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Méthodes d’étude in vitro

Les tests in vitro sont des outils performants pour réaliser des criblages d’acti-
vité de substances environnementales capables de perturber les fonctions
endocrines. Il existe de nombreux tests in vitro, certains permettent de carac-
tériser I'activité d’une substance vis-a-vis d’un récepteur hormonal (mesure
biochimique de la liaison & un récepteur, étude de 'expression de génes cibles
endogenes ou rapporteurs dans des lignées cellulaires), d’autres permettent de
caractériser l'effet vis-a-vis d’'un parametre de la fonction de reproduction
(apoptose ou prolifération des cellules issues d'un organe participant a la
reproduction, dosage des taux d’hormones sexuelles sécrétées par des cellules
endocrines).

Ces tests permettent de mesurer une activité in vitro mais il est ensuite
nécessaire de confirmer cette activité par des tests in vivo.

Méthodes biochimiques mesurant la liaison
a un récepteur nucléaire

Parmi les méthodes biochimiques, le test le plus répandu est celui de la
compétition de liaison pour un ligand radiomarqué au récepteur nucléaire. La
source de récepteur peut étre du récepteur extrait a partir d’organes (utérus
d’agnelle), de cellules (lignée de cancer du sein MCF-7) ou recombinant
produit dans E. coli ou dans baculovirus pour les ER, AR, PPAR ou TR. Le
ligand radioactif est de I'cestradiol pour les ER, du R1881 (méthyltriénolone)
ou de la dihydrotestostérone pour AR, de la rosiglitazone pour PPAR 7y ou de
I’hormone thyroidienne pour TR. Ces ligands sont commercialisés sous forme
tritiée. Le principe de la technique consiste a4 mesurer le déplacement du
ligand radioactif lié au récepteur par la molécule 2 tester. L'expérience permet
de calculer une affinité relative (en comparaison avec celle du ligand de
référence) pour le récepteur. Elle renseigne donc sur I'affinité mais pas sur la
nature agoniste ou antagoniste de la molécule. Ces tests sont actuellement
validés ou en cours de validation par TECVAM (European Centre for the
Validation of Alternative Methods) ou I'EPA (US Enwvironmental Protection

Agency).

Des variantes de ce test utilisant des ligands fluorescents sont possibles. Ces
tests ont été développés pour les adapter au format plaques de 96-, 384- ou
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1 536 puits. avantage de ces variantes est qu’elles sont mieux adaptées a un
criblage de molécules a haut débit et qu’elles n’utilisent pas de radioactivité.

N

Les récepteurs nucléaires selon qu’ils sont liés a4 une molécule agoniste ou
antagoniste adoptent une conformation agoniste ou antagoniste et lient soit
des facteurs d’activation de la transcription soit des facteurs de répression. Des
techniques fluorescentes permettent également d’étudier 'interaction entre
un récepteur et des petits peptides mimant ces coactivateurs ou ces corépres-
seurs. Il est ainsi possible de déterminer si une molécule est agoniste ou
antagoniste par ces techniques qui ne sont pas encore validées mais sont
largement utilisées par I'industrie pharmaceutique.

Linconvénient majeur des techniques biochimiques est qu’elles ne per-
mettent pas de mesurer I'activité de perturbation endocrine de métabolites
des substances testées.

