs after injection, the cells were fxed with 27a formaldehyde in PBS.

Spreading of LY was observed under ûuorcscence and the number of dye-
coupled cells was counted; 33 to 105 injections were carried out per
treatment group.

Student's t-test was used for statistical analysis.

Results

SHE cell morphological transfonnation
Clofibrate and MCP were tested in three independent experi-
ments at concentrations ranging from 50 to 150 pM. At higher
concentrations a cytotoxic effect was observed.

Clofibrate applied alone at 100 and 150 pM increased the MT
of SHE colonies. A significant increase in the transformation
frequency, reaching 0.7Vc, could be observed at 150 1rM
clofibrate in the medium applied for 6 days without renewal.
After two applications of clofibrate, a transforming frequency
of 0.7Vo was obtained at 100 pM; at 150 pM the increase in
MT colonies rvas not statistically significant (Table I). After
three applications of clofibrate, the transformation frequency
was 0.6Vo at 100 1rM; it was not statistically significant at
150 !rM, in spite of an increased number of transformed
colonies at this concentration. The number of MT colonies
induced by BaP or TPA was not enhanced by the co-treatment
with clofibrate,.whatever the concentration, under the experi-
mental conditions used.

A single application of MCP increased the transformation
frequency up to 0.87o at 100 ;tM. After a second and third
application, the percentage of transformed colonies was 0.5
and 0.77o respectively at the same concentration (Iable tr).
When the medium was renewed on days 3 and 5, a significant
increase in MT colonies was registered at 50 pM MCP and
followed a dose+ffect relationship. MCP potentiated the
transforming effects of both BaP and TPA. MT of SÉIE
colonies was significantly induced when BaP-initiated cells
were exposed to 50, 100 and 150 pM MCP; the transformation
frequency increased to 3, 2.4 and, 3.4Vo respectively. The
transforming effects of the phorbol ester were also significantly
potentiated when cells were sequentially exposed to 50, 100
and 150 pM MCP (24 h) and TPA (6 days).

ln conclusion, MCP appeared to be a more active trans-
forming agent than clofibrate and was able to interact with
both genotoxic (BaP) and non-genotoxic (TPA) chemicals.

Int e rc el lular comnnmi c ati on
Clofibrate was tested from'150 up to 250 UM and applied for
5 min to 24 h periods (Figure 2). Concentrations of chemicals
used in the intercellular communication assay were higher
than in the transformation assay, because the incubation times
were shorter and the chemicals were added to a confluent
monolayer of cells instead of cells at clonal density.

Exposure ofSHE cells to 150 pM clofibrate did not induce
any significant decrease in communication. With 175 pM
clofibrate during a 5 min period we observed a strong decrease
irrthe number of communicating cells. However, after 15 min
ûeatment; GJIC was almost fully normalized. At 200 pM, the
inhibition lasted longer, but intercellular communication again
reached the control level after 120 min. Using 250 pM
clofibrate, recovery rvas only partial after 120 min (results not
shown). Whatever the dose used, the communication level was
noruralized after 4 h treatment.

cHs ̂
l t l

o cc '
| \oczus
CHs

îooo
occ

jr.to cx.

t{cP : 2 ( 4' chlorot l, 1' biphenyl ( -4-y1 ) oxyl -2 -ngÈhyl } Propaloic
acl.d aethyl ester

Fig. l. Molecular structures of clofibrate and MCP.

intercellular communication for these substances. Clofibrate
and MCP have previously been poorly investigated for GJIC;
the only models used were V79 cell lines for MCP tested at
very low concentrations (34) and initiated keratinocytes for
clofibrate (35).

Nlaterials and methods
Chemicals
Clofibrate (Figure I ), benzo[a]pyrene (BaP), l2-O+etradecanoylphorbol-13'
acetate (TPA) and tucifer yellow (LY) were purchased from Sigma (Saint

Quentin Fallarier, France). MCP (Figure l) was a gift from J.Ashby (7-eneca
Cenrat Toxicology Laboratory, LJK). The chemicals were dissolved in
dimethylsulforide (DMSO) and diluted with culture medium just before use.
DMSO was used at a final conceilration of 0.2Vo (vlv), which has been shown
not to affect the cell response.

Cell culture
Primary cell cultures of Sldan hamster embryos at 13 days gestadon were
prepared and cryopreserved in liquid nitrogen as described by Pientz et al.
( 16) and modified by Elias et al. (36). All viscera including the liver, were
removed before trypsinization of the tissues. The cells were grown in
Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; Gibco) supplemented with
l57c fetal calf serum (Hyclone), 2.2 gI NaHCO3 at 37oC in a l07c CO2,
humidified atmosphere.

Ampoules containing cryopreserved cells were used as sock culrures for
the ransformation and the dye transfer assays.

SHE cell transformation assa;-
The transforming effect of clofibrate and MCP (both 5O-150 pM) were studied
in three series of assays according to the procedure described previously
(19,37,38). Briefly, a feeder layer of 4-6xld X-irradiated (5@0 rad) cells
sere seeded in 2 ml complete medium (pH 7) on 60 mm Peri dishes
(Corning;. The next day, 150 target cells in 2 ml medium were seeded on the
feeder layer. Tbe cells were treated 24 h later. Three procedures were used to
evaluate the transforming effects of clofibrate and MCP on SHE cells as
decribed by Bessi et al. (39): (i) treament with ttre tested chemical applied
alone for 7 days (the medium could be renewed on days 3 and 5): (ii)
sequendal treaunent with the tested chemical on day I for 24 h. follosed by
a 6 day exposure to 0.16 FM TPA (medium renewed on days 2 and 5); (iii)
sequendal ûeatment rvith 0.4 pM BaP on day I for 24 h. followed by a 6
dry exposure to the tested chemical (medium renewed on days 2 and 5). Ten
dishes were used per treatment group. Or day E, plates were wæhed wirh
phosphate-buffered saline (PBS). cells were fixed with absolute ethanol
and stained çith l07a aqueous Giemsa. Colonies were scored under a
stereomicroscope for cloning efûciency (CE) and MT. MT colonies were
defined as cotonies exhibiting an extensive criss-crossing and multi'layered
grourh panern of the cells. Each dish was coded and scored blind.

Stadstcal analyses were by the 12 test-

\z transter assas-
Cetts rvere seeded in 30 mm Peui dishes (Corning) at a density of 0'75-
lxld ce[s/dish. Two or three days tater, the cells forming a confluent
monolayer were exposed to the test chemical. After 5 min to 24 h exposure,
ûre levet of interceltular communication was measured as described previously
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Ibbte L Effecr of clofibrate on cloaing efficiencl and morphological transformation of SHE cells at pH 7

Trearment (pM) Medium rcoewal Cloning efficreacy (%) Transformed colonies

(a) Clofibrate
0

50
l@
150

0
50

100
150

0
50

100
150

O) BaP + clofibrate
0 . 4 + 0
0.4 + 50
0.4 + 100
0.4 + 150

(c) Clofibrate + TPA
0 + 0.16

50 + 0.16
100 + 0.16
150 + 0.16

BaP
4

BaP + TPA
0.4 + 0.16

None
None
None
None
Day 5
Day 5
Day 5
Day 5
Days 3 and 5
Days 3 and 5
Days 3 and 5
Days 3 and 5

Days 2 and 5
Days 2 and 5
Days 2 and 5
Days 2 and 5

Days 2 and 5
Days 2 and 5
Days 2 and 5
Days 2 and 5

None

Days 2 and 5

ut432
4^431
3lt5t7

tul37l
vt687
ur599

l0/1528
4t1552
3^U2
u1652

l0/178E
7n8t4

fin294
7n@6
5DEg
3t947

24t347
l0/l lEl
2u1082
rotr2t2

8tu2

26n55

0.1
0.3
0.2
0.7b
0.t
0.1
0.?b
0.3
0.2
0.1
0.6b
0.4

0.9
0.6
0.5
0.3

32
32
v
3 l
38
36' 3 4

35
4l
37
q
N

29
24
22
2L

30
26
24
27

l4

t7

1.6
0.8
1.9
l . l

l .2b

3.4b

(a) Trearnent with one, rwo or three applications of cloûbrate alone; (b) sequential treâtnent with Bæ (0.1 Plv! for 24 h followed by two applications of
clofibrare on days 2 and 5: (c) sequential trearment with clotbrate for 24 h followed by wo applications of TPA (0.16 ttM) on days 2 and 5.
Î.{umber of transformed colonieVtotal number of colonies.
Walues signiûcantly different from their respective control (P < 0.05).

MCP was applied at 25-200 pM for periods ranging from
15 min to24h (Figure 3). MCP showed an inhibiting effect
on dye transfer during the first 30 min of exposure from 50
ttM MCP; inhibition of intercellular communication partly
persisted after 60 min treatment. GJIC remained significantly
lower than the control after 24 h treatment at 100 and 200
pM. No inhibition of GJIC was observed at the lowest
concentration tested (25 pM; results not shown). MCP inhibited
GJIC at lower concentrations and for longer periods than
clofibrate and could thus be considered as more effective.

rù/e also tested longer treatment times (48 and 72 h) using
growing cells instead of a confluent monolayer with doses
ranging from 50 to 200 trM MCP and 175 to 250 pM clofibrate
without obtaining any significant inhibition of communication
(resuls not shown).

Discussion

Clofibrate induced MT of SFIE cells in this study when applied
alone for 7 days at 100 tt-M. This is consistent with results
obtained by Mikalsen et al. (32) and Sanner et al. (33), who
observed positive responses with clofibrate using a procedure
equivalent to our two applications of clofibrate alone. The
authors obtained a transformation frequency of l7o (0.257o in
the control) with 50 pM clofibrate (corresponding to the
therapeutic plasma concentration). In our study, negative results
were obtained at pH 7 when clofibrate followed BaP exposurc.
These results are not in agreement with those of Mochizuki
et al. (4O), who showed a promoter-like activity of clofibrate;
the chemical markedly enhanced the incidence of hepatic

tumors induced in F344 rats by diethylnitrosamine (40 p.p.m.
in the drinking water for 5 weeks) when the rats were fed a
diet containing 0.1 or 0.25Vo of clofibrate for 19 weeks. In
previous experiments carried out in DMEM at pH 7.35, a
significant increase in the MT frequency could be obtained
when clofibrate was applied to SFIE cells at 25-200 pM either
alone or sequentially before TPA (41). The difference in the
pH of the media used (7.35 or 7) may have influenced the
bioavailability of clofibrate and consequently is quantitative
effects.

MCR which induced MT at 50 pM, displayed a slightly
higher transforming potency than clofibrate. In contrast to
clofibrate, MCP was able to potentiate the ransforming effects
of bottr BaP and TPA in our system. The positive effects
observed in the sequential Eeatment MCP-TPA could suggest
an initiatorJike activity of MCP. It is unlikely that MCP is an
initiator, as concluded by Lefewe et al. (42), who could not
demonstrate is genotoxicity using Muta mouse and Big Blue
transgenic mice. Ratheç an interaction between MCP and TPA
Ieading to effects increasing MT can be evoked. Indeed, Bessi
et al. (39) demonstrated that the SHE cell transformation assay
could reveal interactions between non-genotoxic carcinogens

* 'such as chlordane and TPA. The authon explained the syner-
gistic effects on MT by activation of protein kinase C (PKC)
following sequential exposureto chlordane and TPA. Chlordane
was shown to induce PKC in a calcium-dependent manner
(43). The same mechanism could be hypothesized with MCR
since Shackleton et al. (44) have shown that stucturally
diverse PPs increased the cytosolic free calcium concentration
through the redisribution of different intemal calcium pools.
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IL Effect of MCP on cloning efficiency and morphological tranformation of SHE cells at pH 7

GI'O Medium renewal Ooning efEciency (7d Transformed colonies

Ratiog

MCP
0

50
100
150

0
50

l@
150

0
50

r00
150

0 . 4 + 0
0.4 + 50
0.4 + l@
0.4 + 150

BaP + MCP

None
None
None
None
Day 5
Day 5
Day 5
Day 5
Days 3 and 5
Days 3 and 5
Days 3 and 5
Days 3 and 5

Days 2 and 5
Days 2 and 5
Days 2 and 5
Days 2 and 5

Days 2 and 5
Days 2 and 5
Days 2 and 5
Days 2 and 5

None

4n47
71t239
vl0t3
ut0po
ut698
4^t57
6/1180
7tr25l
3trE32
7n226
9t1332
9m4r

13l1297
26t877
2319il
3A$2

23t1336
33/1038
4uE0/.
39/85s

8t629

26n51

32
28
23
24
38
26
2it
28
4l
27
30
25

29
20
2 l
2L

30
23
l8
l9

t4

03
0.6
0.8
0.4
0.1
0.3
0.5
0.6
0.2
0.6
0.7b
0.Eb

1.0
3.d
2.4b
3.4b

t.7
3.2b
5.lb
4.6b

l3b

35b

MCP + TPA
0 + 0.16

50 + 0.16
100 + 0.16
150 + 0.16

+ TPA
0.4 + 0.16 D a y s 2 a n d i  1 7

Trcatment with one, rwo or three appliçations of MCP alone: (b) sequential treatment with BaP (0.4 pM) for 24 h followed by two applications of MCP
days 2 and 5; (c) sequential treatment $,iù MCP for 24 h followed by two applications of TPA (0.16 pM) on days 2 and 5.
rmber of Eansformed colonieJtotal number of colonies.

significantly different from their respective control (P < 0.05).

exposure time (hrs) to clofibrate

2. Effect of (A) l5O (À) 175 and (x) 200 pM clofibrate on FIg. 3. Efrect of (O) 50, (tr) 100 and (x) 200 ttM MCP on intercellular
communication in pdnary SHE cells; I, DMSO-treated control. The data
are shown as Eeao t SEIvt, n = 31-105. Statistical sipificances compared
to unexposed cells (P < 0.01): 15 min at 50 pM; all exposure times at l00
and 200 1tM.

ular communication in primary SHE cells; I, DMsO-treated
The data are shown ali mean t SEM. n = 37-95. Statistical

compared witb unexposed cells (P < 0.01): 5 min at U5 pM;

Êl
o

Ë
t5
.3
â
E
o
o

o
k
6

E

mi4 15 min and I h at 200 ttM.



It is difficult to explain the synergistic effects of MCP and
BaP by a mitogenic activity of MCB though is mitogenicity
has been demonstrated in vivo in rat liver (4547).Indeed, no
increase in the CE of SIIE cells could be observed in our
experiments in the presence of MCP.

The higher transfonning potency of MCP compared with
clofibrate was paralleledby a longerinhibiting activity on GIIC.
Moreover, the threshold concentration decreasing intercellular
communication was 50 ttM MCP as against 175 ttM clofibrate.
These concenEations corresponded to those inducing MT of
SHE colonies (50 and 150 pM respectively). As calcium is
known to induce the closure of gap junctions, the hypothesis
of an increase in calcium concentration could explain 6oth the
inhibiting effect of MCP on GJIC and is synergistic effect
with TPA on MT. The 'calcium hypothesis' for the MCP-TPA
interaction and the PP-induced decrease in GIIC deserves to
be further investigated.

It might have seemed better to study GJIC on the colonies
formed at the end of the cell transformation assay in order to
establish more closely the relationship between MT and GJIC.
In addition to the difficulty of the measurement iself, such a
study appeared useless to us when considering the rapid
recovery of GJIC within 48 h after a clofibrate or MCP
application. Though the inhibition is short, it may nevertheless
have some consequences on cell homeostasis and on cell
transformation, especially in dividing cells within SHE
colonies.

Besides the 'calcium hypothesis', other mechanisms could
be proposed to explain the inhibition of GIIC in SHE cells by
the two PPs: (i) an effect on the structure and function of
connexins; (ii) a disnrrbance of the fluidiry of the membranes
by the lipophilic compound; (iii) an increase in the phosphoryla-
tion of connexins. The last two hypotheses seem unlikely to
us. First, because internalization of the rwo PPs into the
membrane is not sufficient by itself to inhibit GJIC, since
other lipophilic compounds did not systematically inhibit GIIC.
Second, because the pattern of inhibition of GJIC induced
by TPA, which is known to strongly decrease GJIC by
phosphorylating connexins, is very different from the pattern
obtained with clofibrate and MCP. TPA displayed its inhibitory
effect on SIIE cells after a latency of 30 min, the time required
for phosphorylation of connexin 43 (48).

The effects of clofibrate on intercellular communication
have only been studied by Jansen and Jongen (35). These
authors used primary mouse keratinocytes initiated by
dimethylbenzanthrene (3PC) and treated with clofibrate at
doses ranging from 210 pM to I mM. Inhibition of GJIC,
already frrlly achieved after 7.5 min, could be observed from
210 pM. The authors explained this inhibition by the production
of reactive oxygen species in the peroxisomes oxidizing
membrane lipids, thereby influencihg membrane fluidity and
subsequent gap junction plaque stability. In our opinion, this
hypothesis cannot explain the effecs of clofibrate in SHE cells
because this would imply that peroxisome proliferation, which
increases p-oxidation and leads to overproduction of H2O2,
(rccuni immediately after the application of clofibrate and in
<5 min. Peroxisomal proliferation would require more time.
Moreover, clofibrate could not be shown to induce peroxisomal
proliferation when applied to SIIE cells for l-6 days at 206
ttM (49).Peroxisomal proliferation was observed in SIIE cells
exposed to 300 pM clofibrate only after addition of rat liver
microsomal fractions (50).'We 

evaluated the effects of clofibrate and MCP on metabolic

Peror{some prollferators, morphologlcal transformadon and GJIC

cooperation in the V79 cell line according to the classical
procedure described by Yottt et al. (51). Inhibition of comnun-
ication was obtained at very high clofibraæ concentrations
(400 pM; results not shown) and again at lower concentrations
of MCP (50 tM). Trosko et al. (34) obtained negative results
when testing MCP on V79 cells at a very low dose (1.6 pM).

The effect of MCP and clofibrate on V79 cells after 72 h
exposure may be explained by an action on the synthesis of
'connexins,: whereas in SIIE cells the immediate and transient
effect observed is more likely due to reversible conformational
changes of the gap junctions. A transient binding of the two
compounds on or in the proximity of the connexons is possible.

MCP is a closely related hypolipidemic analog of clofibrate
and on an equivalent weight basis, this compound appeared
to be more effective than clofibrate in inducing hypolipidemia.
peroxisome proliferation (30) and hepatocarcinogenesis (7,3 l).

In the present study, we have shown that MCP was also
more efficient than clofibrate in:inducing MT and inhibiting
of GJIC in SHE cells, even though the difference in potency
is not as high as in vivo.

Further information gained from this study concerned the
amplified reslnnse in the co-treatments associating MCP wirh
BaP or to TPA, with consequences on cell homeostasis and
cell transformation. These interactions involving non-genotoxic
carcinogens.suggest that these.kinds of carcinogens, which
escape'in yitro screening for genotoxicity, can no longer be
neglected. This study also confirms that the SIIE cells system
is a useful model for in vitro detection of carcinogenicity.
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Absfract

We compared the ability of four hepatic peroxisome proliferators (EPPs) to induce

morphological transformation (ilff) in Syrian hamster embryo (Sm) cells under

different pHs (7.35, 7.0 and 6.7) and experimental conditions. \ile studied two

structurally related hypolipidaemic agents, clolibrate and methyl clofenapate (MCP),

one industrial plasticuer, di(2-ethylhexyl)phthalate (I)Em) and one of its primary

active metabolite in vîvo, mono(2-ethylhexyl)phthalate CUEHP). Different testing

procedures were used. The ffiPs were applied alone oncer twice or three times to

SIIT sslls. Sequential treatments with other carcinogens such as benzo(a)pyrene

(BaP) or l2-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate Cn'A) were also used to study

possible interactions. This initiation-promotion procedure was applied using a test

medium at pH 7.35 or 7.0. At pH 6.7, the cells were exposed once to the tested

compounds applied alone.

There seemed to be no systematic evolution of the response obtained when the pH

decreased. Indeed, while the transforming potency of clolibrate decreased when the

pH value decreased, structurally-related methyl clofenapate (MCP) was more potent

at acidic pH.I'n contrast to DEHP, MEm was nrore active at pH 6.7 than at pH 7.0.

