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RESUME. Des cultures primaires de cellules cardiaques de palourde, Ruditapes decussatus, ont
été établies au cours de cette étude. Parmi la population de cellules adhérentes, des
cardiomyocytes, spontanément contractiles in vitro, ont été caractérisés par immunomarquage et
par leurs propriétés électrophysiologiques. Ces primocultures ont été utilisées comme modéle
expérimental pour évaluer effet d’une toxine algale, I’acide okadaique (AO), sur la viabilité
cellulaire estimée par le test MTI, sur les caractéristiques électrophysiologiques des
cardiomyocytes étudiées par patch clamp et sur ’activation de la voie des MAP kinases P38
évaluée par technique ELISA. Les résultats obtenus montrent que I’AO, jusqu'a la concentration
de 1000nM, n’a pas d’effet cytotoxique, apres 24h de contact. En revanche, ce composé induit
une augmentation des courants calciques entrants et une activation de P38, ce qui pourrait
expliquer son absence de toxicité a I'égard des cellules cardiaques de palourde. Cette étude
démontre intérét des cultures primaires de cellules cardiaques de palourde comme méthode
alternative pour évaluer les effets de xénobiotiques du milieu marin.
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1. Introduction

Depuis plusieurs décennies, la culture de cellules d’invertébrés marins et plus
particulierement celle d’especes commerciales, a été tentée dans le but de développer
des bioessais pour des applications en immunologie, pathologie microbienne,
toxicologie... (cf. revues de Mialhe et al., 1988 ; Le Marrec-Croq 1995 ; Droguet 2006).
Ce sont les bivalves et tout particulierement les huitres (Le Marrec-Croq 1995 ; Cheng
et al., 2001 ; Pennec et al., 2002 et 2004 ; Talarmin et al., 2008), les moules (Rank and
Jensen 2003) et les palourdes (Wen et al., 1993 ; Ross Ellington 1993) qui ont été les
plus fréquemment utilisés pour essayer d’établir des cultures.

Les recherches menées au laboratoire ont permis d’établir des primocultures de
cellules de cceur de coquille Saint-Jacques (Le Marrec-Croq et al., 1998 et 1999) et
d’huitre (Pennec et al., 2002 et 2004, Talarmin et al., 2008). Le présent travail a pour
objectif de mettre en place des cultures primaires de cellules cardiaques de palourde et
de les utiliser pour évaluer I’impact d’une toxine algale, 1’acide okadaique (AO). Ce
composé, produit majoritairement par une microalgue du genre Dinophysis, peut
contaminer les mollusques (Torgersen et al., 2005). L’ingestion des coquillages
contaminés par cette phycotoxine de type DSP (Diarrhetic Shellfish Poisoning)
provoque chez I’homme des troubles gastro-intestinaux. Dans le cadre de cette étude,
nous avons étudié ’effet de cette biotoxine sur la viabilité cellulaire, 1’activation de la
MAP kinase P38 et sur les propriétés électrophysiologiques des cardiomyocytes.

2. Matériels et méthodes

Les palourdes (Ruditapes decussatus) sont débarrassées par brossage de leur
épifaune, lavées par de I’eau de mer stérile, désinfectées a 1’alcool, puis ouvertes par
section du muscle adducteur, dans des conditions d’asepsie rigoureuses. Le cceur est
prélevé et dissocié selon le protocole de Le Marrec-Croq et al (1998, 1999). La viabilité
des cellules isolées est évaluée par le test d’exclusion du bleu trypan. Les cellules sont
ensemencées a raison de 8,5);105 cellules/cm? dans un milieu de culture défini par Le
Marrec-Croq et al (1997). Les cultures de cellules cardiaques de palourdes sont mises a
incuber a 20°C. Apres 3 jours, le milieu est renouvelé puis il est changé tous les deux
jours pendant la durée des expériences.

Immunocytochimie - Les cellules fixées au méthanol, sont mises a incuber en
présence des anticorps (Ac) primaires, respectivement 1’anti-troponine 1:200 (Santa
Cruz biotechnology), I’anti-a-actinine sarcomérique 1:400 (Sigma), 1’anti-tropomyosine
sarcomérique 1:50 (Sigma) et I’anti-myosine 1:10 (Sigma). Le kit Niew™ DAB
detection (Ventana Medical Systems) est utilisé pour la révélation. Le marquage se fait
en utilisant I’automate Ventana Medical Systems.

Préparation de I’AO - L’ AO, isolé du dinoflagellé Prorocentrum concavum (Alexis
Biochemicals) est solubilisé dans du DMSO 1/4000 (Dimethyl Sulfoxyde).



Viabilité cellulaire - Elle est appréciée par le test MTT. Ce test repose sur la
réduction, par les succinate-déshydrogénases mitochondriales, du MTT (bromure de 3 -
(4,5 diméthylthiazol-2-yl) - 2,5 diphényl tétrazolium), composé jaune, en formazan de
couleur bleue. Apres extraction au DMSO, I'intensité de la coloration est mesurée par
spectrophotométrie a 540 nm.

Patch clamp — Apres 4 jours de culture, les mesures électrophysiologiques sont
effectuées sous microscope inversé relié a un écran de controle via une caméra. La
technique est effectuée selon le protocole décrit par Pennec et al (2004). Les
enregistrements montrent le courant mesuré en fonction du temps pour différents
échelons de potentiels imposés.