Méthodes mesurant des effets cellulaires

Apoptose et fragmentation de I’ADN

Lapoptose peut étre mesurée par de nombreuses méthodes, cytométrie de flux,
migration en gel d’agarose (échelle ’ADN), immunohistochimie, Western
Blot, dosage d’activités enzymatiques (caspases). Quelques techniques sont
couramment employées. Au sein des tissus, 'apoptose peut étre recherchée
par la détection immunologique des formes clivées/activées des caspases,
protéases initiatrices ou exécutrices de I'apoptose. Par exemple, la détection
immunocytochimique de la caspase-3 clivée, sert couramment a mettre en
évidence la présence de cellules apoptotiques. Ceci permet par exemple de
connaitre le taux (pourcentage) d'un type cellulaire entré en apoptose. Lacti-
vation d’autres caspases (8 ou 9) permet de raffiner 'étude en précisant les
voies apoptotiques activées : intrinséques ou extrinséques. La recherche de
’activation de caspases peut également étre effectuée par Western Blot, qui
permet de visualiser le clivage activateur de ces enzymes ou par la mesure de
Iactivité enzymatique des caspases a I'aide de substrats fluorescents. Cepen-
dant, dans ces cas il est difficile de préciser le type cellulaire atteint au sein de
tissus généralement hétérogenes. Une autre facon de mesurer I'apoptose est la
détection de la fragmentation de ’ADN. Ceci est couramment réalisé par la
technique Tunel (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling)
qui marque les extrémités 3’OH libres de TADN. La technique Tunel détecte
la derniére étape de I'apoptose et peut se pratiquer sur des coupes de tissus.

Mesure de la prolifération cellulaire

Le cycle cellulaire est constitué par la succession de quatre phases : G1, S, G2
et M. La prolifération cellulaire est fréquemment mesurée dans des lignées
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cellulaires ou au sein d’un tissu par la détection immunologique de PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen), Ki67, pRb, pH3, p27, p21 ou par la mesure
de 'incorporation de BrdU (5, bromo-desoxy-uridine). Dans la plupart des
cas, I'index de prolifération est défini comme le pourcentage des cellules, d’'un
méme type cellulaire présentant un marquage pour I'un de ces antigénes. Ces
marqueurs sont fréquemment utilisés en oncologie. Le BrdU est un analogue
de thymidine qui s’incorpore ou cours de la phase S, phase de réplication de
I’ADN. Ki67 et PCNA sont des marqueurs de cellules en prolifération :
PCNA est une protéine qui fait partie du complexe de réplication de ’ADN,
le réplisome ; Ki67, est un facteur nucléaire exprimé tout au long du cycle
cellulaire mais absent des cellules en quiescence. La pH3 ou phospho-histone
H3 correspond a I’histone 3 phosphorylée. Cette phosphorylation se produit
au moment de la phase M, phase de division, du cycle cellulaire. La détection
de pH3 permet donc de détecter les cellules mitotiques. La pRb ou protéine
du rétinoblastome bloque le cycle cellulaire en phase G1 en séquestrant le
facteur de transcription E2E Enfin, p21 et p27 sont également des freins
cellulaires en relation avec les complexes cyclines/CDK.

Dosages hormonaux RIA/ELISA

Les dosages hormonaux concernant les principaux stéroides sont fréquem-
ment effectués sous forme de dosage radio-immunologique (RIA), mettant en
compétition un stéroide « froid » avec le méme stéroide sous une forme
marquée, radioactive pour un anticorps spécifique. Ces méthodes ont généra-
lement de bonnes sensibilités, de 'ordre de quelques ng/ml. Des dosages sans
compétition, dans lesquels 'anticorps est en exces sont également possibles.
Depuis quelques années, 'utilisation de la radioactivité tend a diminuer et est
remplacée par des dosages reposant sur I’activité enzymatique (Elisa) ou sur la
fluorescence.

Pour la mesure de la testostérone, une donnée importante est de savoir si la
mesure est effectuée a partir du plasma ou dans le testicule méme. En effet, les
taux de testostérone intra-testiculaire sont beaucoup plus importants que les
taux circulants et également moins variables.

Technique Comet : mesure des dommages/réparation de I’ADN

Les dommages 2 ’ADN peuvent étre mesurés par la technique Comet. Cette
méthode est fréquemment appliquée aux spermatozoides dans lesquels I'inté-
grité de I’ADN est primordiale pour la transmission d’une information géné-
tique de bonne qualité a la génération suivante. La technique Comet (ou
single cell gel electrophoresis) repose sur la capacité a « dérouler » I’ADN
nucléaire dans des conditions de pH élevé puis une électrophorése permettra
de faire sortir les brins ’ADN brisés. Ces brins forment alors une queue d'un
seul coté de la téte (noyau) qui donne ainsi I'image caractéristique de
« comete ». UADN est alors quantifié a 'aide d’un logiciel d’analyse d’image
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qui détermine la quantité '’ ADN qui a migré a la « queue » et ’ADN restant
ala « téte ».