The MT induction, resulting from the interaction between HPPs and BaP or TPA'

appeared pH-dependent and often higher at pH 7.35 than at pH 7.0.

This study confirmed thafi (i) pH actually inlluences SHr. s.ll response to HPPs' (ii)

repeated applications of the tested substance within the 7 days of the assay are more

efficient in detecting a transforming potency, (iii) the initiation-promotion procedure

constitutes a powerful tool to detect interactions involving non-genotoxic carcinogens.
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Abbreviations: Bf, benzo(a)pyrene; DEHP, ili(2-ethythexyl)phthalate; DMEIVI,

Dulbecco's modified Eagle's mediu4 DMSO, ilimethyl sulfoxitle; FCS, fetal calf senrm;

GJIC, gap junctional intercellular communioation; HPPs, hepatio peroxisome proliferators;

IJvtDMEIvf LeBoeuf modified DMEM; MT, morphological transformation; MCP, metlyl

clofe,napate; MEHP, mono(2-ethylheryl)phthalate; SIIE, Syian hamster embryo; TPA', 12-

O -tetr adecanoyl-phorb ol- I 3 - acet ate.



Introduction

Syriaû hamster embryo (SIIE) cells are early passage cells ofte,n used for the stuily of in

vitro chemical caroinoge,lresis. A close correlation was obtained betwee,lr the ability of

coryounds from different chemical classes to induce tumors in experimental animals and

ttre morphological transformation in SIIE cells (l-3). These cells are representative of

ohormal" cells since they are diploid, genetically stable, not tumorigenic and have metabolic

capabilities for the activation of some classes of chemical carcinogens (2-a). Some autlors

have shown that cells from morphologically-transformed -colonies progress towards

immortality, &d ultimately malignancy, with a significantly higher frequency than normal

colonies (4-8). Exposure to carcinoge,nic coryounds leads to morphologically transformed

grourttr characteristics that have rece,lrtly 6ssa linked to alterations in grourth factor

homeostasis (9) and to enzymatrc disturbances (10). The SIIE-cell:morphological

transformation assay is particularly relevant to evaluate the transforming potential of so

called 'hon-gerotoxic" carcinoge,ns that escape the in vitro screening procedures for

genotoxicity (ll,I2).

Dif[erent processes have been proposed for the SIIE cell transformation assay. The

differe,nces concem the pH and the modalities of renewal of the test medium iluring the

e4periment and treatment. The chemical can be tested either alone or combined with other

carcinogens. Coexposures or sequential exposures of SHE cells to the tested substances

with initiators or promoters have bee,lr recommended to detect possible interastions and to

increase the sensitivity of scree,lring (11- l3). The SHE cell transformation assay has recently

bee,n proposed as an OECD guideline for the testing of chemicals. As different protocols

can be used, it thus seemed worthwhile to investigate more thorouebly the influe,nce of

experime,lrtal procedures on the reqponse of SIIE cells to morphological transformation

(IVIT) induced eqpecially by non-ge,notoxic carcinoge,lrs.

This snuly was carried out with foru chemicals classified as non-genotoxic caroinogens. We

chose two stnrcturally related hypolipidaemic age,nts, clofibrate and methyl clofenapate

(MCP), one industrial plasticizer, ili(2-ethylhexyl)phthalate (DEIIP) and one of its primary

active metabolite invivo, mono(2-ethylhexyl)phthàate (MEIIP). These chemioals belong to

the group ofhepatic peroxisome proliferators (HPPs).

Prolonged administration of some HPPs has bee,n shoram to produce liver tumors in rats and

mice (14-17). Deqpite their hepatocarcinoge,nio activity, HPPs are inaotive in a wide range

of short-term assays for genrotoxicity in vivo and invitro (18-20) anil are thus considered as
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non-ge,notoxirc carcinogens. The transforming potencies of some HPPs hail already been

snulieil on SIIE cells (21-29), giving variable reqporxies depending on the experimental

conditions.

In this study, we atteryted to define the procedrues ulhich couftl iryrove the sensitivity of

SIIE cells to the transforming effects ofnon-ge,notoxio carcinoge,lrs such as HPPs. Different

protocols were used in order to determine whether these chemicals are active alone or in

combination with other carcinogenic zubstances. An initiation-promotion scheme was

applied, as recommentted by çfisursrrlinkov et al. (13,30,31), to evaluate their.combined

effects with a model initiator such as benzo(a)pyrene (BaP) and with the phorbol ester, 12-

O-tetradecanoyl-phorb ol- I 3 - acetate (TPA) as a mo del tumor promoter.

Morphological transformation assays were performed under differe,lrt pH conditions, at pHs

7.35,7.0 and 6.7. The standard procedure (medium at pH 7.35) was originally described by

DiPaolo (32), Chouroulinkov et at. (13,30,31) and Pienta et al. (2). pH 7.0 was later used

by several autlors (3,23,33,34), and pH 6.7 was recourmended more recently by Leboeuf e/

al. (35,36). The initiation-promotion procedure was canied out at pHs 7.35 antl 7.0. The

modalities of cell expo$ue, eitler in static or semi-static conditions, depenrling on the

renewal or not ofthe test medium druing the experiment, were also investigated at pHs 7.35

anrl 7.0. The test medium either remained rmchanged or was renewed once or twice during

the 7 days of exposure, these modalities correqponding to one, two or tlree applications of

the tested chemical at the concentration required.

Materials and methods

Chemicals

Clofibrate (CAS 637-07-0), be,nzo(a)pyrene (BaP, CAS 50-32-8), l2-O-tetadecanoyl-

phorbol-I3-acetate (TP.t CAS 16561-29-8), di(2-ethylhexyl)phthalate (DEHP, CAS ll7-

82-7') (Si.gma, Saint Quentin Fallavier, France), methyl clofe,napate (MCP, CAS 21340-68-

l, provided by J. Ashby, Zeneca Central Toxicology Lab., IIK), and mono(2-ethylheryl)

phthatate (MEIIP, CAS 4376-20-9, Interchim, Montluçon, France) were dissolved in

dimethyl strlfoxide (DMSO) anrl diluteal with culfire medium just before use. DMSO was

used at a final conce,ntation of 0.2%.
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Cell culnre

SHE cells were isolated from Syrian goftlen hamsters at l3-days of gestation using the

procedure previously described (2) and in aocordance witl the modifications suggestetl by

Elns et al. (6,7). Target as well as X-inadiated feeder cells were kept frozen in liquid

nitrogen. Target cells were thawed and cultured in media of different pHs (7.35, 7.0 or 6.7)

at least three days before the transformation assay was performed in the correqponding

medium-

Exp e r i me ntal gront th me di a

Three grourth media were used to evaluate the ability ofFIPPs to morphologically transform

SIIE cells. The pH of the medium were set at 7.35,7.0 antl 6.7. DMEM is the commonly-

used Dulbecco's modified Eagle's medhrm (Gibco, France). As shoram in table Io 3.7 or 2.2 g

NaHCOy'l were added to DMEM to reach pIIs 7.35 antl 7.0 respectively. The most acidic

pH (6.7) was obtained by the addition of 0.75 g NaHCOy'l to. LMDMEM medium"

LMDMEM is a DMEM medfurm modified by LeBoeuf et al. (34,35) with a reduced

conce,ntration of phenol reil (5 mg/l instead of 15 mg/f HyClone, USA). All media were

zupplementetl with l5o/o fetal calf serum (FCS, HyClone, USA).

SHE cell transformation assays

At pl{s 7.35 and 7.0 the transforming pote,ncy of the HPPs was stutlied according to the

procednre previously-described (ll,l2,2l). To summanze, lO0 to 300 target cells were

seeded on day 0 in 60 mm Petri dishes (Coming) onto a feeder layer of 60000 X-irradiated

SIIE cells (5000 Rad). The cells were treated24hrslater with HPPs applietl either alone (i)

or in an initiation-promotion scheme ([iii), using the following three procedtres: (i) the

tested. HPP was applied alone (a) onoe on day I without çfoanging the medium until day 8,

(b) two times by adding fresh medium containing tÏe same dose of HPP on days 1 and 3, (c)

three times by renewing the test medium on days 1, 3 and 5; (ii) the cells were exposed to

0.4 pM BaP for Z|hrs,the mediumwas the,n removed and replacetl by the HPP-containing

test medium whioh \ilas renewed on day 5; (iii) the tested IIFP was applied to the cells for

24 hrs and replaced by 0.16 pM T",t also reneweil on day 5.

On ilay 8, the medium \À'as remove{ the oells were washeil with phoqphate-buffered-saline,

fixetl in ethanol and stained ml0% aqueous Giemsa.

At pII 6.7,we followed the procedure described by LeBoeuf et al. (36). Briefly, 75 to 150

target cells were seeded onto 40000 feeder cells per dish. 66.t 24hrs, the tested HFP was
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applied antl the cells were grown for an additional 7 days without efuanging the medium

before they were washed" fixed and stained"

All the dishes were coded and blindty scored. Morphologically transformed colonies were

definetl as colonies exhibiting a multi-layered" criss-cross pattern of growtù throughout the

colony. The cloning efficiency was calculated as the number of colonies per dish/number of

target cells seedert x 100. The morphological transformation freque,noy was calculated as

the numiber oftransformed colonieVtotalnumber of colonies scored x 100.

The data prese,nted are pooled results obtained from at least three independent experime'nts

unless mentioned in tables and figures. As noted by LeBoeuf et al. (35), cellular and clonal

molpholory of untreated SIIE cells were different, depending on the pH of t.he medium

used.. As shoum in Figrue l, cells cultrued at pH 6.7 were more qpindle-shaped than at

highsl pHs (figrues la, lb antl lc).

Statistical arnlysis

The frequency ofMT frompooled data sets rvas coryared in treated and untreated cultures

with a nvo-sitled 26'test at tle levels of 5,2, I or 0.lo/o of significance. Treated cultures

were coryared to concurre,nt experimental controls.



Results

Traraforming effects of clofibrate

The tested conce,lrtrations of clofibrate rrrihen applietl alone ranged between 25 anrd 200 pM

at pH 7.35 and between 50 antl 150 pM at ptls 7.0 anrl 6.7 (table n). At pIJ7.35, clofibrate

significantly increased the morphological transformation frequency after tlree applications

from 50 to 200 pM: the perce,trtage oftransformed colonies reaohed 2.5Yo at 50 pM. At pH

7.0, a significant effect was registered whe,n the chemical was applied once (at 150 pM),

rwice (at 100 pM) or three times (at 100 pM). Yet, the MT freque,ncy was much"lower than

at pH 7.35.

No induction in the morphological transformation frequency was registered in clofibrate-

treated cells at pH6.7 coryaredto DMSO controls.

In sequential treatme,lrts, no significant increase in the :morphological.transformation was

noted whe,n clofibrate was applied in BaP-treated cells, whatever the pH used (figure 2). In

contrast, MT frequency increased when TPA was applietl to cells prwiously treated by

clofibrate lor 24 hrs at pH7.35. A pretreatme,nt with 100 and 200 pM clofibrate, increased

the transformation freque,ncyto 4.3 anrl 5.0% respectively, as opposed to l.8o/o in the TPA-

treated controls (figure 3a). No interacting effests with TPA were ôbserved when

treatments were carried out at pH 7.0 (figure 3b).

Traruforming fficts of MCP

At pH 7.35 neither an increase in MT nor in cytotoxicity, as would be reflected by a

decrease in cloning efficiency, was observed following ex1ro$ue to MCP tested alone in the

rânge 25-200 pM (table Itr).

At pH 7.0, the transforming frequency of SIIE colonies signifiesnlly increased after tlree

applications ofMCP (from 100 pM).

At pH 6.7, MCP could not be tested at conce,lrtrations above zsptvI, due to a very high

cytotoxicity. A noticeable increase in the transformation freque,ncy (to 4.3%) was registered

whe,n the cells were e4posed to 5 pM MCP cg.ryareil with 2.2o/o in the DMSO-treated

controls. Yet, no dose-effect relationship was obtained.

Synogistic effects betwee,n MCP and BaP were registered in seque,ntial treafrents at pHs

7.35 and 7.0 (figrue 2). The effests were higher at pH 7.0 anil occured at all conce,lrtrations

tested: at 50 pI\[, MT freçrency reaohed 3.0o/o agam$ 1.O%mBaP controls.
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Interacting effects were also noted with TPA While MCP had no effeot alone ol MT in

SIIE cells at pH 7.35, the percentage of transformed colonies in sequential treatme,lrts

reached 3.0% \/fth f00 pM MCP versus 1.3% m TPA-treated controls (figure 3a). The

qnergistic effects with the phorbol ester were more pronounced at pH 7.0 and alreatly

detectable at 50 pM MCP virh 3.2yo MT frequency against l.7o/o m TPA controls (figure

3b),

Transfonning effects of DEHP

At pH 7.35, the transforming potency of DEHP rryas measured at.conce,ntrations ranFng

from 25 to 100 pM. A low but significant increase (0.9%) in the MT frequency was

obsenred whe,n the cells were treated once with 75 pM DEHP (table ID.

At pH 7.0, DEIIP induced a significant increase of the MT freque,ncy when it was applied

alone two (25 pM and above) or three times (25 anrl 50 pM). At the acidic pH (6.7), we

observed a strong cytotoxic effect at the highsst dose used (75 pM), deoreasing ûs slsning

efficiency from 37 to 23o/o. No enhanceme,nt of the MT frequency was-observed in cells

treated by 25,50 and 75 gtNI DEIIP at acidic pH (table fV). Lower concentrations (in the

range 1.6 to 25 pM) were also investigated giving negative reqponses (resrlts not shown).

Sequential exposures at pH 7.35 to BaP and DEIIP (100 pM) inoreased the transformation

freque,ncy of SIIE cells up to l.3o/o (figures 2a) comparetl with 0.4% in the control

No combined effect was registered with TPA (figure 3).

Transforming efects of MEHP

The transforming potency of MEHP \ilas measured at pHs 7.0 and 6.7 at conce,lrtrations

rangng from 50 to 150 pM and from 25 to 100 pM reqpectively (table V, figures 2b and

3b). At pH 7.0, no effest was registered after one application of MEIIP. Yet, MEHP

induced the morphological transformation of SIIE cells whe,n it was applied alone trruice (up

to 1.8% at 50 pM as opposed to 0.3o/o in the control) or three times (up to 2.7 and,3.6Yo at

100 anil 150 prM reqpectively coryared with 0.4% in the control).

At pH 6.7, MEIIP significantly induced the MT freque,ncyup to 3.8% in the 25 and 50 pM

MEHP-treated dishes coryared with 1.8% in AebVtSO-treated controls.

No interacting effeots with BaP or TPA were registered at pH 7.0 (figures 2b anil 3b).



l 0

Discussion

A summary of SIIE cell transformation by HPPs under differe,lrt experimental conditions is

prese,lrted in Table VI. Rezults showed that positive reqponses were registered wit.h every

HPP at pH 7.0, thougfu this pH did not correqpond to optimum sensitivity in every case.

Results of assays obtained after two applications of clofibrate, DEHP anil ME-HP at pH 7.0

were in agreement with those of Mikalsen et al. (23-25) who observed a significant

enhancement of the MT frequenoy from 50 pM clofibrate, 12 1tM DEIIP and 25 pM

MEIIP. We were able to confrm the induction of cell transformation at. 12 1rlÙl DEffp in

additional e4periments (results not shoram). DEIIP, the most thoroughly stutlied HPP, has

also been fognd to induce transformation in the SÉIE cell system by other authors using

either one (27,29) ortwo (23-25,28) applications ofthe coryound.

From the overall resrlts, it can be concluded that there'was no univocal:relationship

benveen pH and sensitivity of SHE cells to morphological transformation. No qystematic

enhanceme,lrt of tle transformation of SIIE cells treated by the HPPs alone occurred whe'n

the pH of tle medium was reduced from 7.35 and 7.0 to 6.7. Indeeil clofibrate induced MT

at pHs 7 .35 and,7.0, but not at pH 6.7 . Moreover, clofibrate was more poteilrt at pH 7 .35

and induced MT with a higher frequenoy than at pH 7.0. In contrast, MCP showed an

increasingly transforming pote,ncy whe,n the pH decreased. This discrepancy betwee'n

clofibrate and MCP was surprising since these two substances are two structural analogs

which should be expected to give similar results.

Likewise, DEHP and its metabolite MEIIP behaved differently at pH 6.7.ln contrast to

DEIIP, MEIIP was much more active at an acidic pH than at pH 7.0 where no positive

reqponse could be recorded after one application.

The differences registered with pH may be explained in part by the bioavailability of the

chemicals tested. Bioavailability of ionizable organic chemicals, such as the HPPs tested, is

known to be influe,nced by plt The pH vahre correqtonrling to the highest biological

activity may thus differ according to the chemical structure and pl(a. Yet, botl chemical and

cellular factors will influence ohemical uptake-and toxicity, and need to be considered

simultaneously.

The use of semi-static conditions, consisting in renewing the test medium severd times,

appeared to increase the sensitivity of SHE cells to morphological transformation This

factor influe,lrced cell reqponse as much as pH itself Whe,lr testing a chemical alone at the

optimal pIL the inorease in MT freque,ncy coryared to controls was ge,lrerally highsr rûen
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tle medium was re,newed ihuing the 7 ilays of exposure. The increase was always highly

significant after two renewals ofthe test medium (ie. three applications). Metabolization of

the test chemical by SI{E cells may explain that re,newing tle medium several times will

maintain the concentrations of the transforming age,nt above an effect thresholil during the

cell cycle and will thus improve sensitivity.

Some positive reqponses were recorded after a singls application of 75 pM DEHP at pH

7.35 and 150 pM clofibrate at pH 7.0, but were not highly significant. Yet, considering that

the MT freque,ncy of the correqponding controls (0% nd 0.lo/o rn DEffp and clofibrate

experime,lrts reqpectively) was lower than tle average of the MT'frequency generally

obtained in controls, these results could be considered as borderline and require caution

when interpretating them- Indee{ these rezults would not have been significant, based on

ttre average perce,lrtage of transformed colonies of DMSO controls which werc 0.17o/o and.

0.29o/o at pHs 7.35 and7.0 reqpectively.

The increase in transformation frequenoy was much highly significant'after seque'lrtial

ûeatments with BaP or TPA than when testing tle chemioal alone, as shonm particularly

with olofibrate and MCP. Pretreatment of cells with clofibrate or MCP ùring a 24 hrs

period clearly increased TPA efects. MCP applied on BaP-initiated cells also potentiated

the transforming effeots of this initiator. Syrergism was clear at pH 7.35 while MCP alone

was devoid of activity at this ptl The potentiating effect of DEHP on BaP-treated cells was

less pronounced.

The interactions between HPPs and the two model carcinoge,ns were generally observed at

pH 7.35. The influence ofpH may resrlt from the pH-dependelrt reqponse of each combined

compound. Bioavailability of BaP appeared highsl at pH 7.35. E4posure to 0.4 pM BaP

alone for 24brs led to l.l% oftransformed colonies at pH 7.35, coryared with 0.8% at pH

7.0. The higher percentage of transformed colonies at pH 7.0 with seque,lrtial treatments

MCPÆPA can also be explainsrl by the greater activity of MCP al rhis PIL as noted above.

It is worth no':ng that clofibrate did not enhance ttre transforming effects of BaP. Such a

result was also shoram with chlordane, a ohlorinated non-genotoxic carcinogen pesticitle

(12). This underlines that a non-ge,lrotoxic carcinoge,n does not necessarily potentiate the

efects of initiators or of every initiator. The lack of BaP/clofibrate interaction may be

discussed taking into account the results of Cattley et al. (37), who showed that in vivo

promoting activities of some HPPs (clofibrate anil Wy-14,643) are initiator depe'nde'nt.