Méthodes in vitro sur cultures cellulaires

Les méthodes in vitro sur cultures cellulaires sont un bon compromis entre les
méthodes biochimiques et les méthodes in vivo. Les tests sur cellules per-
mettent de mesurer I'activité de perturbation endocrine de métabolites des
substances testées, en fonction des capacités métaboliques des cellules utili-
sées. Elles intégrent plusieurs actions des perturbateurs endocriniens (métabo-
lisme, transport, liaison aux protéines, activation de récepteurs, expression de
génes). Différents types de tests existent pour mesurer les activités cestro-
géniques ou androgéniques de composés chimiques.

Etude de I’expression de genes endogenes

Ces techniques consistent 2 mesurer I'expression de protéines qui sont sous le
controle des cestrogénes ou des androgénes. Pour les cestrogenes, c’est par
exemple la vitellogénine dans les hépatocytes de truite ou le récepteur de la
progestérone, la protéine pS2 dans des lignées cellulaires de cancer du sein
MCE-7. Pour les androgenes, c’est par exemple la protéine spiggin chez le
poisson épinoche et la PSA (antigéne spécifique de la prostate) dans les
lignées cellulaires de cancer de prostate LNCAP.

La mesure de I'expression se fait par des techniques de biologie moléculaire
(RT-PCR quantitative), biochimiques (western) ou immunologiques. Ces
techniques ne sont pas toujours adaptées a un criblage a haut débit.

Un des tests les plus répandus utilisant une réponse endogéne de cellules est le
E-screen (Soto et coll., 1995). Ce test consiste a mesurer Leffet de molécules
sur la prolifération des cellules de cancer du sein MCF-7 (ER a positives) qui
est dépendante des cestrogénes. Ce test permet de déterminer la nature
agoniste (la prolifération est activée) ou antagoniste (la prolifération en
présence d’cestradiol est inhibée) d’'une molécule. Linconvénient de ce test
est que la toxicité d’un produit peut masquer une activité agoniste ou laisser
croire qu'il est antagoniste.

Une variante de ce test, le A-screen, permet de mesurer I'activité androgé-
nique d’'une molécule (Szelei et coll., 1997). Ce test est réalisé a partir de
cellules MCF-7 qui sur-expriment le récepteur des androgénes (AR). Dans ces
cellules, la prolifération induite par I'cestradiol est inhibée par les ligands
agonistes de AR. Le test consiste donc a traiter des cellules par des concentra-
tions saturantes d’cestradiol et ensuite a2 mesurer l'effet antiprolifératif des
molécules a tester. Si un effet antiprolifératif est observé, il ne peut pas étre di
a un effet anti-cestrogénique, car I'cestradiol est présent en forte concentra-
tion, mais a un effet passant par AR.
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De méme, le T-screen est un test de prolifération qui permet de mesurer un
effet agoniste ou antagoniste de ligands des récepteurs des hormones thyroi-
diennes (TR). Ce test est réalisé dans la lignée cellulaire pituitaire de rat GH3

(Gutleb et coll., 2005).

Pour tester l'activité de ligands du récepteur PPAR v, la lignée cellulaire la
plus utilisée est la lignée de fibroblastes murins NIH3T3-L1. Ces cellules,
aprés un prétraitement permettant un début de différenciation adipocytaire,
ont la capacité de se différencier completement en adipocytes aprés un traite-
ment avec un ligand de PPAR y comme la rosiglitazone (Tontonoz et coll.,
1994). La différenciation peut alors étre mesurée en colorant les gouttelettes
lipidiques a 'huile rouge ou en mesurant 'expression de deux genes cibles de

PPAR v, PPAR v lui-méme et I'apolipoprotéine A2.