Inileed" fewer oarcinomas were induced in F344 rat liver uihçn the initiator used was 2-

eminofluore,ne than rryhen it was iliethylnitrosamine.
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Clofibrate and MCP tested in sequential treatme,nts u,ith TPA (0.16 pM) e,nhanced the

tansforming effects of the phorbol ester. This suggests that interactions betwee,n non-

ge,notoxic carcinogens may have dramatic coruieque,îrces on cell transformation and must be

take,n into account as much as combined effects with initiators. As previously discussed

(I2,2L) the interactions betwee,n non-ge,notoxic caroinoge,ns, including HPPs, resuhing in

the enhancement of cell transformation may be e4plained by an increase of the cytosolic-free

calcium concentration leading to an activation of protein kinase C. A rynergism between

TPA and free calcium ions has already bee,n demonstrated (38,39) and HPPs were shoum to

induce Ca* release (a0). 'Y

The above results, which demonstrated tle power in carcinogen scree,ning of a seque,ntial

e4po$ue including an initiator or a tumor promoter, would te,nd to recommend an

initiation-promotion procedure in the Slfi,-cell transformation assay, as prwiously ailvised

by other authors (13,30,31). Yet, tlis procedure may not appear as easy as testing a

chemical alone. Moreover, the choice of the initiator or of the tumor promoter can also be

discussed.

Therefore, from a practical point of view, it is recommended to conduct morphological

transformation assays of SIIE cells with rqleated applications of the tested chemioal The

present results on HPPs argued for the use of pH 7.0. They also showed that an acitlic pII,

such as 6.7, dLd not ensure detection of transf,orming pote,ncy with a siryle experimental

procedure using one application of the test chemical In tle experime,ntal conditions we

used (batches of serum and cells), the transforming effects of both clofibrate and DEHP

were no longer expressed whe,n the pH of the medium decreased to 6.7. This is not in

accordance with the resrlts of LeBoeuf et al. (26) who found positive reqponses with both

clofibrate and DEHP at pH 6.7. Indee{ the positive response was obtained with 80 pglml

(330 pM) clofibrate which is much higher than the conce,ntration tested here. In contrast,

the transforming effects of DEHP were evaluated from 0.625 pyml (1.6 pM) to l0 Fglml
(25 pM) antl positive results were obtaineil with all conce,ntrations exce,pt the highest one.

We tested DEIIP in the range of 1.6 to 25 pM and ditl not fnd signifioant reqponses at pH

6.7.

LeBoeuf et al. (5,35,36,41,42) recomme,nded the use of acidic pf[ arguing that there $'as a

systematic inorease in both the sensitivity and the reproducibility of the assay when the pH

ofthemediumwaslowered. Theimprovement ofthe SllEtransformation assay's sensitinity

at a low pH may be meohanistically related to the decrease in gap junctional intercellular

commmication (GJIC) as shoumbyRuch et al. (43).
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It rnrst be noted that, in our case, colonies grown at an acidic pH (figrre lo) often hatl the

same morpholory as colonies treated by a transforming age,lrt at pH 7.0 or 7.35 (figrues

1d). The decrease of GJIC could explain the morphology of SHE cells culnued at a low ptl

This 'Tnjured" morphology may lead to a higher MT frequency in the DMSO-treated

controls at pH 6.7 (2.2%) compared with pH 7.0 (0.3%) uihen tle same criteria are used for

the scoring of transformed colonies.

One experime,lrtal factor which has not been considered here is the serum- Though serum of

the best quality is required for the cloning of earlypassage SIIE cells, discrepancies betwee,n

batches of fetal calf serum exist, depe,nding on their origin'and coryosition., The e4pression

of transformed colonies is dependent on the source of FCS (34,44-46) and the protein

factors contained in the serum (47) which probably vary qualitatively and quantitatively. As

long as \ re cannot i<lentify and control the active fastors included in different batches of

FCS, an inter-laboratory variability will still exist.

The aim sf this work was to evaluate the alterations in the transforming req)onses obtained

with HPPs on SF:IE, cells using differe,nt e4perimental.procedures. We can conclude that

repeated applications of the tested coryound allow us to ide,ntifr a transforming potential

more accurately. It is clear that pH actually influences the reqponse. Though pH 7.0

appeared appropriate to ensuxe detection of every chemical tested here, it would certainly

be unwise to generalize from this snrdy to chemical classes other than HPPs. We do not

refute the fact that one application of the tested coryound at pH 6.7 could offer

advantages. Thus a strategy consisting of a two-step procedure is ailvisable. During the first

step the compound could be tested alone, either at pH 6.7, or at 7.0 with repeated

applications. If negative results were obtained, a second step could be canied out using an

initiation-promotion procedure in order to increase performance. The initiation-promotion

protocol would also give some insights into the mechanisms of interactions which may

occur in the context of multiple exposure in life.
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Table I. pII, sodium oarbonate and phenol red concentrations ofthe test meditrmused.

pIf phenol red basal meditrm
(e/liter) (mg/liter)

7.35
7.0
6.7

3.7
2.2
0.75

l5
l5
5

DMEM
DMEM

LMDMEM
" pH values of the e4perimental medium were determined after equilibration of the medium
containing 15% senrm and incubation in a l0%o COzatmoqphere.
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Table VI. Summary of HPP
morphological tansformation
conditions.

conce,nùations inducing significant inoreases in
in SHE cells under different experimental

compound procedure

T
t
3'

BaPlb

+TPA"

pH

7.35 7.0 6.7

clofibrate 50-10G200

10G,200

150

100

100

1"

2^

3n

BaPrb

+TPA"

T
2^

3"

BaPrb

+TPAO

T
t
3"

BaPrb

+TPA"

100

10G200

100-150

50-100-150

5G100-150

MCP

DEHP

75

100

25-5U75

2s-50

NT

NT

NT

NT

NT

25-50

MEHP

50-l0G'150

10G,150

" chemical applied 1,2 ot 3 trmes to the cells as described in 'Materials and methods".
o exposure of the cells to 0.4 1rM BaP for 24brs followed by 2 applications of the correçonding HPP.
o ex1rczure of the cells to the indicated HPP for 24 brs folloured by 2 applications of 0. 16 pM TPÀ
- no induction of the trandormingfreçencyuihateverthe dose of HPPused
NT; not tested
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Fig. l. Photomicrographs (x 80) of normal SHE cell colonies ar pH 7.35 (a), pt{ 70
(b) or p[1 6 7 (c) and sHE cell colony transformed by 4 pM []ap at pFr 7.0 (d).
Arrowheads indicate feeder cells



Sequential treatment of SHE cells with 0.4 pM BaP (24h}
and HPPs (two aPPlications).
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Fig. 2. Transformation frequency (f) and cloning efficiency (!) induced by a
seque,ntial treatment of SIIE cells with BaP (0.4 pM) for 24 hrs followed by two
applications of the tested HPP at pH7.35 (a) orpH 7.0 (b). The results were obteined
from at least tlree independent experiments excspt for 25 pM DEHP at pH 7.35 (two
e;periments).
* Transformation frequency significantly different fromtle respective control
(* P <0.05; ** P <0.02' x** P <0.001).
The total number of colonies scored ranged from 694 to 1234 at pH 7.35 and from
438 ro 1460 at pH 7.0.

b.  pH 7.0



a. pH 7.35

Sequential treatment of SHE cells with HPPs (24 h) and
0.16 pM TPA (two aPPlications).
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Fig. 3. Transformation frequency (f) and cloning efficiency (!) induced by a

sequential treatment of SIIE cells witl the tested HPP for 24 brs followed by two
applications of TPA (0.16 pM) at pH 7.35 (a) or pH 7.0 (b). The results were obtained
from at least tlree independent e4periments except for 25 pM DEHP at pH 7.35 (two

experiments).
* Transformation frequency significantly different from the reqpective control
(*  P <0.05; **  P <0.01;:F**P <0.001).
Total nnmber of colonies scored ranged from 301 to 1052 at pH 7.35 md from 683 to
L347 at pH 7.0.
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STJMMARY

Effects of I2-O-ætradecanoylphorbol l3-acetaæ (IPA) and the hepatic peroxisome prolifera-

tors (HPPs) clofibraæ, methyl clofenapate (MCP), di(2-ethylhexyl)phthalaæ (DEIIP) and

mono(2-ethylhexyl)phthalate (MEIIP) were studied in nvo gap junctional intercellular com-

munication (GJIC) systems, metabolic cooperation in V79 cells and microinjection/dye transfer

in Syrian hamster embryo (SIIE) cells and V79 cells. TPA inhibited GIIC in both systems, but

was considerably more potent in V79 cells. SHE cells showed a rapid and transient inhibition

of GJIC after exposure to HPPs, with the maximal inhibition occurring at 5-15 minutes. The

tansient inhibition could be caused by metabotzatton of the compounds. Clofibrate and

MEIIP gave strong inhibition of metabolic cooperation in V79 cells at high concentrations,

while MCP and DETIP had less effecL However, DEIIP, MEIIP and clofibraæ stongly inhib-

ited dye transfer in V79 cells after 30 min exposure. Clofibrate showed a dose- and time-

dependent effect on dye Eansfer also in V79 cells. The phosphorylation status of the gap junc-

tion protein, connexin43 (Cx43), changed minimally in SIIE cells afær exposure to TPA or

HPPs. Cx43 from V79 cells was strongly affecæd by TPA, but not by HPPs. Immunofluores-

cence of Cx43 disappeared in both cell types when exposed to TPA and MEHP, but not to the

other IIPPs. Thus, there is no direct conelation between the inhibition of GJIC and changes in

the phosphorylation status of Cx43 or the appearance of Cx43 in immunofluorescence experi-

menæ. The discrepancies may partly be explained by binding of accessory proteins to Cx43.

We point out sequences that may be involved in such binding.



3

INTRODUCTION

Gap junctions can be found in most solid tissues of the body. It is assumed that gap

junctional inærcellular communication (GJIC) is involved in several fundamental processes like

development" differentiation and growth control (for a recenl review, see Yamasaki and Naus,

196). Many tumor promoters have been shown to inhibit GJIC, and inhibition of GJIC has

been discussed as a functonal assay for tumor promoters. Several assays have been developed

for studying GIIC. They involve metabolic cooperation, including the clæsic V79 hamster lung

fibroblast system, electrophysiological measurements, different dye tansfer methods like mi-

croinjection, scrape loading, fluorescence recovery afær photobleaching and flow cytometry.

The V79 metabolic cooperation system has been exænsively used to study many types of

chemicals.In Syrian hamster embryo (SID) cells, the microinjection/dye transfer method has

been applied (Rivedal et aI., L994;Hus0y et aI.,1993).This system has the added advantage

ttrat SHE cells are also used for studies of morphological transformation in colonies (Mikalsen

and Sanner, L993), another end-point for invito cucrnogenesis studies.

The proæins that constitute the gap junction channels are called connexins. Presently,

13 connexin genes have been cloned from mammals. Connexin43 (Cx43) is one of the major

connexins. It is present in many tissues and cells of the body (Yamasaki and Naus, 1996). The

majority of established cell lines express CT43 (Yamasaki and Naus, 1996), even if the cells

originally did not express Cx43. Phosphorylation of Cx43 appears to be necessary for the es-

tablishment of GIIC in such cells (Musil and Goodenough, 1991; Musil et a1.,1990). Most

connexins are phosphoproteins, or contain poæntial phosphorylation sites. Several kinases or

kinase-activating regimens can modulate GJIC. The clæsical tumor promoter and proæin

kinase C (PKC) activator, l2-O-tefradecanoylphorbol-13-acetaæ CIPA), downregulates GJIC

in many cell types. The downregulation is possibly caused by a direct phosphorylation of Cx43

by PKC (Oh et al., I99l). Conversely, the cAlvlP/protein kinase A system upregulaæs GIIC in

many cell tlpas @agg-Newton et al., 1981). The cAlvlP-mediated upregulation could be

caused by direct phosphorylation of Cx43 by protein kinase A, but it is more likely caused by

an increased expression of the Cx43 gene (Mehta e!91., L992). Several growth factors appear

to affect GIIC (for refs., see Yamasaki and Naus, 1996),presumably through phosphorylation

of connexins or altered gene expression. Also pesticides like DDT, endosulfan and dieldrin

have been shown to decrease GJIC and to decrease the phosphorylation of Cx43 (Rivedal er

al., 1994; Kenne et aI., 1994).In particular, the presence in Wesærn blots of a slow migrating
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Cx43 band (called P2) has been conelated to GJIC (Musil and Goodenough, 1991; Musil er

al., l99O). Tltus, regulation of connexin phosphorylation may be intimaæly connected to an

alûered GJIC.

We have here compared bottt functional GIIC and posttranslational modifications of

Cx43 in two systems, ttre V79 metabolic cooperation assay and the SIIE cell microinjec-

tion/dye transfer assay. TPA and the hepatc peroxisome proliferators (IIPPs) clofibrate,

methyl clofenapate MCP), di(2-ertrylhexyl)phthalate (DEtf), and mono(2-

ethylhexyl)phthalaæ (I{EHP) were used in this study. HPPs are a heûerogeneous group of

chemicals consisting of many hlpolipidemic drugs, industial plasticizers, herbicides and sev-

eral other compounds. They are rodent liver carcinogens, but they are usually not detected in

assays for genotoxicity (reviewed in Ashby et al., 1994). Several HPPs induce morphological

tansformation of SHE cells (Mikalsen and Sanner,1993; Cruciani et al., L997), and at least

some of them appear to decrease GJIC both in vitro @ybng et al., 1995; Mikalsen and San-

neç 1993) and in vrïo (Krutovskikh et al., 1995).

MATERIALS AND METIIODS

Chemicals

TPA, clofibrate, DEIIP, 6-thioguanine (6-TG) and the dilithium salt of Lucifer yellow

(LY) were purchased from Sigma (Saint Quentin Fallavier, France). MEIIP was from Inter-

chim (Montluçon, France). MCP was provided by Dr. J. Ashby (7*necaCentral Toxicology

Laboratory, Macclesfield, UK). Clofibrate, MCP, DEIIP, MEIIP and TPA were dissolved in

dimethylsulfoxide (DMSO). 6-TG was dissolved in 200 û0.2 M NaOH before dilution in the

culture medium. LY (lÙVo w/v) was dissolved in 0.33 M lithium chloride.

Cell cultures

Syrian hamster embryo cells were prepared from embryos at 13 days of gestation and

cryopreserved as previously described (Cruciani et al.,1997).SfD cells were cultured in Dul-

becco's modified Eagle's medium (DMEM, pH T.Olsupplemented with 15 Voheatinactivaæd

feal calf serum (FCS, Hyclone) in a humidified l0 7o COzafinosphere. lVild type 6-TG sensi-

tive (6-TGs, HGPRT+) and mutant 6-TG resistant (6-TGr, HGPRT-) V79 cells were provided

by Dr. Z. Elias (INRS, Nancy, France). V79 cells were gro\m in DMEM supplemenæd with

10 7o FCS in a humidified5 Vo COz amosphere. Antibiotics (50 pdml streptomycin, 50IU/ml
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penicillin) were used in both cell cultures, except during the chemical exposues before micro-

injection of cells.

W9 metabolic cooperarton assay

The V79 Chinese hamster cell line was used according to the procedure described by

Trosko and coworkers (Jone et a1.,1985) to evaluate the effects of HPPs and TPA on meta-

bolic cooperation. For cytotoxicity æsting, 100 6-TGr cells were seeded per 60 mm dish. The

subsequent treatment of the cells was identical to that described below for metabolic coopera-

tion. The toxicity of the different exposue regimens \rras expressed as the per cent survival of

seeded 6-TGr cells. In the metabolic cooperation experiments, TxL05 6-TGs cells were seeded

together with 1@ 6-TGr cells per 60 mm dish. The co-cultures were exposed 3 hr laær to the

test chemical added together with 6-TG (5 pdml). Ten dishes were used per treaûnent group.

Negative control plaæs were vehicle treated (0.l5lo DMSO). The positive controls were ex-

posed to TPA (1.6 nM). Three days later, the medium was removed and replaced by fresh

medium containing only GTG at the same concentration. The cells were grown 5 additional

days before the surviving colonies were fixed, stained with Giemsa and the number of 6-TGr

colonies was scored. The recovery for each treaûnent was defined by the number of colonies in

the co-culture dishes relative to the number of colonies in identically teaûed cytotoxicity dishes

times tN 7o. The more metabolic cooperation is inhibited, the higher is the recovery of the

resistant cells.

Mi c r o inj e crton/dy e transfer os s ay

GIIC was measured as spreading of microinjected LY to neighboring cells in a mono-

liayer of cells as described previously (Mikalsen and Sanner, 1993). Briefly, I to 1.25x105 SID

or V79 cells were seeded onto 35 mm dishes 48 hr before injection. At ttre start of exposure,

the medium ïvas removed and fresh medium containing ttre test chemical was added. At peri-

ods varying from immediaæly afterexposure up to24h,GIIC was assayed by microinjec-

tion/dye transfer. LY (10Vo w/v in 0.33 M LiCl) wasidected in single cells using a Narishige

micromanipulator connected to an inverted phase microscope (IMT-2, Olympus). The æst

compound \4'as present during dye transfer. The number of dye-coupled cells wæ counæd 5

min after injection using epifluorescence on the same microscope as above.
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In some experiments, three different exposure procedures lvere compared. In one se-

ries, the cells were continuously exposed to the compound for 4 hr before injection of Lucifer

Yellow and evaluation of GJIC (procedure A). In the next series, the cells were continuously

exposed to the compound for 4 h. Thereafteç the medium rryas removed and fresh medium

with the same concentration of compound was added to the dish, and the cells were assayed

after 5 min (procedure B). In the last series, the cells were continuously exposed to the com-

pound for 4 h. Thereafter, the spent medium was transferred to a new dish, and these cells

were assayed after 5 min of exposure (procedure C).

Western bloning

Cells grown in 35 mm dishes were exposed to the chemicals as indicated in the text and

legends. At the end of the exposure period, the cells were washed with PBS and 200 pl elec-

trophoresis sample buffer (100 mM Tris-HCl pH 6.8, 15 Vo (wlv) glycerol, I Vo (wlv) sodium

dodecylsulphate, 5 Vo (vlv) B-mercaptoethanol, 0.01Vo (w/v) bromophenol blue) was added

and the cells scraped off the dishes. The samples were sonicated to shear DNA and heaæd be-

fore sodium dodecylsulphate-polyacrylamide gel elecnophoresis Q.SVo gels) as described

çHus6y et aù.., 1993). For protein measurement an aliquot of the sample was precipitaæd by

acetone, and the proteins were dissolved in 1 M NaOH. The amount of protein was measured

with the Bio-Rad (Hercules, CA) proæin assay kit" and 8 pg of protein was used for electro-

phoresis. The separated proteins were electrophoretically transferred to nitrocellulose mem-

branes and Cx43 was detected as previously described (flus@y et al., 1993). The anti-Cx43

antiserum was made against the 19 C-terminat amino acids of rat Cx43. The antiserum recog-

nizes Cx43 both in Westem blots (Kenne et a1.,1994;Husgy et a1.,1993) and in immunofluo-

rescence experiments (Kenne et al., 1994; Rivedal et al., L994) utilizing several cell types.

Immunofluorescence

Cells were grolvn in 35 mm dishes, and exposed to chemicals as described in the æxt

and legends. The cells were fixed in cold (-20' C) qethanol, and blocked for t hr with bovine

senrm albumin in PBS (10 mdml). The cells were incubated for t hr with anti-Cx43 diluted

1:500, t hr wittr biotin-conjugated donkey anti-rabbit antiserum (Amersham; Buckinghatnshfue,

England) and t hr with streptavidin-FlTC (Amersham), all diluted in blocking solution The
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cells were thoroughly washed benreen each sæp. The samples were mounted in Mowiol

mounting medium. All micrographs \ rere exposed and copied under identical conditions.

Startsrtcs

Both the meabolic cooperation and the microinjectior/dye transfer results \ilere ana-

Tyzedfor statistical significances by computerized one-way Anova with Dunnett's or Tukey-

Kramer's post-test for comparison of test groups with control or comparison between all

groups, respectively (InStat, GraphPad Software). The sûatistcal significances for the microin-

jection/dye ûansfer data were always calculaæd versus a time-matched control using ttre real

numbers of communicating cells (mean+SEM for n injections). To facilitaæ the comparison,

the dye transfer data are presented as per cent of control (i.e., the control was defined as 1@

%o),but the statistical significances were always calculated on the basis of the nontransformed

data- The statistical significances for the metabolic cooperation data were calculated on the

basis of the number of colonies in z dishes.

RESt]LTS

Microinjecrton/dye tansfer in SHE cells

The time- and dose-dependent effects of the compounds were investigated by microin-

jection/dye tansfer in SIIE cells. The microinjection procedure took 3 min for each dish, and

the dye was allowed to transfer to other cells for 5 min. We therefore defined the shortest ex-

posrue period as a 5 min exposure. TPA decreased GIIC in SIIE cells in a dose-dependent

manner during the first hour (Fig. 1a). GJIC was partly normalized aftet 24 hr of exposure, but

was still significantly below control level for 3 nM and higher concentrations.

Recently it was shown that clofibrate and MCP induced a rapid decrease in GJIC in

SIIE cells, clearly evident at 5-15 min of exposure (Cruciani et al., L997). The effects subse-

quently diminished with time (Cruciani et al., 1997). We have here investigated the time-

responses on GJIC of MCP, DEIIP and MEHP in more detail. MCP showed the suongest in-

hibition at 5 min of exposure, and GJIC was nearly normalized after t hr (F19. 1b). DEIIP in-

hibited GJIC for all concentrations tested (25400 tM) after 5 min of exposure (Fig. 1c). The

inhibition rapidly disappeared for 100 tM or lower concentrations of DEIIP. At t hr and

longer exposues, a statistically significant inhibition was only obtained at 2@ and 400 pM

(Fig. 1c). MEIIP inhibited GIIC with a potency comparable to DEHP after 5 min of exposure
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(Frg. 1d), but MEHP showed a more rapid return to the control level. At 1 and 4 hr of expo-

sure, only 400 trM MEIIP caused a prominent decrease in GJIC, and no effect could be de-

tected at24hr of exposure (Fig. 1d).

The two most likely explanations for the reversibility of GJIC in SHE cells are an ac-

quired resistance to the compounds, or an inactivation of the compounds. Re-exposure regi-

mens were used for a simple evaluation of these possibilities.If the cells acquired resistance to

the compounds, addition of fresh compound should not affect GIIC in pre-exposed cells. If the

active compound was removed from the medium, the spent medium should not affect GJIC

when transferred to previously unexposed cells.

The GIIC level was nearly normalized after 4 hr exposure to clofibraæ, MCP, DEIIP

and MEHP Cfable I, procedure A). When the cells were re-exposed to fruh medium with the

same compound, GJIC decreased to the same level as found for a standard 5 min exposure

(Table I, procedure B, compare with Fig. lb-d). An identical result was obtained when the

cells were re-exposed by adding the compound directly to the dish without changing the me-

dium (not shown). Thus, the cells did not become refractory to the compounds, and no me-

, tabolite or cellularfactor was produced that diminished the Gllc-inhibitory effect of the HPPs.

IVhen spent medium (4 hr exposure to MEHP, DEIIP or MCP) was transferred to a previously

unexposed dish, the GJIC in the new cells was not appreciably affecæd (Table I, procedure C),

indicating that the concentration of the active compound in the spent mediurn wiui below the

limit of detection. Unexpectedly, spent medium with clofibrate caused a highly significant de-

crease in GJIC (Table I, procedure C), althougb the decrease $'as somewhat less than for

freshly added clofibraæ (Iable I, procedure B). When the spent medium (from a4hr expo-

sure) was added to dishes that previously were exposed to clofibraæ (250 UM) for 4 h, GJIC

did not change relative to a4 hrexposure (a GJIC level of 90+2 Vo compffed to unexposed

controls, n=66).

The removal of the biological activity of ttre compounds from the medium could be due

to inactivation caused by ttre medium (e.9., by enrymes in the serum) or by uptake (and

probably subsequent metabolization) in ttre cells. The compounds could also migrate ino ttre

plastic of the dishes. Howeveç compounds incubated for 4 hr in the medium in plastic contain-

ers at room Î€mperature $rere ffi active as freshly dissolved compounds (not shown). Thus, the

cells are probably the main inactivators of the compounds.
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Metabolic cooperarton and dye transfer inWg cells

TPA caused a strong inhibiton of metabolic cooperation @ig-2a) without any major

cytotoxic effecB. The maximal inhibition of metabolic cooperation was achieved at 0.8 nM

TPA as evidenced by the plaæau up to 3.2 nM. Thus, TPA was approximaæly 100-fold more

potent in V79 cells relative to SIIE cells (within the confinements of the two systems). The

observed poæncies are in accordance with previous results in SIIE and V79 cells (Hus6 y et al.,

1993). A concentration of 1.6 nM TPA was used as a positive conftol in experimenm where

effects of clofibrate, MCP, DEIIP and MEHP on metabolic cooperation rvere investigated. For

MCP the strongest inhibition of metabolic cooperation occurred concurrently with cytotoxicity

(a relative survival of approx. 50 %o,Fig.2b). DEIIP only slightly inhibited merabolic coopera-

tion at 400 tlM (Fig. 2c). Clofibrate @ig.2b) and MEHP (Fie.2c) caused dose-dependent in-

hibiton of metabolic cooperation. Recovery up to 175 Vo was achieved by 400 pM clofibrate,

concurrently with an apparcntly cytotoxic response (a relative survival of less than 50 Vo,Fig.

2b). At first sight, this recovery was much higher than should be expected" However, ttre cyto-

toxicity dishes contained only 100 6-TGr cells, while the metabolic cooperation dishes con-

tained TxIOs 6-TGs cells in addition to 100 6-TGr cells. If V79 cells metabolized and inacti-

vated the compounds similarly to SIIE cells, clofibrate could be expecæd to be more toxic in

the cytotoxicity dishes because of their lower capacity for inactivation of clofibrate.

In addition, the generally weak responses to HPPs (except for high concentrations of

MEIIP and clofibrate) in the V79 metabolic cooperation system, arc apparently in contrast to

the strong, but tansient" responses in SIIE cells. The differences in responses between the two

systems could partly be explained if there is a minimum period of time ttrat GJIC must be sup-

pressed to affect the outcome of the V79 cell system.

It was therefore investigated if V79 cells showed a similar time-dependent response as

did SIIE cells during short-term exposuresi. The microinjection/dye transfer æchnique was

applied on wild tpe V79 cells. At 5 min of exposure to clofibraæ, there was a concentation-

dependent decrease in GIIC (dye transfer levels were76,57 and 18 7o of contol at 100,200

and 400 pM, respectively). As in SHE cells, there wg$ a time- and dose-dependent normaliza-

tion of GIIC, and it was back at control level after 24 hr of exposure (Fig. 3). Also the effecrs

of 30 min exposrues to DEHP, MEIIP and MCP (all at 400 trM) and rpA (1.6 nM) were

studied. MCP caused some rounding-up and detachment of cells, but it had only a weak effect

on GJIC (Frg. 3). In connast, DEIIP, MEIIP and TPA caused significant inhibition of GJIC
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(Ftg. 3). DEIIP at2{ù0_ pM or lower concentrations did not affect GIIC after 30 min of expo-

sure (not shown). These results are consistent with both that V79 cells can metabolize and in-

activate some HPPs, and that GIIC must be suppressed for a certain period of time to affect

the outcome of the metabolic cooperation experiments.

Western bloning of Cx43 in SHE cells

Cx43 usually separates into several bands afær SDS-PAGE (Husoy et aI., 1993). The

lower band is the non-phosphorylaæd (I{P) fonn, and the major upper bands are phosphory-

lated. kt SIIE cells, there are two major phosphorylated species of Cx43 migrating above the

NP form in addition to some minor forms çHusdy et al., 1993) (Fig. aQ. Following the previ-

ously suggested nomenclature (Musil and Goodenough, Iggl),the majorphosphorylaæd

bands will be called Pl and P2. There was a tendency for P2 to separate into a double band in

many of the experiments @ig. 4a-e).

TPA caused minimal change in the band pauem of Cx43, independent of concentration,

exposure time, and the inhibition of GIIC, even at the highest concentration used (300 nM).

The most prominent change was a slightly increased inænsity of a difrrse band immediaæly

above the Cx43 NP-species during 15 min to 4 hr of exposures (Fig. aD.

In spite of srongly inhibiæd GJIC during short exposure periods to clofibraæ (not

shown), MCP, DEIIP and MEHP, there were no reproducible changes in Cx43 band pattern in

exposure periods benveen 5 min and24 hr (Frg. 4c-e). There were also no reproducible

changes in the amount of Cx43 protein.

Westernblotting of Cx43 inWg cells

V79 6-TGs and 6-TGr cells had similar Cx43 band patterns in Wesærn blots (not

shown). In the following we show the results only for 6-TGs cells, but 6-TGr cells gave essen-

tially identical results. In general, V79 cells showed a pattern of four major Cx43 species (Fig.

5a), the lower one conesponding to the NP form of Cx43. For simplicity we will arbitrarily call

the phosphorylated forms of Cx43 in V79 cells for Y79-P', V79-Pl andY79-V2. A band

above V79-n can sometimes be seen This band will be called V79-HP (hrgtrly phosphory-

laæd). The exact identities (number of phosphates, positions in the sequence) of the different

phosphorylated forms of Cx43 are notknown in any tissue orcell type. We therefore underline

that the present nomenclature do not imply that any of the phosphorylated SIIE cell Cx43
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forms are identical to any of the phosphorylated V79 cell Cx43 forms. The V79 Cx43 band

pattem varied with time within the experiment (Fig. 5a), probably due to the change of me-

dium at the start of the expostue periods. In all experiments the V79-NP form increased in in-

tensity at 4 to Tzhr after change of medium (change of mediurn/exposure was done 24fu after

seeding), apparently at the expense of the V79-n form (Fig. 5a). Thus, minor effects of the

compounds on the band patærn may remain concealed.

TPA strongty affecæd the Cx43 phosphorylation status in V79 cells. At the lower con-

centation of TPA (0.8 nM), V79-P2 increased in intensity after I h, and the V79-HP became

more intense (not shown). The V79-HP form was even more evident at4hr of exposure to 0.8

nM TPA. The pattem was partially normalized afær 24hr of exposure (not shown). The

changes were more pronounced and staræd earter for the intermediate (1.6 nM) and high (3.2

nM) concentration of TPA (Frg. 5D).

Clofibrate, MCP, DEIIP and MEHP caused only small changes in Cx43 band pattern in

the period up to 4 h. At longer exposure periods, the higher concentrations of DEIIP (Fig. 5c)

and MCP (Ftg. 5e) increased the tendency of the control to have higher levels of the NP-form.

For clofibrate (not shown) and MEHP (Fig. 5d), this ændency $,as generally less pronounced,

although it could be seen in some experiments. None of the compounds caused any reproduci-

ble changes in the amount of Cx43 protein relative to the control.

Immmofluorescence

SIIE cells contained a large number of Cx43-positive spots, but few of them were located at

t)?ical cell-cell borders (Fig.6a). Many spots could be seen in single cells without or with

mininal contact with neighboring cells, and as determined by focusing many of them were

clearly intracellular (not shown).In the large senescing cells, overlapping cells easily can be

detected. The majority of Cx43-positive spots in the senescing cells were observed outside the

overlapping areas (not shown). These observatons indicaæd that the rnâtry, and perhaps the

majority, of the Cx43-positive spots were intacellular and not due to gap junctions between

overlapping cells. In many cells also a diffrrse and weak perinuclear fluorescence could be seen.

The pattern of Cx43 immunofluorcscence in SHE cells is similar to that shown in the SIIE cell

line BPNi (Rivedal et al., t994). The deviating pattem of Cx43 immunofluorescence in these

cells was not due to the anti-Cx43 antiserum, as ttre same antiserum gave more qpical gap

junction pattern in other cell types (Kenne et al., 1994). Afær 5 min of exposure to 150 nM
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TPA, there were no changes in Cx43 fluorescence in SIIE cells (not shown), but at I and 4 hr

(Frg. 6D) the Cx43 immunofluorescence had largely disappeared. Afær 24hr exposure to TPA

there was a weak return of Cx43 immunofluorescence (not shown). MEHP (400 UM), DEIIP

(40O lrM), clofibrate (250 trM) and MCP (250 FM) had no detectable effects on Cx43 im-

munofluorescence at 5 min (not shown). The three lattercompounds minimally affected the

Cx43immunofluorqscence also after 4 and 24 hr of exposure as exemplified by MCP (Fig. 6c).

Unexpectedly, MEHP caused a TPA-like effect on Cx43 immunofluorescence at 4 hr (Fig.6d),

which was still evident at24hr (Fig. 6a).

Also V79 cells showed a small number of the typical gap junction structures at the cell

borders (Fig.7a).In contrast to SIIE cells, there were few inracellular spots of Cx43 :rr,V79

cells (FiB. 7a). Similar to the effects in SHE cells, TPA (not shown) and METIP (Fie.7b)

caused a disappearance of Cx43 unV79 cells. DEHP (400 trM), MCP (250 pM) and clofibraæ

(250 pM) minimally a.ffecæd the Cx43 immunofluorescence :rl,V79 cells (not shown).

DISCUSSION

Phosphorylation of connexins is believed to be one of the major regulatory mechanisms

of GJIC. Gating properties of gap junction channels might be alæred by phosphorylation

(Moreno et al., L992). The PKC activator, TPA, causes stong changes in the band pattern of

Cx43 in several cell types concurrently with decreased GIIC (Oh et a1.,1991; Kenne et al.,

1994). The short-ænn decrease in GJIC caused by TPA has therefore been related to a direct

phosphorylation of Cx43. However, this is a too simplistic hlpothesis. In some cells, including

SHE cells, TPA causes only minor changes in the Cx43 band pattern under conditions that

drastically reduce GIIC (present results and Rivedal et al., L994;HusÉy et al., 1993; Asamoto

et al., 1991). Furthermore, the TPA-induced inhibition of GJIC in SIIE cells needs 3G60 min

to reach the maximum (present results), while GIIC inWB-F344 ratliverepithelial cells is fully

suppressed after 5 min of exposure to TPA (Oh et aI., l99l).

The differences in the responses of V79 and SHE cells to TPA are intriguing. SHE cells

are approximately 100-fold less sensitive than V79 to TPA, and prominent changes in Cx43

phosphorylation are only found in V79 cells. V79 cells and SIIE cells show differentpattems

of Cx43 phosphorylation in untreated cells. This probably indicates ttrat Cx43 is differentially

phosphorylaæd. One possibility is that Cx43 in SHE cells normally is phosphorylaæd on some

of the serine residues that become phosphorylated in V79 cells in response to TPA. It is also
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possible that certain changes in the phosphorylation patærn of Cx43 will not change the mi-

græion pattern in SDS-PAGE. In addition, different constitutions of proæin kinase C isoen-

zlmes could contribute to differential phosphorylation. The PKC isoenzyme constitution is

presently under investgation (T. Husgy, S.-O. Mikalsen and T. Sanner, in prep.).

On the other hand, major alterations in the Cx43 band pattern can in certain cases be

induced without any decrease in GJIC (Mikalsen and Kaalhus, tgn). Thus, phosphorylation of

Cx43 is not the only critical mechanism for determination of GJIC in Cx43-containing cells. It

was recently suggested that accessory proteins could account for a part of the dissociation

between Cx43 phosphorylation and GJIC Mikalsen and Kaalhus, 1997).Cx43 residues 253-

286 contain sequences that conform to SH3, SH2 and possibly to WW domain binding se-

quences (Mikalsen and Kaalhus, 1997). 'We note here that the Cx43 sequence 37A475

(RASSRP) confonns well to the 14-3-3 protein family binding sequence, RX2-3SXP (Aitken,

1996). P may not be essential, S may or may not be phosphorylated, and X1 ma! or may not be

S (Aitken, 1996). Thus, under less stingent assumptions, the Cx43 C-terminal tail sequence

(362)RPSSRASSRASSRP(375) could contain up to three poæntial l+3-3 binding positions.

We note that several connexins (Cx37, Cx40, Cx43.4 (fish), Cx44, Cx45.6 (chicken), Cx46,

C)r50, Cx56 (chicken)) have similar sequences in their C-ærminal tail, although R has been

substituted with K in some of them. PKC often inæracts with 14-3-3 proteins. Both PKC and

L4-3-3 protefuill are families with multiple isofonns, and itis possible thatcertain combinations

of these proteins inhibit PKC (Robinson et al., L94), and other combinations stimulaæ PKC

(Morgan and Burgoyne, L992). Thus, several scenarios can be envisioned depending on the

isoforms of the proteins ranging from GllC-inhibitory and Cx43 phosphorylating complexqsn

to totally inactive complexes. Indeed, it could be the complex itself, and not the phosphoryla-

tion, that causes the blockage of the channel. In the extreme case, Cx43 may act as a fornritous

substrate, and the important subsrabs are other cell membrane proteins, e.g., cadherin/catenin.

Some HPPs have previously been studied in GJIC systems. In most studies, the HPPs

appear to inhibit GJIC (partty overviewed in Dybing et al., 1995). There are a few studies that

involve time-responses of HPPs on GJIC (Krutovs(fth et al., 1995; Jansen and Jongen,1996;

Mikalsen and Sanner, 1993), but the rapid and transient effect on GJIC has only been recently

revealed (Cruciani et al., L997). The present results show that the cells do not become refrac-

tory to the compounds, but the cells apparently metabolize and (with the exception of clofi-

brate) inactivaæ the compounds. The situation for clofibrate is more complex. In contmst to
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the three other compounds, the spent medium (initially added clofibrate) caused a deërease in

previously unexposed cells, but not when the spent medium was transfened to clofibrate pre-

treated cells. We therefore suggest that the spent medium conained a metaboliæ of clofibrate,

possibly clofibric acid. This metabolite may initially affect GJIC in SIIE cells, but the cells ac-

quire resistance to the metabolite.

As suggested by ttre results in Fig. 3, GJIC may need to be suppressed for a certain pe-

riod of time to affect the outcome of the metabolic cooperation experiments. In a modified

V79 cell metabolic cooperation system without depression of GJIC, 6-TG needs to be present

for 8-16 hr to achieve its full cytotoxic response (Vftek, 1996). Using TPA (0.162 pM), Dor-

man and Boreiko (1983) found that t hr application was sufficient to achieve the same recov-

ery as aftsr72 hr continuous exposure to TPA Since the V79 cell Cx43 band patærn is not

rormalized within 4 hr after removal of TPA çHusÉy et a1.,1993), we may assume that GnC

in V79 cells is suppressed for a number of hours after TPA-exposure. In SIIE cells, GJIC re-

covers from the inhibition after removal of TPA during a period of 3-10 hr (tlus6y et al.,

1993). However, it cannot be dismissed that the length of this period is dependent on the com-

pound studied. E.g., aldrin must be present most of the 72 hr expression period to achieve a

maximal response in the V79 metabolic cooperation assay (Jone et a1.,1985). We note that

similar methodological problems extend to GJIC as measured by flow cytometry (Tomasetto et

a1.,1993).

HPPs are assumed to cause oxidative stress due to the peroxisome proliferation (for

refs., see Ashby et al., L994), but oxidative stress is probably not involved in the short-term

decrease of GJIC induced by HPPs (Cruciani et al., 1997).In the present work, some alterna-

tive possibilities were investigaæd. The rapid onset of decreased GJIC could indicaæ that

changes in channel gating by phosphorylation orgap junction structure and Cx43localization

are involved, but not decreased gene expression or protein synthesis. lVe approached the for-

mer possibility by Westem blotting of Cx43, and the latærby immunofluorescence experi-

ments. However, neither SFIE nor V79 cells show any changes in the Cx43 band patærn that

could be correlated to decreased GJIC afær HPPæxposure. V/e note that also other com-

pounds may inhibit GIIC apparently without affecting the phosphorylation status of Cx43 (tlii

et al., 1995). A high tipophilicity seems as a common feature of such compounds. The HPPs'

lipophilicity and their propensity to increase the intracellular concentation of Ca2* were previ-
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ously discussed as alternative mechanisms of HPP-induced decrease in GJIC (Cruciani et al.,

19ln).