La forme active de ce récepteur étant I’hétérodimere RXR-PPAR 7, cette
technique a également permis de mesurer 'activité de ligands environne-
mentaux de RXR comme les organoétains.

Etude de I’expression de génes rapporteurs

La technique consiste a2 déterminer le taux d’expression d’un géne rapporteur
sous le controle d’un récepteur nucléaire. Réalisée de facon transitoire ou
stable dans des levures ou dans des cellules de poisson ou des cellules humai-
nes, elle est devenue la technique la plus répandue pour tester avec un grand
débit lactivité cestrogénique ou androgénique de molécules. Les avantages
des modeles de levure résident dans le fait qu’ils sont plus facilement manipu-
lables. Leurs inconvénients sont liés aux différences de perméabilité et de
métabolisme avec les cellules humaines. C’est pour ces raisons que les mode-
les qui se développent le plus sont des modeles cellulaires humains qui
expriment soit une luciférase soit une enzyme avec un substrat fluorescent
(béta-galactosidase) sous le controle d’'un promoteur qui répond aux cestro-
génes ou aux androgeénes.

De nombreux modeles cellulaires existent. Deux lignées cellulaires biolumines-
centes dont deux (MELN pour les cestrogenes, PALM pour les androgénes) sont
actuellement en validation a PTECVAM (Escande et coll., 2006 ; Molina-
Molina et coll., 2008 ; Kinani et coll., 2010). Il existe également des lignées
commercialisées, ER Calux ou AR Calux (Van der Linden et coll., 2008), ER,
AR, TR ou PPAR vy Geneblazer ou disponibles a ’ATCC (T47D-Kb2luc pour
ER o et MDAkb2 pour AR). Alors que ces modeles issus de transfection stable
ne permettent d’étudier qu’'une cible a la fois, une technique originale (déve-
loppée par la compagnie Attagene) permet de discriminer I'effet d’une molécule
sur plus d'une cinquantaine de cibles a la fois. Tous ces différents modeles
cellulaires utilisant soit une détection par luminescence soit par fluorescence
sont bien adaptés a un criblage a haut débit de la nature agoniste ou antagoniste
cestrogénique ou androgénique de molécules.
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Méthodes utilisant des cultures d’organes

A Pexception de lignées de cellules cancéreuses, peu de modeles in vitro fiables
ont été développés pour étudier la fonction de reproduction humaine. La
culture organotypique de gonades foetales est une alternative ; bien que sortie
du contexte endocrinien, celle-ci permet de tester directement 'effet d’une
substance donnée sur une gonade foetale humaine. Ce type de modele requiert
un partenariat privilégié entre les laboratoires capables de la mettre en ceuvre
et des services hospitaliers ce qui, outre le peu de matériel disponible, fait que
trés peu d’équipes utilisent de tels protocoles. Ceux-ci sont donc peu standar-
disés a I'heure actuelle.

La culture organotypique est le fait de cultiver tout ou une partie d’'un tissu
sans procéder a une dissociation cellulaire. Ce type de modele comporte de
nombreux avantages. Il permet de conserver 'architecture tri-dimensionnelle
du tissu et les interactions paracrines entre différents types cellulaires. Cette
conservation des interactions paracrines est primordiale pour reproduire fide-
lement le développement d’un tissu et est généralement perdue lors de cultu-
res primaires de cellules dissociées. Par exemple, dans la gonade, le dévelop-
pement des cellules germinales est étroitement dépendant du dialogue
entretenu par celles-ci avec les cellules somatiques. Ce modele permet en
outre de mesurer 'effet d’'une substance directement sur le tissu biologique
d’intérét en s’affranchissant des effets dus a une action indirecte via un autre
tissu.