Immunofluorescence experiments indicate that there are few visible gap junctions at the

cell-cell borders in both SÉIE and V79 cells. The low number of typical gap junction structures

is in contrast to several othercell types, also when they were probed with the present antise-

rum (Kenne et al., L994;Rivedal et al., 1994).In addition, there are numerous intracellular

spom with a bright Cx43 fluorescence in SIIE cells. The function of these spots is not known.

The two most apparcnt altemativqs are transport vesicles of Cx43 on their lvay to the cell

membrane, or inærnalized gap junctions destined for breakdown. The low number of cell-cell

border gap junctions appears consistent with the relatively low level of GJIC in V79 cells when

studied by microinjection/dye transfer. Furthermore, under other culture conditions, the aver-

age individual gap junction area is 0.1 pm2 in V79 cells, and the total gap junction area consti-

tuæs only 0.2 7o of the cell-cell contact areas (Yancey et aI., 1982).In conmsL SHE cells

have a relatively high level of GJIC in spiæ of the few visible gap junctions localized to the cell

membrane. The gap junction plaque size hæ not been studied in SHE cells by freæze fracture

and electron microscopy. However, small gap junctional plaques (<0.1 pm) which can be nu-

merous, are not visible by immunofluorescence microscopy (Green et al., 1993). Theoretical

calculations show that small and dispersed gap junctions are up to one order of magnitude

more efficient than large gap junctions in performing communication between adjacent cells

(Chen and Meng, 1995). The low level of immunohistochemically visible gap junctions at the

cell borders may therefore be consistent with the high level of GIIC in SHE cells. In addition,

the presence of other connexins participating in GJIC in SIIE and V79 cells may partty explain

the discrepancy between effects of the compounds on GJIC, Cx43 phosphorylation status and

cellular localization. However, Cx32 or Cx26 is not present in SIIE cells (Rivedal et aI., L994;

Isfort et al., t992). Cultured cell lines have a strong ændency to express Cx43, even if the cells

did not originally express Cx43,and few cell lines express detectable amounts of other connex-

ins (Yamasaki and Naus, 1996). We therefore believe that V79 cells may only express Cx43.

As observed previously (Rivedal et a1.,1994; Asamoto et al., t99I), TPA causes a dis-

appearance of Cx43 immunofluoresoence. For SIIE cells, the disappearance is evident both for

the Cx43 in the few typical gap junction plaques and for most of the Cx43 locaæd in intracellu-

lar spots. Several explanations can be offered for the TPA-induced decrease in Cx43 immuno-

fluorescence, including dispersal of the proteins in the membrane (Asamoto et al., 1991), in-
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creased proteolytic breakdown of the proteilxi (Oh et aI., t99I), or altered conformation of the

protein (Asamoto et al., 1991). The first suggestion is not likely to explain the decrease of the

inuacellular spots if these are located in small vesicles. The second explanation can be rejecæd

since there is no decrease in the arnount of Cx43 protein in Western blots at 4 hr exposures.

The third explanation can well be combined with our suggestion of acomplex formation be-

tween Cx43 and different types of binding proteins. Binding of accessory protein may both

physically cover the antibody recognition siæs (as may be ttre situation if the Cx43 sequence

362-375 binds L+3-3 proteins) and induce alæred confonnation of Cx43.

Short exposuresi to IIPPs did not affect the pattem of Cx43 fluorescence in spiæ of the

strong effect on GIIC. However, MEHP, but not DEIIP, showed a TPA-like effect on Cx43

immunofluorescence in both SHE and V79 cells after 4and24 hr exposures. MEIIP is the

primary metaboliæ of DETIP (Albro, 1986), and it is assumed ttrat the metabolites of DEHP,

rather than DEHP itself, are the biologically active compounds (Albro, 1986). Several other

compounds that decrease GJIC may have a similar TPA-like effect on Cx43 immunofluores-

cence without decreasing the anount of Cx43 in the cells (Kenne et al., 1994; Rivednl et al.,

1994).Ir is unexpected that MEHP causes such an effect when GIIC is pa,rtially (4 hr) or fully

normalized (24hr) in SIIE cells. To the best of our knowledge, suçh a dissociation has not

been shown before. Again, this mightpointto the possibility of inhibitory and non-inhibitory

complexes with Cx43, and/or that other connexins participaæ in GJIC in the present systems.

HPPs are supposed to act through the peroxisome proliferator activated receptor. Since the

two more potent HPPs, clofibraæ and MCP, do not give a similar effect as MEIIP, the perox-

isome proliferator activated receptor is probably notinvolved in the TPA-like effect of METIP

in the immunofluorescence experiments. Other factors may therefore be considered.
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TABLE I - EFFECT ON GJIC IN SHE CELLS BY RE-DPOSI.JRE REGIMENS.

GIIC (Vo of control)

Exposure Procedure A

(4 hr exp.)

Procedure B

(4 hr + 5 min exp.)

Procedure C

(5 min exp. to

spentmedium)

Clofibraæ (250 pM E3t3 (s7) 16È2 (60)' 34*12 (62)'

MEIIP (200 pM) 104t3 (68) 52t2 (65)' 9613 (53)"

DEHP (100 pM) r02r2 Q0) 4Ex2 QS)r 95t3 (70)3

MCP (250 pM) 97t3 (6E) 46x2 QG)l 95t3 (66)3

I p<0.@1 vs. procedure A.
2 p<0.001 vs. procedures A and B.
'p=n.a. vs. procedure A, p<0.001 vs. procedure B.

The data are shown as mean+SEM (n). The percentages shown are calculated on the basis of

procedure-matched unexposed controls: Procedure 4,40.7+l.L dye-containing cells, n--781

Procedure B, 41.811.1 dye-containing cells, n=79;Procedure C,40.7û.7 dye-containing

cells, n=81.
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FIGURE 1- Inhibition of GIIC in SIIE cells by TPA and HPPs. GJIC was assessed by the mi-

croinjection/dye transfer method afær the indicated exposue periods. (a)TPAwas added to

SIIEcells in concenEations of (tr) I nM, (A) 3 nM, (v) 10 nM, (O) 37.5 nM, (I)150nM and

(O) 300 rM. n=35-54 for 1, 3, 10, 37.5 and 300 nM TPA. n=92-158 for 150 nM TPA which

were nrn in separaæ experiments urith separate time-matched controls. (b)ivd0P was added to

SIIE cells at concentrations of (tr) 25 pM, (A) 150 tM and (v) 250 pM (z=3G61). (c)

DEIIP was added to SIIE cells in concentrations of (tr) 25 trM, (v) 100 tM, (o) 200 tM and

(O) 400 1rM (n=4G62). Not shown is the curve for 50 pM DEIIP which behaved similarly to

25 trM DEIIP. (d) MEHP was added to SIIE cells inroncentrations of (tr) 25 pM, (v) 100

trM, (O) 200 FM and (O) 400 pM (n=41-71). For each point of time, only the lowest concen-

tation that achieved statistical significance is mæked (*, p<0.01). The number of communicat-

ing cells varied benreen 35.3t0.7 to 40.6t1.0 (meantSEM, n=5G181) in the controls.
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FIGIIRE 2 - Lrhibition of metabolic cooperation in V79 cells by TPA and HPPs. V79 cells

v/ereexposedto (a)(1, tr)TPA, (b)(a,tr)clofibrateor(A,A)MCP, and(c) (t,O)DEHP

or (V, V) MEIIP. The inhibition of metabolic cooperation $'as measured as the increase in re-

covery of V79 6-TGr cells coincubated with GTGs cells (open symbols), and the survival was

measured as the number of colonies of V79 6-TGrcells in dishes without 6-TGs cells (closed

symbols). The data are shown as meantSEM with n=70 dishes for 1.6 nM TPA, n=L8-20

dishes for the other concentrations of TPA; n=29-40 dishes for clofibrate;n=2O dishe.s for 200

and400pMMCP, n=29-59 dishesfortheotherconcentrationsofMCP; n=18-29 dishesfor

DEIIP; andn=20-30 dishes forMEHP.4 p<0.05; *, p<0.01.
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F"IGURE 3 - Inhibition of dye transfer in V79 cells by TPA and HPPs. The response to (O)

200 trM or (tr) 400 trM clofibraæ was followed overperiods from 5 min to 24lu (n-29-60).

The four bars at 30 min show the effect of 30 min exposures to (from left to right) DEIIP (400

ltM, n=17), MEHP (400 trM, n=19), MCP (400 p\tl,n=2t) and TPA (1.6 nM, n=19). MCP

showed some toxicity as some cells rounded up and detached. Contol levels varied between

9.810.95 (meantSEM) to 12.3t0.81 dye-containing cellsfinjection with n=11 for I h, n=32-51

for the otherpoints of time. *, p<0.01.
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FIGURE 6 - Immunostaining of Cx43 in SFIE cells. (a) Control. Examples of Cx43-positive
gap junction plaques at the cell-cell borders are marked with arrowheads, and intracellular
Cx43-positive spots are marked with arrows. The scale bar indicating 50 pm are applicable to
all micrographs in Figs. 6 andT. (b) Cells were exposed to 150 nM TPA for 4 hr. Note that
the number of Cx43-positive spots have decreased relative to the control. (c/ Cells were
exposed to 250 pM MCP for 4 hr. The distribution and number of Cx43-positive spots are
similar to the control cells. (d) Cells were exposed to 400 pM MEHP for 4 hr. The number of
Cx43-positive spots has strongly decreased. @) a00 pM MEHP for 24 hr. The number of
Cx43-positive spots is still very low.



FIGURE 7 - Immunostaining of Cx43 lnV79 wild type cells. (a) Control. A few Cx43-
positive gap junction plaques are seen at the cell-cell borders (arrowheads). (b) Cells were
exposed to 400 pM MEHP for 4 hr. Note the near complete lack of Cx43-positive areas.
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I.INTRODUCTION

Cancer is not specific to humans and may also affect rvildlife. A number of isolated as well as

epizootic neoplasms have been reported since the mid-2Oth century in aquatic populations. The

first case of liver cancer in rvild fish populations, where pollution was suspected as a possible

etiological factor, lvas noticed in white suckers in Marylandl. I:ter studies confirmed that liver

tumours appeared to be associated rvith pollution more than any other tumour type in fla1fis[,2-5

though skin neoplasms besides epidermal lesions have also been described.6-8 Polycyclic

aromatic hydrocarbons could be identified as partly responsible for the increase in neoplasm

prevalence in fish living in contaminated areas.9 Horvever, correlations betlveen exposure to

knon'n genotoxic pollutants and prevalence of cancer in aquatic species was poor. It lvas thus

suggested that a number of unidentilïed chemical factors acting as carcinogens, cocarcinogens or

tumour promoters could be involved in the disease.l0 These chemical substances can be

anthropogenic contaminants, but may also have a natural origin. Some strong tumour promoters,

such as okadaic acid produced by sponges, can be found among other aquatic toxins of fungi,

blue green algae and dinoflagellates. Little attention has been paid up to nolv to non-genotoxic

carcinogens, compared to the genotoxic ones. Yet, theirrelation to cancer may be important and

certainly deserves to be taken into account.

A fen'models based on the use of mammalian cells have been developed to screen non

genotoxic carcinogens. These mammalian models still need to be standardized and are not yet

cunently applied in toxicity screening. Horvever, it should be emphasized that htvitro screening

for aquatic toxicity could benefit from the experience gained in lvorking rvith mammalian cells.

This could then be useful for developing cellular models derived from aquatic species.

In the following chapter, rve shall focus on mechanisms of carcinogenesis from which arose in

vitro mammalian assays to detect carcinogens, especially the non genotoxic ones. As an

introduction to these methods, it seems logical to recall the basic concepts of carcinogenesis and

the problems posed by non-genotoxic carcinogens.

II. GENOTO)flC AND NON GENOTOXIC CARCINOGENS

At present, the assessment of the biological risk due.-fo environmental chemical carcinogenesis is

based largely on short term genotoxicity assays using prokaryotic and eukaryotic cells. V/hile

this approach is useful, it can only detect genotoxic chemicals. Since nearly 4O7o of carcinogens

are non genotoxic (epigenetic carcinogens) according to the US National Toxicology Program,

they will escape the invifro screening currently applied. For such chemicals, carcinogenicity can

only be detected by means of long terur animal experiments or epidemiological studies.
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Unfortunately, the use of animal experiments is time consuming and costly, and thus cannot be

applied to all chemicals and to environmental conaminants. There is an urgent need, therefore,

to develop and to validate invino assays for the detection of non genotoxic carcinogens in order

to complete the battery of short term bioassays for carcinogenicity.

Carcinogenesis is a multistage process resulting from complex interactions of genetic and

epigenetic factors (figure 1). At the moment, there is a consensus to classify carcinogens in trvo

groups:

(i) genotoxic carcinogens including mutagens, which may react $/ith DNA and irreversibly alter

the genome. They are capable of initiating cells and are named initiators. Initiators involve

chemicals, radiations (UV, X Rays, etc.), as lvell as viruses causing genetic damage. The

initiated cells have a decreased responsiveness to inter and intracellular signals that maintain

normal tissue homeostasis. Initiated cells may be less responsive to negative grorvth factors, to

inducers of terminal cell differentiation and/or progftrmmed cell death.l1 DNA damage able to

alter protooncogenes and/or tumor suppressor genes expression enhances the probability for

initiated cells to convert to malignancy. Progression to malignancy can also be increased rvhen

the genes involved in the control of cell cycle and mitosis are mutated.

(ii) non genotoxic carcinogens, rvhich may alter the proliferation and the differentiation patterns

in cells.l2 They may perturb DNA repair systems leading to a fixation of DNA lesions,13 thus

increasing the survival of initiated cells. Cellular targets rvhich lead to a disturbance of these

processes are multiple and involve mechanisms such as:
. interference on transduction signals which control normal cell grorvth and

differentiation,
. activation of protein kinase C and inhibition of protein phosphatases,

. activation of the metabolism of polyamines (activating ornithine decarboxylase, the

rate limiting enzyme of the synthesis of polyamines rvhich are directly linked to cell

proliferation),14
. increase in the production of free radicals,
. structural and functional alterations of cytoplasmic membranes and disturbances of

intercellular communications,
. inhibition of mechanisms involved in apoptosis,15
. modification of the DNA methylation profile.l6

Cyclin dependent kinases which play an important rste in eukaryotic cell cycle regulation, for

example by interaction rvith transcription factors, by phosphorylation of histone Hl or by

phosphorylation of retinoblastoma susceptibility gene product (pRb), may also conEibute to the

development of neoplastic disordsrs.lT'18 These crucial events should be considered in the

development of iz vffro assays for carcinogenicity.
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The variety of the mechanisms involved in the control of cell cycle and mitosis explains the

difficulty in screening non genotoxic carcinogens. Several endpoints would require to be

investigated to detect these properties, unless a criterion integrating the effects of these various

disturbances can be used. Morphological transformation seems to fulfill this last characteristic.

Indeed, malignant cells exhibit progressive phenotypic changes during tumor progression: loss

of contact inhibition, increase in the ratio of nucleus /cytoplasm volume, change in the

morphology of cells and colonies due to cytoskeleton alterations. These changes either precede

or occur concomitantly rvith genomic disturbances. Indeed, c:mcer cells display chromosomal

instability, abnormal number (aneuploidy) and chromosomal structural changes such as

amplification and translocation of genes.ll Thus, these changes in cell morphology can be

criteria for carcinogeniciry.

In the foltowing sections, we shall fæus on three relevant and promising assays for detection of

carcinogens. The Syrian hamster embryo (SHE) cell transformation system and measurements of

intercellular communication through gap junctions will be especially described. The former has

recently been proposed as an OECD guideline for the testing of chemicals. The gap junctional

intercellular communication (GJIC) assays are also considered lvithin the objectives of OECD.

Poly(ADP ribosyl)ation involved in DNA repair will also be considered due to its importance in

maintaining the integrity of the genome and its relevance as a criterion for non genotoxic

carcinogenicity, though this field of research has by far not been as broadly investigated as the

former two.

III. IN VITRO CELLTRANSFORMATION ASSAY

Various invîtro cell transformation systems have been developed using established cell lines

such as BALB/3T3,19 CaHIOT lt*O or primary or secondary SFIE cells. 2122 The end point of

such systems is the formation of either transformed foci for cell lines (BALB BT3, C3H10T1/A

or morphologically transformed colonies for SHE cells. Morphological transformation (MT) is a

recognized step in the multistage process of conversioh of a non tumorigenic to a neoplastic

state. MT phenotype is charactenzedby loss of contact inhibition, pattern of grorvth in three

dimensions rvithin the colony resulting in random (criss cross) orientation. Cells in MT colonies

are more basophilic and display an increased nuclear to cytoplasmic ratio (figure 2).

Though established cells lines can be grorvn easily'invîtro, they have some disadvantages due to

their subtetraploidy, their limited metabolizing capacities, their high level of spontaneous

transformation frequency and the long time needed (three to eight weeks) for the transformation

to be expresssd. 19' 2o

In contrast, primary SFIE cells are normal diploid cells with metabolizing capacities and low

spontaneorg transformation frequency. Morphological transformation of SFIE cells closely
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mimics the first steps of the carcinogenic process. Several studies shorved a good corre-lation

betrveen (i) the multistage neoplasic transformation of SFIE cells and invivo carcinogenesis.23-T

Cells derived from transformed colonies lvere shorvn to induce tumor formation rvhen inoculated

in an isogenic animal.2l

Moreoverthe SHE cell morphological transformation assay may detect non genotoxic as well as

genotoxic çarcinogens. This argues in favor of the use of this assay for the screening of

carcinogens. The synergistic effects betrveen genotoxic and non genotoxic chemicals could be

shorvn in the SHE cell assay by using a sequential treatment consisting in an initiation-

promotion procedure (figure 3).

In order to assess the transforming capacity of a chemical, SHE cells are seeded at clonal density

on a monolayer of feeder cells and treated during one to seven days with the tested compound.

The latter can be applied alone or associated to other carcinogens, initiators or tumour

promoters, in order to detect interacting effects. Co-exposure or sequential treatment is canied

out rvith (i) benzo(a)pyrene (BaP) used at lorv concentrations (O.4 yi|d) as an initiator to detect a

promoting effect of the tested substance, or (ii) l2-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA,

0.16 fM to evaluate an initiating capacity.

Cells are incubated during a 7-d period to allorv the development of colonies and phenotypic

modifications. Cells are then fixed and stained with Giemsa. Microscopic examination is

performed to identify transformed colonies. The number of morphologically transformed

colonies relative to normal colonies in chemically-treated groups is compared to

controls.2426,?830

V[e shorved that chlorothalonil, a fungicide classilied as a non genotoxic carcinogen, promoted

MT of SFIE cells previously initiated by BaP rvhich caused no effect on its own at the low

concentration used (figure 4).

Chlordané, a cyclodiene pesticide reported to be carcinogenic in rodents but devoid of genotoxic

properties, could induce MT of SHE cells at non cytotoxic concentrations. Chlordane potentiated

TPA effects and enhanced MT frequency in SHE cells. These results underlined that interactions

betrveen non genotoxic substances may also have dramatic consequences on cell

transformation.3o

In considering all the available dah,2&32 it is clear that the SFIE cell transformation assay

app€ars a relevant model for carcinogenicity. The initiation - promotion protocol increases the

capacity of the model to detect carcinogenic propertie*s, Nevertheless, this assay suffers some

drarvbacls:
- the lorv transformation frequency induced by chemical carcinogens requires the examination of

a large number of colonies,
- the plating efficiency and the transformation frequency are dependent on grorvth factors

provided by thq fetal calf serum added to the culture medium. These variability factors can be
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lowered by pretesting the serum and the batches of embryo cells in order to optimize the above
parameters. The development of synttretic serum allowing grorvth of cells at clonal density rvill
certainly help us to solve this problem in the future,
- the phenotypic changes are detected by microscopic examination of colonies. Thus, criteria for
transformation need to be clearly defined in order to limit subjectivity in scoring the

morphologically transformed colonies. Biomarkers of MT phenotype in addition to

morphological criteria could be useful to identify cell transformation. At the moment, such

biochemical indicators are not available and research is needed in this area.

Even if this transformation cell assay still requires some improvements experimentally, it

constitutes a good alternative to animal experiments for the detection of non genotoxic

carcinogens. Another application of SHE cells could be envisaged orving to the fact that SHE
cells are composed of a mixture of fibroblastic and epithelial cells and since most cancers are
epithelioma (carcinoma). It l'ould therefore be interesting to recover epithelial cells by selective
grorvth media and to use these cells in testing. At the moment, morphological cell transformation

assays use mammalian cells. Yet it rvould certainly be of interest to adapt this test system to cells

derived from aquatic vertebrates or invertebrates in the future.

IV. ROLE OF GAP JUNCTIONAL INTERCELLULAR COMMUNICATION FOR THE

DETECTION OF NON GENOTOXIC CARCINOGENS

Gap junctional intercellular communication (GJIC) is one of the major means by rvhich

multicellular organisms mediate the direct intercellular exchange of cellular signal factors (small

molecules and ions) from ttre interior of one cell to neighbouring cells. GJIC plays a crucial role

in the maintenance of cell homeostasis and aberrant GJIC is often involved in carcinogenesis.

Gap junctions are formed by the contact of trvo hemichannels (connexons) penetrating the

plasma membranes of adjacent cells (figure 5).33 Hemichannels are formed by six protein

subunits named connexins (Cx).g

It has been shorvn that many tumor-promoting agents alter the regulation of GJIC. The inhibition

of GJIC is an epigenetic event rvhich may be related to cell transformation and proliferation of

cancer çs1k.1335 There are several levels of regulation of GJIC. Permeability decrease or

inhibition may result from changes in the expression of Cx during transcription and translation.

Alteration of post translational processing and alteration of connexon assembly and insertion

into the plasma membrane can also be involved in ttièïeregulation of GJIC. Most transformed

and tumorigenic cells shorv aberrant GJIC but ttre transfection of connexin genes into these

tuinodgenic cells may restore the normal phenotlpe. This emphasizes the relevance of GJIC in

cancer promotion. All these topics have been extensively rcvis1vsd.3938
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Budunova34 reported that ffiVo of a set of 80 substances with knorvn carcinogenic actiVity inhibit

GJIC. Antipromoting and anticarcinogenic agents such as retinoic acid, glucocorticoids,

quercetin, etc., may prevent the inhibition of GJIC induced hvitro by the tumor promoter

TPA.34These results strongly support ttre hypothesis that alteration of GJIC is a critical event in

carcinogenesis.

Several methods rvere developed to study GJIC. One approach called metabolic cooperation is

based on the transfer of small molecules behveen cells. The first experimental assay used to

study metabolic cooperation is the coculture of 6-thioguanine (6-TG) resistant and 6-TG

sensitive V79 cells.13 6-TG sensitive cells are able to phosphoribosylate this synthetic purine.

The phosphoribosylated purine is a toxic metabolite rvhich kills 6-TG resistant cells after its

transfer though operational gap junctions. The number of resistant cells recovered after exposure

of the coculture to thç test substance is a quantative indicator of its capacity to inhibit GJIC.

Another approach to study GJIC consists in dye transfer techniques. These methods register the

spread of fluorescent dye (lucifer yellow) microinjected into one of the cells (figure Q. These

techniques are easy to perform and give rapid results, rvhich make them porverful tools in

screening.
\ile showed that chlordane which induced the morphological transformation of SHEcells also

inhibited intercellular communication. Inhibition of GJIC by chlordane rvas revealed by a dye

transfer technique in SHE cells and rvith the metabolic cooperation assay with V79. These

results emphasized the epigenetic character of this pesticide which disturbs homeostasis by

several mechanisms.3o

It rvas initially postulated that inhibition of GJIC could be a common property of non genotoxic

carcinogens. Some of them, horvever, do not comply with this postulate. As an example,

chlorothalonil rvas not found to inhibit intercellular communication either in V79 cells or in SHE

cells, rvhile it promoted MT in SHE cells.29Thus, caution is required in interpreting negative

results, rvhich are not a guarantee of safety. Indeed, GJIC is a complex process controlled by

many cellular and environmental factors. In the case of responses demonstrating an inhibition of

intercellular communication, GJIC remains a useful criterion which may relate to carcinogenic

potential.

The above examples illustrate the rvide spectrum of actil'ities of epigenetic carcinogens and

emphasize the need for developing and validating several types of assays for the evaluation of

non genotoxic carcinogens. Another area rvorth investigating is the complex DNA repair system.

This system can be the target of chemicals which rvill-indirectly increase genomic alterations.

V. IMPACT OF EPIGENETIC CARCINOGENS ON POLY(ADP-RIBOSE) POLYMERASE
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Poly(ADP-ribose) polymerase (PARP; 8C2.4.2.30.) is a zinc binding nuclear enzyme that

catalpes the slmthesis of the polymer poly(ADP-ribose) (pADPr) from its substrate,

nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+).39The intracellularsynthesis of poly(ADP-ribose), a

process called poly(ADP-ribosyl)ation, is induced by strand breaks in DNA.4The polymer

pADPr will bind to nuclear proteins and histones, leading to chromatin decondensation rvhich

facilitates the activity of DNA repair enz5rmes.4l

Thus, PARP through poly(ADP ribosyl)ation of nuclearproteins plays an essential role in DNA

metabolism (replication and repair) in eukaryotic cells. Cell cycle, cell transformation, cell

differentiation, spermatogenesis and embryogenesis are also controlled by PARP.4245

An inhibition of poly(ADP-ribose) synthesis may be deleterious to DNA metabolism and

integrit5r, and to cell grorvth and differentiation. Thus, poly(ADP ribosyl)ation pattern in cells

could be used as an early and general end point in genetic toxicology.

Specific inhibitors of PARP are not genotoxic but can disturb the cell cycle in S and G2

phases.45 3-aminobenzamide (3-AB), an inhibitor of poly(ADP-ribose) synthesis, rvas shorvn to

induce sister chromatid exchanges,46 and also to potentiate the genotoxic effects of clastogens.4T

At present, there is a consensus suggesting that PARP inhibiton could induce variations in

carcinogenicity. The mechanisms by rvhich poly(ADP-ribosyl)ation interferes in this process

remain to be elucidated. Considering the importance of PARP cellular functions, poly(ADP-

ribosyl)ation deserves to be more thoroughly studied.

As epigenetic carcinogens may change PARP expression and synthesis of pADh,4S the

relationships between poly(ADP-ribosyl)ation and cell transformation is another area rvorthy of

investigation. These effects could be monitored in cells by measuring poly(ADP-ribose) levels

according to the method of Shah et a1.49

VI. CONCLUSION

One of the major challenges of our times is to prevent the environmental consequences of

pollution for human and erlironmental safety. Efficient prevention requires that the regulation

of nerv chemicals be improved in order to lill the present gap concerning carcinogenicity.

The variety of mechanisms involved in the control of cell cycle and mitosis explains the

difficulty in screening non genotoxic carcinogens. This contrasts rvith genotoxic substances

easily detected by mutations, genomic and chromosomal alterations.

The detection of genotoxic carcinogens by rl virro ihôrt term assays is quite efficient, but at this

time no test has been validated for non genotoxic carcinogens. Cell morphological

transformation assays and GJIC measuremenB are relevant methods lvhich deserve to be

considered in a battery ol invitro short term assays for carcinogenicity. It is imperative that

these methods become standardized in the near future.
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Environmental problems result in a great part from the interactions betlveen a multitude of

contaminants in the ecosystems. These interactions cannot be underestimated in the context of a

multistage and multifactorial carcinogenic process. They may involve genetic as rvell as

epigenetic factors, acting directly or not on DNA metabolism and on cellular homeostasis. Up to

norv, scientists have mainly focussed on the study of DNA damaging agents, i.e. initiators. It

norv appears essential that non genotoxic carcinogens and the combined effects of initiators and

tumour promoters be investigated more extensively

Presently, irtvitro genotoxicity assays for chemicals use mainly mammalian cells. A logical next

step would be to develop nerv techniques from selected aquatic (in)vertebrate cells. The

promotion of such techniques should be encouraged so as to offer more relevant diagnostic tools

to ensure better protection for the aquatic environment.
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Figure 2: Colonies of syrian hamster embryo cells alterT days of grorvth at cloning density in

Dulbecco's modifîed Eagle's medium supplemented with tSVo fetal calf serum.

Normal colony of cells (x80) (a).

Morphotogically transformed colony of SHE cells (x80) (b).
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Figure 4: Effects of chlorothalonil on cloning efficency and morphological transformation of

primary SHE cells.
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Figure 6: GJIC measured by dye transfert of lucifer yellorv after microinjection of single SHE

cell.

Control cells (a).

Inhibition of GJIC by TPA (l hour exposure 0.1 pglml) (b).
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SHE CELL TRANSFORMATION ASSAY AS A PREDICTIVE SYSTEM

FOR CARCINOGENICITY OF PAH AND NON.GENOTOXIC

CARCINOGENS.

VEROMQUE CRUCIANII, HALIMA BESSII, STEPIIANIE ALEXANDREI,
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Abstract The Syrian hamster embryo (SIIE) cell transformation assay is an in
vitro method for the detection of genotoxic and non-genotoxic carcinogens. Its
reliability as a multistage carcinogen screening method was demonstrated by
several authors who showed that cells derived from transformed colonies were
capable of tumour formation when inoculated in a suitable host animal. The SFIE
assay offers the advantage of using normal diplold cells with metabolizing
capacities and low spontaneous transformation frequency. Epithelial cultures can
be selected from the mixed cellular suspension obtained from the Syrian hamster
embryos in order to develop an in vitro model for the detection of carcinogens
inducing carcinomas..
Polycyclic aromatic hydrocarbons, such as BaP and DMBA were studied in depth
for their cell transforming potency. The synergistic effects of PAH and tumor
promoters can be demonstrated by using a sequential treatment consisting in an
initiation-promotion schemel. This protocol also revealed interacting effects
between non-genotoxic carcinogens 2.

Key ll'ords Cell transformalion, SHE cells, non-genotoxic carcinogens,
benzo(a)pyrene, initiation-promotion, tumor promoters

INTRODUCTION

The Syrian hamster embryo (Stre) cell transformation assay is an fir vitro method for

the detection of carcinogens, which closely mimics the first steps of the carcinogenic

process. Its reliability as a multistage carcinogen screening method u/as first

demonstrated by Berwald and Sachs3. These authors showed that cells derived from
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transformed colonies were capable of tumour formation when inoculated in a suitable

host animal. Therefore, transformation of culture mammalian cells by a variety of

chemicals has been used for more than three decades in studies on mechanisms of

carcinogenesis. The in vitro SIIE cell transformation assay which was described first by

DiPaolo et a1.4, measures the induction of morphological transformation (MT) of

colonies after chemical treatment. MT is a recognized step in the multistep process of

conversion of non tumorigenic mammalian cells to a neoplastic state. MT phenotype is

chuactenzed by a loss of contact inhibition of cells within the colony resulting in a

random orientation (or criss-cross) pattern of growth in three dimensions (Figure l).

Cells in MT colonies are more basophilic and display increased nuclear to cytoplasmic

ratio. These morphological changes express the perturbations of the cytoskeleton

induced by cell transformation.

Cells forming the colonies may display either fibroblastic or epithelial morphology

because they derive from a mixed cellular suspension obtained from the Synan hamster

embryos. Epithelial cells can be selected by means of selective growth medias. The use

of an epithelial cellular model for in vitro cucinogenicity appears necessary, as

carcinomas represent 95% of human cancers.

Transformation assays using established cell lines such as BALB/ 3T3 and C3WlÙTy4

were also propose{ by Kakunaga6 and Reznikoff et al.1 respectively. The SIIE cells

offer several advantages compared to these cell lines : SFIE cells are normal diploïd cells

with metabolizing capacities and low spontaneous transformation frequenry. Moreover

transformation of colonies can be revealed after a short time of exposure, i.e. 7 days.

The Syrian hamster embryo cell transformation assay detects genotoxic as well as non-

genotoxic carcinogens. Polycyclic aromatic hydrocarbons, such as BaP

@enzo[a]pyrene) and DMBA (dimethylbenz[a]anthracene) were studied in depth for

their cell transforming potency. Their synergistic effects with tumor promoters can also

be easily detected using a sequential treatment following an initiation-promotion

schemel. The interacting effects between non-genotoxic carcinogens can also be

observed with this protocol2.

The transforming capacities of BaP and DMBA will be shown in the following. Some

results demonstrating the synergistic effects between BaP and the model of tumour

promoter TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-agg,tate) will be presented in a second

part.

I\{ATERIAL AND METEODS
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Protocol of the SHT Cetl Transformation Assay

SIIE cells from secondary or tertiary cultures (target cells) are seeded at cloning density

(100 to 300 cells) in 60 mm Petri dishes with a feeder layer of irradiated cells in DMEM

medium supplemented with llYo or 20Yo fetal calf serum (FCS) as described by Tu el

al.8 and Lasnê et a1.9. The cells are treated 24 hlater and incubated at 37"C in

humidified air with l0% COz. At day 8, plates are washed with phosphate-buffered

saline and cells are fixed with absolute ethanol and stained with l0% Gemsa. Colonies

are scored under stereomicroscope for cloning efficiency and morphological

transformation (number of transformed colonies / total number of colonies).Statistical

analysis are done by the 12 test.

PAFI can be applied either alone with one or two applications, or in a sequential

treatment with TPA.The duration of the treatment may vary benveen I to 7 days,

according to the authors. In sequential treatments, BaP is applied over l, 2 or 3 days.

Then the medium is replaced with one containing TPd as described by Bessi et a1.2.

Cell Cultures of Feeder and Target SHT' çsllt.

Target and feeder cells are prepared as described by Pienta et al.lo. Target cells are

obtained from pre-selected primary cell cultures of Syrian hamster embryos at 13 days of

gestation, then stored in liquid nitrogen2.

Feeder cells kept frozen in liquid nitrogen are obtained after a 5000 rad X-ray irradiation

of a SFIE cell suspension

RESIJLTS

BaP and DMBA were investigated by several authors for their morphological

transforming potency on SIIE cells and have thus been used as model chemicals in

transformation studies. The morphological transformation was studied in the range

0.04-3 Fyml DMBA in an interlaboratory comparison of transformation in SHE cells

canied out by Tu etal.8 : the percentage of MT colonies could reach 3.3yo. This study

also showed that results depend on the experimental conditions used, including the

quality and the percentage ofFC serum (Table I). It confirmed also that the spontaneous

transformation frequency of SHE cells is very low. This explains why a low level of

transformed colonies may be significant.

BaP has been used as a model chemical for in vitro transformation in the range of

concentration 0.05-1 pdml. The morphologicat transformation can be slightly induced

at 0.05 pdml a^fter 3 days of exposure (Table II). The transformation frequency may

exceed l4o after a2|htreatment at O.l pdml. It appears that using an acidic pI[ such
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TABLE I The morphological transformation of SHE colonies exposed to DMBA

DMBA
(inpglml)

total
nunber of

colonis
354
278

number of
transfonned

colonies

transfor-
mation

Experinental
conditions

0
0.1

0
37

0
16.9

l 0  VoF6
300 rarget cells 4

6-104 feeder cells

0
0.19-3.0

2983
1001

0
3.3

0
33

0 51.58 0 0
o.7g-3.0 L065 ?5 2.3

0722600

l0 VoF6
300 larget cells

6.104 feeder cells

?-0 Vo FCÂ
300 target cells

6.104 feeder cells

0
0.2-3.0

432r
1014

0
0.6

0
6

0
0.2-3.0

3431
2829

0
0.4

0
t2

0
0.0G0.3

5067
1040

2
34

<0.1
3.3

as 6.7 as recommended by Leboeuf and Kerckaeftll, increases the sensitivity of SIIE

cells to the morphological transformation. As indicated in Table II, the transformation

frequenry increases from l.ZYo to 6.60Â when pH is lowered from 7 to 6.7.It has to be

noticed that the spontaneous transformation of SIIE cells is also higher at acidic pH.

Non genotoxic carcinogens, such as TPA v/er: demonstrated to induce the

morphological transformation. 0.1 pglml TPA applied during 3 to 5 days may transform

at least 1.2%o of SIIE colonies. The induction of morphological transformation is much

more important when TPA is applied on Bæ initiated cells. Synergistic effects between

Bap and TpA were demonstrated in a high number of experiments (Table tr). These

effects can be easily revealed in vitro with a staged exposure of SHE cells following an

initiation-promotion protocol as recommended initially by Chouroulinkov and Lasnel2.

Other chemicals, known as non genotoxic carcinogens, '$/ere shown to induce

morphological transformation of SHE colonies and to potentiate the efects of

carcinogensl'2.

CONCLUSION

The SHE model has been extensively used to study the mechanism of neoplastic

transformation. It would be worthwhile that this model is applied routinely as an
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TABLE II The morphological transformation of SHE colonies exposed to BaP or

TPA applied either alone or in a sequential treatment

treatment
(inpglml)

total
number of
colonies

number of
transformed

colonies

transfor-
mation

Experimental
conditions

ref.

.none
BaP 0.1/1 day

TPA 0.1/6 days
BaP * TPA

nn
1309
2572
1503

6
22
6L
7t

0.5
t.7

2.4
4.7

pE 7.35
2 0 % F 6

300 rarget cells
4.104 feeder cells

none
BaP 0.05/3 daYs
TPA 0.1/3 daYs

Bæ + TPA

L3

0
1
9
42

325
301
518
398

0.3
1.7

10.6

p87.2
20 VoFCÂ

200-250larget cells
6.104 feeder cells

notre
BaP 0.05/3 days
TPA 0.1/4 days

BaP + TPA 14

0
1
t2
54

348
660
6t2
396

15

0
0.4

0
2
8
69

500
s00
200
3M

16

't,

6
20
150

0,2
1.t

13.6
trone

BaP 0.05/2 days
TPA 0.1/5 daYs

BaP + TPA

0
0
2
20

n6
240
168
312

1.2
6.4

p87.2
20 ToFCS

200 target cells
6.104 feeder cells

none
BaP 0.05/3 days
TPA 0.05/4 days

BaP * TPA

4
22.7

llOne

BaP 0.05/3 days
TPA 0.05/5 days

BaP + TPA

2001
1776
yl6

1386

<0.1
0.5

2.1
10.8

uone
BaP 0.1/1 days
TPA 0.U6 daYs

BaP + TPA

our
data

0.1
I

4
3L
43
48

3254
29s0
2573
1475

1.7
3.3

P H 7
t5 Vo FCS

200 target cells
4.104 feeder cellsnone 2917

1130
11
t4

0.4
1.2BaP ll7 d

Ilo[e

BaP 1Æ days

vn

80s

2.s

6.6

pH 6.7
20 VoFCS

l5O.target cells

alternative method to animal experiments for the in vitro screening of non genotoxic

carcinogens.

The SIIE cell transformation assay u/as demonstrated to be a reliable model system for

in vitrodetection of the carcinogenicity of cheùials. Staged exposure of SIIE cells to

carcinogens following an initiation-promotion protocol increases significantly the

sensitivity of the assay and may permit the detection of the rynergistic effects between

carcinogens. Moreover, the interest of this asisay can be increased by selecting epithelial

SIIE cells for the detection of chemicals capable of inducing carcinoma'
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SH E). rJlhen SH E cells were treated at day I or at
ays i and 5 to hlgh CLF concentratlon (200 pl'l) n'o

hypollpldemlc drug Cloflbrate (CLF) was rePort'
to Induce peroxlsome proliferatlon In rodent l lver

carctnogenlc potentlal. In the Present study we
investlgated wlthln the framework of the two'

tage carclnogenesls (lnlt latlon-promotlon) the
elatlonshlp between morphologlcal transformatlon

, ornlthlne decarboxylase (ODC) and metal-
actlvltles In syrlan hamster embryo cells

lntroduct ion

The peroxisome proliferator agent Clotbrate (ethyl-p-
chlorophenoxyisobutyrate, CLF) has been used in the
treatment of human hyperlipidaemias. CLF adminis-
tration in vivo stimulated the proliferation of hepatic
cytoplasmic peroxisomes and increased the oxidation of
fatty acids within the peroxisomal matrix (for review see
Refs. 1, 2). The hepatocarcinogenic effect of CLF may
be due to oxidative stress generated by HrO, which is
responsible for DNA injury and described as one of the
major factor for cancer induction.3'a However recent
data showed that the genotoxic pathway can not be the
major carcinogenic mechanism, since (i) peroxisome
proliferators (PP) are generally not mutagenic in stan-
dard tests and failed to display DNA damage,5 (ii) rat
hepatocytes treated by PP often develop resistance
toward HrOr.u It is assumed therefore that the carcino-
genic potential of these compounds cannot only be
related to some genotoxic effect.7'E Several epigenetic
mechanisms may be involved in neoplastic cell trans-
formation, at least in the trst stage of the process.