La culture organotypique a été réalisée pour 'étude des gonades au cours du
développement chez les rongeurs. Ainsi le développement du testicule feetal
et postnatal de rat ou de souris peut étre reproduit de maniere fidele dans un
milieu de composition définie (Livera et coll., 2006) et les fonctions de la
gonade telles que la sécrétion de testostérone ou la prolifération des cellules
germinales, précisément mesurées.

Des modeles semblables ont été proposés pour I’étude du développement
ovarien, des gonades de grands mammiferes et surtout pour les gonades fceta-
les humaines. Notons qu'’il s’agit ici du seul modele expérimental permettant
de démontrer I'effet de substances reprotoxiques sur le testicule foetal humain

(Lambrot et coll., 2006).

Chez les rongeurs, ce modele permet de réduire sensiblement le nombre
d’animaux utilisés puisque pour chaque fcetus un testicule sert de témoin et le
testicule contralatéral du méme animal est exposé a un taux précisément
connu de la substance 2 tester, taux qui ne dépend pas du métabolisme ou du
catabolisme spécifique de I’espece I'animale. Ainsi pour une femelle gestante,
plusieurs doses peuvent étre testées en utilisant 'ensemble de ces foetus. Les
paires de gonades de chaque feetus peuvent étre exploitées 'une servant de
témoin (non exposée). Lutilisation du testicule contralatéral du méme ani-
mal permet également une mesure trés fine des effets, limitant la variation
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inter-individus, et donc le nombre d’animaux pour atteindre un effet statisti-
quement significatif. Enfin, in vivo le taux circulant du (ou des) composé(s)
actif(s) peut étre différent d’une espece a 'autre ou méme d’un sexe a l'autre
pour 'exposition a dose équivalente 2 un méme composé ce qui limite les
comparaisons, tel n’est pas le cas dans ce modele.

Notons cependant qu'il existe des limites a la pertinence de ce type de
modele. Ainsi de nombreuses variations de protocoles inter-laboratoires sub-
sistent aboutissant parfois a 'obtention de résultats sensiblement différents
pour une méme substance. Par ailleurs, si tester I'effet direct d’'une substance
sur un tissu donné est un avantage, la réponse a cette méme substance dans le
contexte du dialogue endocrinien in vivo (par exemple entre la gonade et 'axe
hypothalamus et hypophyse) peut parfois étre différente. Enfin, dans ce
modele, en général, seul 'effet du métabolite principal d’une substance est
mesuré alors que in vivo les gonades peuvent étre exposées 2 une famille
complexe de métabolites correspondant a une seule substance mere.

En résumé, la culture organotypique est un outil qui permet d’appréhender de
maniére fine les effets d’'une substance et de détailler son mécanisme d’action
sur les fonctions physiologiques. Elle ne peut pas remplacer les tests in vivo
mais permet 2 ’heure actuelle la mise en évidence de mécanismes d’actions de
substances reprotoxiques. Dans un futur proche, la combinaison de modeles
de culture organotypique et d’animaux transgéniques pourrait permettre
d’identifier au sein d’un tissu donné I'activité de substances androgéniques ou
cestrogéniques et surtout de démontrer le mode d’action a I'aide de souris
mutantes pour différents récepteurs (récepteur aux androgeénes, récepteurs aux
cestrogenes, récepteurs PPAR...).

Létude de la spermatogenése requiert a minima des systémes complexes de
co-culture de cellules de Sertoli, cellules somatiques nourriciéres polarisées, et
de cellules germinales. Un type de modele réunissant ces parametres a été
publié par le groupe de Philippe Durand pour I'étude de la spermatogenese du
rat. Celui-ci permet également de restreindre la consommation d’animaux
(Perrard et coll., 2009). Notons cependant qu'il existe de nombreux types
cellulaires différents dans les gonades (cellules germinales, cellules de Sertoli,
cellules de Leydig, cellules péritubulaires, macrophages, cellules endothé-
liales...) et que seule la culture organotypique permet de préserver le dialogue
entre tous. Ce dernier modele reste aujourd’hui limité a I’étude des gonades
feetales ou néonatales.
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