Ornithine decarboxylase (ODC, EC. 4.L.1.L7) and
putrescine increased in liver following subcutaneous
injection of CLF to young rats.e ODC is the ûrst and
rate limiting enzyme of the biosynthesis of intracellular
polyamines. The level of ODC is closely related to the
cell proliferation rate.ro In addition, ODC was found to
be highly expressed in hurran cancer as in chemically
induced carcinogenesis in rodents.r r' r 2 The relationship
between ODC overexpression and increased transform-
ation, was recently demonstrated in Nemalite trans-
formed SHE cells,r3 transformed NIH/3T3 cell line,
Rat-l tbroblasts transfected with human ODC-cDNA
in sense and antisense orientations,ra'r5 and in
transgenic mice harbouring human ODC-cDNA.r6
In contrast, inhibition of ODC activity by
a-difluoromethylornithine in mice fed with a low polya-
mine diet, was found to decrease tumour development.
This approach is now used in clinical trials to improve
some èhemotherapeutic treatments.l?'18 Moreover
when human and murine leukemia cells sensitive or
resistant to Adriamycin (ADR) were treated with low
doses of CLF, the cytotoxic effect of ADR was
enhanced in both cell types. Whereas high level of

lncrease of transformed colonles has been
After three successlve treatments at days l,

and 5 slgnlficant Increase In transformatlon fre'
was observed at even low CLF concentratlon

25 pM). Exposure to 0.16 pM TPA (promoter) for 7
achleved low transformatlon frequency. The

of transformed colonles Increased by about 3
and 6 fold when SH E cells were preexposed
rctlvely to 50 or 200 pM CLF at the Inlt latlon

followed by two appllcatlons of TPA. When
a)pyrene was used to Inlt late cells, no addl-

onal effect on transformatlon frequency was
followlng CLF treatment In promotlon

After treatment of SHE cells wlth 50 or 100 pl'l
, the basal ODC actlvlty decreased. In contrast

cells wlth 0.16 pl'l TPA for 5 h Increased the
DC f evel to 205% as compared to untreated cells. In

stage exposure (l h to 50 pM CLF followed by 5 h
n the presence of TPA), the ODC level Increased to

. Moreoyer, when SHE cells were treated slml'
( | h to 50 pÎ-l CLF followed by 5 h In the presence
16 pM TPA) Increased actlvlty of a 72kDa cyto'
metalloprotease has been observed. By western
anatysls, lt has been shown that thls 72 kDa

reacted agalnst class 2 matrlx metal-
antibody. lt ls therefore suggested that

ls malnly actlve at the lnlt latlon stage wlthout
motlng effect and clonal expanslon of neoplastlc

can not be Induced by CLF.

Clofibrote, SHE, celf transformotlon, ODC, metol-
initiotion phose.

ndence: G Nguyen-Ba
l0 August.1995; accepted ll December 1995
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multidrug resistance (MDR) was obtained in rat liver
and primary hepatocytes when treated with the
hepatocarcinogens acetylaminofluorene or methylcho-
lanthrene.re

Our aim in this work was to study the carcinogenic
potential of CLF on SHE cells within the framework of
the two-stage cell transformation process (initiation and
promotign). SHE cells were representative of normal
diploid cells, genetically stable and capable of activating
a wide spectrum of chemical carcinogens. The probabil-
ity of progressing toward a neoplastic phenotype is
greater for SHE cells derived from transformed colonies
than for parental cells.20'2r In parallel, we have studied
the correlation between cell transformation, ODC and
metalloprotease activities.

Results

Efects of CLF on SHE cell nansformation
Absence of increased transformation (0.2-0.5%) was
observed following a single or double exposure of SHE
cells to various concentrations of CLF. The transform-
ation frequency increased to 30Â after three successive
exposures to either 25, 100 or 200 pM CLF for days 1,3
and 5 (Iable l). When cells were exposed to 0.16 pM
TPA, only tYo of transformation frequency can be
observed.

However, in a two-stage transformation protocol
(SHE cells were exposed to 25 or 200 pM CLF for 24h
(initiation stage) followed by two successive treatments
of 0.16 pM TPA) the number of transformed colonies
increased to 3.5 and 6.302, respectively. In contrast, no
additional effect was observed when cells were pretreat-
ed with the cancer initiator BaP (0.40 pM) and CLF
applied at days 2 and 5 (promotion stage).

Iniluction of ODC actît)ity
In order to correlate SHE cell transformation with the
ODC activity cells were treated in similar conditions.
After 5 h exposure to 50 or 100 pM CLF the basal
ODC activity level decreased from 18 nmol decarboxyl-
ated ornithine mgr protein h-l to about 10 (Table 2). In
contrast the ODC activity increased to 38 after 5 h in
the presence of 0.16 pM TPA. When SHE cells were
cotreated with 50 pM CLF and 0.16 pM TPA, the
ODC activity was reduced to 24 as compared to cells
treated with only TPA. The ODC activity level
increased from 200 to 270o/o respectively in cells treated
with TPA alone or following a two stage exposure (1 h
to 50 pM CLF followed by 5 h in the presence of 0.16
pM TPA (Figure l).

To determine the potential effect of CLF at the pro-
motion stage, cells were pretreated with BaP (0.40 pM)
followed by different concentrations of CLF. As con-
pared to untreated cells, the ODC activity level

Table I Effects of Cloûbrate on morphological transformation of SHE cells

TF
Treatments

1tM Applicatîons %
cÉ"
% Ratîo0l

(i) Clofibrate

(ii) Clofibrate + TPA (0.16 rrM)
0

25
100
200

(iii) BaP (0.40 pM) + Clofibrate
0

25
100
200

0
25
100
200

0
25

100
200

0
25

100
200

I application
(day l)

2 applications
(days l, 5)

3 applications
(days l ,3 ,5)

l4
14.8
12.2
8.9

12.7
12.4
13.3
7.1

14.8
l 5
15.9
E.t

12.8
t3.4
12.6
E.5

13.9
12.9
l t.3
13.5

rl42r
21444
01367
41267

313E2
s1372
u399
0l2rr
31443

t4l45r
141479
E/242

41384
t41403
r71378
161256

91416
41387

1rl338
141404

0.7
3.1*
2.9*
3.3i

0.2
0.5
0.0
1.5

0.8
1.3
0.3
0.0

1.0
3.5*
4.5r
6.3*

2.2
1.1
3.3
3.5

Morphological transformation of SHE cells were studied using the initiation-promotion protocol treatment. (i): treatment with
one, two or three applications of cloûbrate; (ii): sequential treatment with clofibrate followed with two applications of TPA on
days 2 and 5; (iii): treatment with BaP for 24 h, followed with two applications of clofibrate on days 2 and 5.
CE: cloning effrciency; TF: tra$formation frequency; (") determined from 10 dishe.s for each treatnent group; G) number of
transformed colonies/total number of colonies; * values signifiently different from respective coutrols (p < 0.05).



Control,Sh 18.33+0.45 100.0
TPA 0.16 pM, 5 h 37.65 t3.28 205.5
CLF 50 pM, 5 h 10.98 t 2.511 60.1
CLF 100 pM,5 h 9.07 t 1.96* 49.7
( 'TPA+CLF,5h 23 .87+1.65T 130.6
t b T P A : 3 h + C L F :  2 h , 5 h  2 0 . 5 2 t 5 . 8 0  1 1 2 ' 0

it is assumed that protease activities correlate
the ODC post-transcriptional regulation, the

aotlvlty ^

or cell treatmen! the pH7.2 DMEM was replaced by pH
7 medium with a low concentration of NaHCOT and phenol

with 5% foetal calf serur-.
A: 0.16 pM; CLF: 50 or 100 lrM; {"r cotreatment TPA and
F for 5 h; ttr çta was added 3 h after TPA for 2 h, 5 h

t. ODC activity expressed as nmol decarboxylated
ithine mg'l protein h'1. Results are the means of two

performed in triplicate (mean J SD). * ODC
ribition with CLF signiûcantly different from control
< 0.05); f inhibition of TPA-induced ODC signiûcântly dif-

t from TPA group (p < 0.05).

ecreased by 25oÂ when cells were treated with BaP
lone and further decrease was observed when cells

sequentially treated with BaP and CLF (Figure 2).

actiuities

2 Effects of cloûbrate (CLF) on basal ODC level and ODC acllvlty

A-induced ODC in SHE cells

Treatments ODC actîoity %o conÛol

Erposure of SHE cells b cloflbnte and TBA
S Dhalluin at al

Treaiments
Figure 2 Effect of CLF on ODC activity in SHE cells exposed
to BaP. ODC activity expressed as nmol decarboxylated orni-
thine mg I protein h r. (a) control pH 6.7 medium 5 h; (b)
BaP 0.40 pM, 5 h; (c) clofibrate 50 pM, 5 h; (d) pretreatment
with BaP for one hour then removal and replacement with
clofibrate 50 pM, 5 h. * result significantly different from
control (p < 0.0t

modulatory efrect of CLF on protease activity has been
investigated. Cytosol proteases were extracted and
analysed by zymographic methods, using either gelatin
or casein in substrate gels. While in the casein zymog-
rams (indicative of cysteine protease activity), no band
of proteolytic activity was identiûed, in the gelatin
zymogram a major band of proteolysis in the vicinity of
72 kDa was detected. In cells treated 5 h with 50 pM
CLF no change in the proteolytic pattern has been

Table 3 Activity of cylosolic protease in SHE sells treated
with TPA and clofibrate

Treatments Lysis arealpg protein Yo control

mce

DC
30

l. Coutrol
2. TPA 0.16 pM,5 h
3. CLF 50 pM,5 h
4. TPA + CLF,5 b
5. CLF I h'+ TPÀ 5 h

15.2
2r.6
17.8
27.4
39.9

100
t42
tt7
t37
263

(1 h initiation stage) aud to TPA. ODC activity
as nmol decarboxylated ornithine mg I protein h'r.

) control pH 6.7 medium 5 h; (b) TPA 0.16 pM, 5 h; (c)
ofibrate 50 pM, 5 h; (d) pretreatment with clofibrate 50 pM

b c

Treatmen lo

I ODC overinduction in SHE cells stage-exposed to

one hour then removal and replacement with TPÀ 5 h.
result signiûcautly different from conlrol (p < 0.05); (A)
)C srimulation signiûcaatly different from TPA alone (b)
< 0.05). Results of triplicate determinations; a second inde'

Proteolytic activities were analysed with zymographic
method. Aliquots of cytosolic proteins were submitted to elec-
tropboresis n lL% polyacrylamide resolving gel with a
copolymerized c-gelatin substrate. A neutral proteinase
induced gelatin lysis in the area corresponding to 72 kDa,
which appears as a clear band on the blue background. Lytic
areas determined with NIH Image v.1.43 programme u/ere
adjusted to pg proteins.
4. cotreatment TPA and CLn 5 h; 5. preexposure of cells to
CLF during I h, theu the drug was removed and TPA was
applied for 5 b-experiment yielded similar results
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observed. In contrast, when cells were treated with 0.16
pM TPA alone or cotreated with CLF,42% increase in
a72kDa proteolytic band has been detected (Table 3).
A more important increase (163%, was also detected
after t h SHE cell exposure to CLF (initiation stage)
followed by 5 h treatment with 0.16 pM TPA.

To identify this 72 kDa cytosolic protease, western
blot analysis using a polyclonal antibody raised against
gelatinase A or MMP2 has been performed. Two small
protein bands associated with a main 72 kDa were
identified on the Iminobilion membrane (data not
shown). We suggest therefore that the cytosolic protease
isolated from SHE cells corresponded to gelatinase A or
MMP2.

Discussion

The results reported in this study showed that three
repeated treatments of SHE cells with the hypo-
lipidemic drug CLF, signiûcantly increased the cell
transformation frequency. In the multistage SHE cell
transformation assay, the rate of transformation was
higher, when CLF was applied during the initiation
phase followed by treatment with the cancer Promoter
TPA. It has been demonstrated that cells derived from
transformed colonies, exhibited growth characteristics
of neoplastic cells.2l The high rate of cell transform-
ation obtained with CLF was indicative of its car-
cinogenic potential. CLF with other peroxisome
prolilerators were considered as non-genotoxic carcino-
gens that are responsible for liver tumors in rodents.2z
In view of data registered from in vivo experiments
and since peroxisome proliferators could clonally
expand initiated cells, it has been considered- _that they
aré promoters in hepatocarcinogenesis.23 Other
peroxisome prolileration-inducing plasticizer such
as Diethylhexylphtalate (DEHP), did not show any
promoting efrect on 2-acetylaminofluorene or
diethylnitrosamine-initiated liver cells.z3 Moreover, in
preneoplastic foci and altered liver induced by per-
oxisome proliferators, glutathione S-transferase isomers
differed from those induced by well known liver pro-
moters such as phenobarbital.2a Thus, it is assumed
that all the peroxisome proliferators may not be carci-
nogenesis promoters.

Cell treatment by TPA strongly stimulated the ODC
activity, whereas it was inhibited by CLF. But preexpo-
sure of the cells to CLF potentialized the inducing effect
of TPA on ODC activity. Correlation between ODC
activity and morphological transformation assay is
observed when the two-stage protocol was used. CLF
was active in the initiation stage and increased the
number of transformed colonies induced by successive
TPA treatments.

In'SHE cells treated with the cancer initiator BaP
(0.40 pM), transformation frequency has been observed.
But in cells treated with BaP (0.40 pM), followed by
CLF (at the promotion stage), the rate of ODC activity
did not change nor the transformation frequency as
compared to those induced by BaP alone. The mecha-
nism by which a non-genotoxic agent like CLF may act
at the initiation stage and not at the promotion stage

remains to be clarified. The action at the initiation stage
has been observed s,ith DEHP (a plasticizer, personal
data) or Chlordane (a pesticide) other non-genotoxic
carcinogens.2s Preexposure of SHE cells to CLF even
for a short time may modify the cell response to TPA:
increased transformation frequency and overinduction
of ODC. Recent studies indicated that .ODC could be a
common mediator of many oncogenes such as c-Ha.ras,
neu and v-src, this may implicate the ODC gene as a
proto.oncogene central for regulation of cell growth
and transformation.l5

In the support of previous data, post-transcriptional
regulation of ODC may take place in SHE cells through
the action of cytoplasmic . proteinases.26'27 Recent
studies have demonstrated the role of complex forma-
tion of speciûc ODC antizyme which render ODC
highly susceptible to some proteolytic activities. Vy'e
have observed a correlation between overinduction of
ODC and overexpression of a 72 kDa cytosolic pro-
tease. In a SHE transformed cell line (SHE-Tr), similar
pattern has been observed:,.overexpression of ODC
(three times the control level) accompanied by strong
proteolytic activity.rl We can postulate therefore that
such a high level of cytosolic protease activity may be a
rate limiting factor that maintains ODC and intracellu-
lar polyamines at a level compatible with survival and
proliferative potency of the responding cells. Results
with other cell types, this 72 kDa metalloprotease was
described to be located in the extracellular matrix and
suggested to participate in the metastatic process.2s

The assessment of carcinogenic risk for this drug is
necessarily important in clinical use of CLF. In the
transformed cell line SHE-Tr, overexpressing ODC,
application of CLF decreased the ODC level in the
same manner as did c-difluoromethylornithine, a well
known ODC inhibitor. ODC inhibition correlated with
a decrease of cell proliferation rate. In the multi-stage
cell transformation assay with diploid cells, CLF is
shown to be active at the initiation stage and not at the
promotion stage. Further elucidation of this mechanism
may help to assess whethdr when using CLF in treat-
ment of tumour bearing organisms, the risk is minimal
with regard to clonal expansion of tumoral cells.

Mater ials and methods

Chemicals
Clofibrate (ethyl-p-chlorophenoxyisobutyrate) was
purchased from Sigma (France), TPA (I2-O-tetra-
decanoylphorbol-13-acetate) from LC Services Co,
\Moburn (MA, USA) : L{1-14 C) ornithine from Amer-
sham (U.K.), Benzo(a)pyrene from Sigma.

All other chemicals were commercial products of the
higliest available grade of purity. The chemicals were
dissolved in acetone or dimethylsulfoxide (DMSO) and
diluted with culture medium to the desired concentra-
tion just before use.

Cell cultures and treatments
Primary cell cultures were prepared from 13-day old
golden Syrian hamster embryos, as described by Pienta
et al.2o.In preliminary experiments to establish the con-
ditions of the SHE cell transformation assay, the ûrst



cell batch was tested for its capacity to develop trans-
formed colonies in the presence of 4 ttM of
benzo(a)pyrene, only early passage diploid cells were
used in the present study.

For the ODC activity assay, the cells (2 x 104) were
seeded into l2-well culture plates. 72 h later they were
submitted to chemical treatments as previously
described.26 Four treatment protocols were used to
determine, (i) optimal doses of each chemical, (ii)
optimal time of treatment, (iii) modulatory effect of
CLF on TPA induced ODC activity, (iv) changes of
ODC activity after cell exposure to CLF (initiation
stage) and to TPA.

For cell transformation assays, target and feeder cells
$'ere prepared as described.2e 300 target cells were
seeded into 60 mm Petri dishes, onto a feeder layer of
60,000 irradiated cells in DMEM medium, pH 7.35,
supplemented with lïVo felal calf serum. The cells were
treated 24 h later with CLF alone or sequentially with
different model carcinogens.

C ell tr ansformation assay
Cells were seeded and after 24 h growth were treated
with chemicals;2e DMEM pH 7.35, l0yo CO2. on day
8, the plates were washed with PBS pH 7.d the cells
were fixed with absolute ethanol and stained with l0%
aqueous Giemsa. Colonies were scored under a stereo-
microscope for cloning elliciency and morphological
transformation frequency. Cloning effrciency indicative
of the toxic potential of chemicals, is detned as the
number of coionies/number of cells platedxlO0, trans-
formation frequency indicative of the carcinogenic
potential of chemicals, is defined as the number of
transformed colonies/total colonies scored x 100.

Statistical analyses were performed using the f test
or by the one-side Fischer's exact test. Three
approaches for evaluating transforming efrects on SHE
cells were used: (i) treatment s'ith CLF alone in one,
two or three applications , (ii) sequential treatment with
CLF on day 1 for 24 h, followed by two applications of

A (0.16 pM) on dzy 2 and day 5, (iii) sequential treat-
ment with BaP (0.40 pM) for 24 h, followed by one or
two applications of CLF, days 2 and 5.

Assay of ODC actioity

Erposuro of SHE cells to cloflbrate and TBA
S Dhalluin af al

zymography using gelatin type A (1 mg ml. t) incorpor-
ated into sodium dodecyl sulfate (SDS), 11% resolving
polyacrylami6s minigel. Unreduced samples were sub-
jected to electrophoresis for 45 min, at 8 mA, after
which the gels were washed in 2.5Yo Triton X-100 and
incubated in -100 mM Tris-HCl buffer pH 7.4,0.02%
NaN3 and 10 mM CaCl2, at37oC for 48 h.

The gels were fixed and stained with 0.5% Coomassie
blue for I h and destained with acetic acid-methanol.
Proteolytic activities appeared as clear bands on a blue
background, the gels were scanned and the proteolytic
activity was calculated from numeric images with NIH
Image v.1.43 rprogramme. Protein molecular weight
markers (Amersham kit) were run on the same gel.26

Western blot analysis of protease
Cytosolic proteases were characterized by immuno-
enzymatic assay as described by Towbin et al.3r Heated
samples were electrophorised on a SDS PAGE gel
(composed of a 4Yo stacking gel and a l0%o separating
gel) in a pH 8.3,Tris.Glycine-SDS,running buffer. After
electrophoresis, the protein was transferred to an
Immobilion membrane at 30V overnight using a
Bio-Rad Mini Trans-blot electrophoresis cell according
to the method-described. A'portion of--the.membrane
which contained molecular weight standards was
stained with 0.1% Amido-Black 10 B. The remainder of

, the membrane was washed successively with Tris buf-
fered saline (TBS)-Tween 20, 0.05yo, TBS-BSA, 5%,
TBS-milk 5To, and incubated in TBS pH 7.6 containing
anti-MMP2 antibody (antigelatinase A, supplied by Dr
H. Nagase) for t h, followed by three consecutive
washes in TBS-Tween.

The membrane s'as incubated in a 10-a dilution of
biotinylated goat anti-rabbit immunoglobulin (Dako),
after three washes, it was incubated with a
streptavidine-alkaline phosphatase complex, after three
washes with TBS-Tween, the membrane was placed into
developing buffer (Naphthol AS-MX phosphate free
acid, \ N-dimethyl-formamide, Tris HCI pH 8.2, Leva-
misole and Fast Red TR-Sigma) for 10 mn. The reaction
was stopped by immglsien of the membrane in water.
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ANNEXE II

Cancérogènes non-génotoxiques.
Toutes les substances présentées ici induisent une réponse négative chez Salmonella,

(adapté de Ashby et Tennant, 1991).

substance rénonse ! substance
I

reponse

l. aniline, HCI

4,4' - sulfonyldian ilin e

N-ph enyl- 2-naphthyla mirr e

rhodamine 6G. HCI
2. chlorinated paraffins

2,3,7,B-TCDD

chlorendic acid

tetrachloroethylene
pentachlorophenol

monuron

chlorobenzilate

decabromodiphenyl oxide

heptachlor

trichloroethylene

aldrin

dicofol

furosemide

stannous clrloride

t etla chlo rodiphenylethane

5-chloro-o-toluidine
4-chloro-a.toluidine, HCI
roxarsone

p olybrominated biphenyl

2,4,ô-tichlorophenol

1,4-dichlorobenzene

hexachloroethane

l, 1,2-trichloroethane

chlordane

chlorothalonil

di ch l oro diph enyldichloro-

S
s

(r)

R
R
(s)

R n S

R'S
R,S
R'S
R 'S

R
s

R'S
R,S
R 'S
R,S
s
s
r

s i ethylene

s r perrtachloroethane

(s) | l,l,l,2-tetrachloroethane
(s) t, 1,1,2,2-tetrachloroethane
(s) | chlorobenzene
(r) | 2,7-dichlorodibenzo-p-dioxin
(r) | dieldrirr

s
s
s
s
(r)
(s)

6)
hydrochlorothiazide (s/ | picloram (y'

3. benzene R, S r reserpine Rr S

di(2-ethylhexyl)phthalate R, S t hydloquinone R, S

nitrilotriacetic acid R, S I I l-aminoundecanoic acid Rnitrilotriacetic acid R, S I I l-aminoundecanoic acid R

zearalenone S I benzyl acetate S

2-mercaptobetuothirzole R I nalidixic acid R
di(2-ethylheryl)adipate s I butyl benzyl phthalate (s)
tris(2-ethylheryl)phoqphate (s) | piperonyl sulfoxide G)
c-methylbenzyl alcohol (r) i biqrherrol A (r)

metlryldopa sesquihydrate (s) i dimethylterephthalate (s)

oô/tetracycline hydrochloride (r) i propyl gallate (r, I
rotenone (r) i ampicillirr trihydrate (r)

diphenylhydramine, HCI (r) i 4Jrexylresorcinol (s)

sodium fluoride (r) t



substance réDonse t substance
I

réponse

4. allyl isovalerate
1,4-dioxane
furfirral
N, N'-diethylthiourea
benzaldehyde
trimethylthiourea
ntam

diallyl phthalate

2.5-dithiobiurea

cimarnyl antlranilate

benzofuran
phenylbutazone

N-n itro so diph enylamine

isophorone

melamine

d-limonerre
eugenol

fluometuron

R'S
R 'S
R 'S

r
s

(r)
(r)

(r, I
(s)

R'S
R 'S
RnS

r
(r)
(r)
(r)
(s)
(s)

ethyl tellurac

5. phenesterin
tetrachlorvinphos
tris( 2- chl o ro ethyl)pho qph ate

R 'S
R 'S

r

dimethyl-
rnorph olinophosphoramidate
dirneth yl methylph o sphonate

r
(r)
(r)pentaervthritol tetranitrate (r) | 2-chloroacetophenone

l. Composés aromatiques aminés ou nitrosés.

2. Comp osés comp ortant ur/des halogèrre( s) non-réacti(s).

3. Composés sans groupement électrophile.

4. Composés ne cornportant pas de gloupement à risque ("structural alert").

5. Electrophiles naturels comportant des groupements halogénés réactifs.

R : cancérogène chez le rat, multiplicité des organes cibles.

r : cancérogène chez le rat, sur un organe.

S : cancérogène chez la souris, multiplicité des organes cibles.

s : cancérogène chez la souris, sul'ull orgalte.

(entre parenthèses et en gras) : cancér'ogène chez une seule eryèce/sexe/organe.

(entre parenthèses et en italique) : prctves de oancérogénicité équivoques.



AI{NEXE III

Effets de divers cancérogènes ou promoteurs sur les GJIC mis en évidence par :

1. I'essai d'inhibition de la coopération métabolique (CM) entre cellules V79o

2. le transfert de jaune de Lucifer (TC) après microinjection dans des cellules

de types variés.
Adapté de Budunova et Williams (1994), la liste des composés présentée par

ces auteurs comprend, en plus de ceux inclus dnns ce tableau, des produits dont les

effets sur les GJIC ont été évnlués sâns que leur nctivité in vîvo ne soit connue.

substance activité iz

vîvo"

effet sur la

cMb

effet sur le

TC"

Phorbols et substances apparentées

phorbol

phorbol- I 2, I 3-diacetate

4-(J-methyl-TPA

phorbol- I 2, I 3-dibutyrate

phorbol- | 2, I 3-didecanoate

TPA

mezerein

I 2-O-retinovlphorbol- I 3-acetate

P

P

P

P

P

P

P

P

ol-
0

0t-

nt

0

0

Acides biliaires

chenodeoxycholic acid

cholic acid

deoxyclrotic acid

lithocholic acid

+l-

+l-

P

P

0

0t-

nt

nt

0

0

Acides gras et lipides

linoleic acid

cholesterol-5 a.6a-epoxide

P

C?

nt

nt

Composés organochlorés

bromopropylate

carbon tetrachloride

chloropropylate

chlorofornr

aldrin

c-benzene hexachloride

B-benzene hexachloride

y-benzene hexachloride

chlordane

chlorobenzilate

DDT

DDE

TDE

non C

C ' P

non C

C ' P

C ' P

C

non C

c?
C , P

C ' P

C ' P

c
c

0*

0*

0t-

0

nt

nt

nt

nt

nt

nt

-*rt

nt

nt



dicofol

dieldrin

endrin

heptachlor

kepone

lindane

methoxychlor

nrirex

trichloroetltylene

trichloracetic acid

C ' P

c
c?

C ' P

c
C ' P

c
c

C ' P

c

_*

nt

nt

nt

nt

nt

nt

nt

0t-

0t-

Biphényles polyhalogénés

polybromi nated biphenyls (nti xture)

2,2',5,5' -tetrachl orobiphenyl

3,3',4,4' -tetrachlorobiphenyl

2,3,4,4',5 -pentachl orobiphenyl

2,2',4,4' 5.5' -hexachlorobiphenyl

2,2',4,4',5,5'-hexabrombiphenyl

C

P

P

P

P

nt

nt
nt

nt

nt

nt

ot-
0

Cycles benzeniques substitués

catechol

hydroquiuone

phenol

pyrogallol

quinol

aniline

2,4-dinitrifl uorobenzene

nitrophenvlene diamine hair dves - HC blue I

c
P

c
P

c

0l-

0t-

u-
0

0

nt

nt

nt

nt

nt

nt

nt

nt

Peroxydes

benzoyl peroxide

hydrogen peroxide

t-buWl hvdroperoxide

P

C ' P

P

_*

0

0t-

0
_**

nt

Antioxydants

ascorbate

butylated hydroryanisole

butyl ated hydroxytoluene

DPPD-(N, N'-diphenyl- 1,4-phenylenediamine)

superoxide dismutase

all.l r a n.s -r etinoi c aci d

vitamine E

P

C ' P

P

AP

AP

AP

AP

0

0*

0*

0t-

0*

()

0t-
0**

nt

nt

0

Alcnnes

n-dodecane

l-oltenvldodecane

P

P

0

0

nt

nt



Barbihrrates

amobarbital

pheuobarbital

sodium barbital

P

P

ot-
nt

nt
+tol-

Proliférateu rs des peroxysomes

di( 2-ethyl hexyl)phthalate

nafenopiu

C ' P

c
nt

nt

Hormones et facteurs de croissance

dexarnethasotre

diethylstilbestrol

estradiol

fluocinolone acetonide

stilbestrol dipropionate

TGF-B

AP

c
P

AP

c
P in vitro

0

0

0

0

0

nt

nt

nt

nt

nt

nt

+t0t-

Rétinoides

retinoic acid

retinol

AP

AP

nt

nt

+
+

Carotenoides

canthaxanthin

d-carotene

p-carotene

lutein

lycopene

methvlbixin

AC

AC

AC

AC

AC

AC

nt

nt

nt

nt

nt

nt

+

+

+

+

+

+

Métabolites naturels

L-isoleucine

L-leucine

D,L-tryptophan

urea

uracil

P

P

P

P

P nt

nt

nt

nt

nt

0

Edulcorants

sacclurin

sodiunr cyclamate

sucrose

C , P

P

P?

0t-
ot-

nt

nt

nt

Fibres minérales

UICC anrosite

chrysotile asbestos

elass fibers

c
c
c

0

nt

nt

0

0

0

Mélanges complexes

Asphalt fume consensate (AFC)

AFC fractions

ciearette smoke condensate

C ' P

P

c .P



Divers

antipain

leupeptin

anlrydrodebromaplysiatoxin

aplysiatoxin

debronroaplysiatoxin

palytoxin

resiniferotoxin

teleocidin

vornitoxin

streptozotoxin

nickel (II) chloride

Niso4

cyclic AMP

quercetin

anthralin

benz(e)pyrene

diazepanr

diphenylhydantoin

ethyl phenyl propiolate

fornuldehyde

p-hydroxyanthralinic acid

iodoacetic acid

1-naphthylantine

thalidomide

trisodiunr nitrilotriacetate monohydrate

DL-ZAMI I 305 (p-blocker)

okadaic acid

pH decrease

lovastatin

4.4'-nrethvlene-bis(2-chloroaniline)

AP

AP

+l-

P

P

P

P

P

c
c
c

AP

AP

P

P

non C

T

C ' P

c
P

P in vitro

c
c

c
+l-

c
c
P

0

0

ot-

ot-

0

nt

nt

nt

nt

nt

0

0

nt

_*

0

0

0

ot-

nt

nt

nt

nt

nt

nt

nt

nt

nt

+10

nt

0t-

0

nt

nt

nt

nt

nt

nt

nt

nt

0

+

ù p: prouroteur: -:analogue sans activité pronlotrice'.*l-: promoteurfaible ; C: cancerogène,

AP = antipronroteur ; T : tératogène.
I'CM évaluée sur les cellules de la ligrrée V79 HGPRT+ et HGPRT- avec du milieu contenant de la 6-

thioguanine : sauf * (milieu "HAT" ou autre).
'TC évalué par microinjection de cellules variées : sauf t't ("scrape loadingl' ou redistribution de la

fl uorescence après "photobleachingl).

0 = pas d'efret : - = inhibition des comnrunications : +: augmentation des communications ; nt =

non testé : 0/- ou +/0 ou +l0l- : résultat variabte.



ANNEXE IV

Substances induisant la nrolifération peroxYsomale' adapté de Ashby st

Substance n'CAS Substance n" CAS

acetylsalirylic acid
beclobric acid
benzbromarone

BBP

bezafrbrate

bis(carboxymethyl

thio)- l,l0-deacane

BR-e3l

chl orinated paraffins (Ctr-tu)

cinnamyl anthranilate

ciprofibrate
citral

clobuzarit

clofibrate

clofibric acid

DG5685

DH6463

dibutyl plrthalate

2,4-D

DEHA

di ( 2-ahylhexyl )phosphate
DET{P

di(2-ethylhexyl ) sebacate

dihydroepi androsterone

acetâte

diisodecyl phthalate

DINP

dimethrin

diundecyl phthalate

DL-040

ethyl 4-(chl orophenoxy)

butanoate

2-ethylhexanoic acid

2-ethylhexanol

2-ethylhexylaldehyde

fenofibrate
gemcadiol

genrfibrozil

halofenate

hexadecanedioic acid

50-78-2

7 l 548-88-4
3562-84-3

858-68-7

4 I 85e-67-0

32827-49-e

6508e- | 7-0

63445-3e-8

3562-84-3

52214-84-3
53e2-40-5

224e4-47-e

637-07-0

882-0e,7

7qfie-54-l

7e53e-57-4

84-74-2
94-75-7

to3-23-l

2e8-07-7

I  t7-81-7

t22-62-3

53-43-0

26761-40-O

28553-12-O

70-38-2

3628-20-2
99208-52-l

78573-55-4

t4e-57-5

t04-76-7

123-05-7

4e562-28-e

35449-36-6

258 I 2-30-0

26718-25-2

505-54-4

2,2,4,4,6,8,B-heptylmethyl

nonane

hexanoic acid

lactofeir

LK9O3

L52265

L Y  1 7 t 8 8 3

nredica l6

nrethyl chl orophenoxyacetic

acid

MCP

| -mono(ca rboxyettrylthio)

tetradecone

l -mono(ca rboxymahylthio)

tetradecone

MEHP

mono-n-octyl phthalate

nafuropin

niadenate

oKY-t581
perchloroethylene

perfluorobutyric acid

perfluorodecanoic acid

perfluorooctanoic acid

perfl uoroocytyl sulphuric

acid

R M t - t 4 5 1 4

s-8527

SaH-442348

simfibrate

tiadenol

tibric acid

trichloroacetic acid

trichloroethylene

2,4,5-T

2,2,4 -tnntéchyl p entane

tridiphane

valproic acid

Wy 14,643

4390-04-9

142-62-l

3513-60-4
35704-0t-9

72178-02-0

88107-10-2

87272-20-6

94-74-6

21340-68-l

1462-53-9

2921-20-2

4376-20-9

5393-t9-l

377r-r9-5

62601-22-l

75987-t8-7

127-r8-4

375-22-4

335-76-2

335-67-l

1763-23-l

54857-86-2

30299-08-2

22204-9t-7

14929-tt-4

6064-20-l

37087-94-8

76-03-9

79-01-6

93-76-5

540-84-1

58138-08-2

99-66-l

50892-23-4

994.



AI\INEXE V

Composition des milieux utilisés pour les cultures cellulaires : milieux de culture DMEM
(GIBCO-BRL), DMEMM (HyClone) et DMEM modifié par LeBoeuf (tMIlmM).

comnosition en ms/l DMEM DMEMM LMDMEM

Acides aminés

L-arginine, HCI

L-cystéine

L-gh.rtamine

glycine

L-histidine, HzO

L-isoleucine

L-leucine

L-lysine, HCI

L-méthionine

L-phénylalanine

L-sérine

L-thréonine

L-tryptophane

L-tyrosine

L-valine

94,0

48,0

584,0
30,0

42,0

t05,0

t05,0

146.0
30,0

66,0

42,0
e5,0

16,0

72,0
e4,0

84,0
48,0

584,0

30,0

42,0

105,0

105,0

146,0

30,0

66,0

42,0
95,0

16,0

72,0
94,0

La composition

exacte de ce

milieu n'est pas

oonnue. Nous ne

mentionnons ici
que les éléments

dont nous

sommes sûr
qu'ils diffèrent
d'avec les deux

autres milieux.

Vitamines

acide foliqr"re

choline, Cl

I-inositol

nicotinanridine

D-Ca-pantothénate

pyrydoxal, HCI

riboflavine

thiamine, HCI

4,0

4,0

7.2
4,0

4,0

4,0
o,4
4.0

4,0

4,0

7,2

4,0

4,0

4,0

0,4

4,0

Sels et autres

pyruvate de sodium

KCI

CaCl2(anhydrQ

NaCl

NaHCOT

NaHzPO+, HzO

Fe{NOr)3,gruO
MgSOr, TH1O
MgCl2,6H2O
glucose

rouse de phénol

I  10,0

400,0

200,0
6400,0

37(X) (pH 7,35)

2200 (pH 7,0)'

125,0

0 ,1

20000

I
1000,0

15.0

110 ,0

400,0

200,0

6400,0

750 (pH 6,7)

125,0

0,1

158

I

1000,0

5.0

750 (pH 6,7)

I

160

1000,0

5.0



ANNEXE VI

Tampons et réactifs nécessaires à la réalisation du "SDS-PAGE/Western bloL"

l. Solution de PBS sans Ca2* ni Mg2*.
NaCl
KCI
NazHPO,r
KH2PO4

eau distillée

2. Tampon d'échantillomrage.
tris base
glycérol

sodium dodécyl sulfate

bleu de bromophénol

B-mercaptoéthanol

eau distillée
Divisé en 5x20 ml et conservé à -20'C.

3. Tampon d'électrophorèse (I0x).

tris base
glycine

sodium dodécyl sulfate

eau distillée

40,0 g
1 ,0  g
5,75 g
1 ,0  g
qsp5 l

Dilué avec de I'eau disillée froide juste avant utilisation, non réutilisé

4. Tampon de blot (lOx).
SolutionA: trisbase

glYcine
eau distillée

Tampon de blot : solution A
méthanol
eau distillée

Couservé ù 4"C, utilisé deux ou trois fois.

5. Solution de révélation.
13 mg de cbloronaphtol dissouts extemporanément dans l0 ml de méthanol et mélangés à
50 ml de PBS et 50 pl d'HzOz. Ne se conserve pas.

l ,2 l l  g
15 ,0  g
1 ,0  g
10,0 mg
5,0 ml
qsp 100 ml

30,275 g
144,1 g
10,0 g
qsp  l l

30,275 g
144,1 g
qsp l l

200 ml
400 ml
qqp2 t



6. Gel de séparation (4 gels).
TamponA: trisbase

sodium dodécYl sulfate
eau distillée

pH ajusté à 8,8 avec HCl, conservé à
AcryLbis: acrylamide

bisacrylamide
eau distillée

Conservé à température ambiante.
APS : ammonium persulfate à lÙo/o dans de I'eau distillée, préparé exteryoranément.

Gel: acryl/bis
Tampon A
TEMED
APS
eau distillée

3 à 4 h sont nécessaires à I'obtention

18,055 g
0,4 E
qsp 100 ml
température ambiante.
3og
0,8 g
qsp 100 ml (73m1)

5ml

5m l

l 0  p l

100  p l

9,8 ml

d' une polynérisation complète.

7. Gel de concentration (4 gels).

Tampon B : tris base 6,088 g

sodium dodécyl sulfate 0,4 8
eau distillée qqr 100 ml

pH ajusté à 6,8 avec HCl, conservé à température ambiante.

Gel: acryllbis
Tampon B
TEMED
APS
eau distillée

lm l
1,9 ml
5p l
50 pl
4,5 ml

Gel réparti au dessus du gel de séparati on, t/z h de polymérisation.