Test ELISA - Les cellules sont incubées en présence d’AO a 500nM pendant 2h et
6h. Apres lavage en tampon phosphate (PBS) les cellules sont lysées dans un tampon
d’extraction (TBS-EDTA 1mM, pH 7,8). Les extraits cellulaires sont centrifugés
(13000g, 10 min, 4°C). Le dosage de protéines est réalisé sur les surnageants selon la
méthode de Bradford. Pour chaque échantillon, 20ug de protéines sont déposés par puits
dans une plaque 96 puits. Apres adsorption sur le support et une étape de saturation par
de la sérum albumine bovine en PBS 3% a 4°C pendant 12h, les cellules sont lavées par
du PBS-Tween 20 (0,05 %) et mises a incuber pendant 1h a température ambiante avec
I’ Ac primaire polyclonal-IgG de lapin dirigé contre la P38 phosphorylée (PP38) (Thr
180/Tyr 182), dilué au 1/2000. Apres lavage au PBS-Tween 20 (0,05 %), les cellules
sont traitées pendant 30 min par un Ac secondaire de chevre anti IgG de lapin (H + L)
conjugué a la peroxydase (1/10000). Suite a D’addition du substrat, le
tétraméthylbenzidine, 1’absorbance, proportionnelle & la quantité de PP38, est
déterminée a 450nm.

3. Résultats
3.1. Observation morphologique des cellules cardiaques en culture

A T’issue de la dissociation, un bon rendement est obtenu ; il est de 1’ordre d’un
million de cellules/cceur. Les cellules isolées commencent a adhérer apres 48h de
culture a 20°C. La population cellulaire est hétérogene ; elle est composée de cellules
fibroblastiques, de type épithélial et de cellules arrondies (figure 1).
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Figure 1. Culture primaire de cellules cardiaques de palourde. Cellules de type
épithélial (4 ), fibroblastiques (<7), arrondies ().



La culture s’organise en foyers entourés de nombreuses cellules rondes. Les réseaux
de cellules allongées contractiles apparaissent apres 72h de culture et persistent au
moins pendant 1 mois.

3.2. Immunocytochimie

Les études immunologiques sont réalisées sur des cultures de 4 jours. Seules les
cellules fibroblastiques sont fortement marquées par I’Ac anti-troponine et plus
modérément par les Ac dirigés contre I’a-actinine sarcomérique, la tropomyosine et la
myosine (figure 2).
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Figure 2. Immunomarquage des cardiomyocytes (y) par les Ac anti-tropomyosine (A),
anti a-actinine sarcomérique (B), anti-myosine (C) et anti-troponine (D). Controle
négatif (E).

3.3. Fréquence de contraction des cardiomyocytes

Les cardiomyocytes en culture se contractent spontanément apres 3 jours. La figure
3 montre I’évolution du rythme de contractions des cellules pendant les 15 premiers
jours de culture. La fréquence de contraction des cardiomyocytes de palourdes in vitro
reste stable au cours du temps, de 15 + 2 battements/min (bpm) ; elle est similaire a
celle mesurée in vivo a la méme température (14 + 3 bpm).

bpm

Jours de culture (J)

Figure 3. Evolution du rythme de contraction spontanée des cardiomyocytes in vitro sur
une période de 15 jours.



3.4. Effet de I’AO sur la viabilité cellulaire

Les résultats du test MTT mis en ceuvre pour apprécier la viabilité des cellules sont
résumés sur la figure 4. Quels que soient la concentration d’AO testée et le temps
d’exposition, aucun effet négatif sur la viabilité cellulaire n’est constaté apres 2
expérimentations (6 réplicats par condition expérimentale dans chaque cas). Des essais
complémentaires sont en cours pour pouvoir réaliser une analyse statistique des

données. 02
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Figure 4. Etude de la viabilité de cellules de ceeur exposées a I’AO pendant différents
temps et a différentes concentrations (test MTT). (C) : cellules non exposées a la toxine.
DMSO : cellules témoins exposées au DMSO 4 %o.

3.5. Effet de I’AO sur les caractéristiques électrophysiologiques des cardiomyocytes

Par la technique du patch - clamp, des courants ioniques voltage - dépendants ont été
enregistrés (figure SA) ; leur intensité est fonction des potentiels imposés (figure 5D).
Apres 15 min d’exposition a I’AO, une augmentation des courants entrants (figure 5B)
est observée. L’inhibition de ces courants par le vérapamil (figure 5C) montre qu’il
s’agit de courants calciques.
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Figure 5. Effet de I’AO sur le courant calcique de cardiomyocytes de palourde. A) Courants
ioniques totaux enregistrés chez des cellules non traitées par I’AO - B) Effet de I’AO
(125 nM) sur les courants ioniques - C) Inhibition des courants calciques par addition
de vérapamil 2 10°M - D) Tensions imposées.



3.6. Effet de ’AO sur Uactivation de P38

Dans les cellules exposées a I’AO 500nM pendant 2h et 6h, une nette activation par
phosphorylation de P38 (40 %) est constatée par comparaison aux cellules t€émoins (C)
non traitées (figure 6).
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Figure 6. Effet de I’AO apres 2h et 6h sur la phosphorylation de la MAP kinase P38
(PP38). C : témoin non exposé a la phycotoxine.

4. Discussion

L’ objectif de cette étude était d’établir une culture primaire de cellules cardiaques de
palourde et de I'utiliser comme modele expérimental pour évaluer I’effet d’une
biotoxine, 1’acide okadaique.

Un bon rendement ainsi qu’une viabilité supérieure a 90 % sont obtenus a I’issue de
la dissociation enzymatique. Apres mise en culture, trois types de cellules adherent au
support. Parmi les cellules adhérentes, nous avons démontré que les cellules
fibroblastiques sont des cardiomyocytes caractérisés par leur capacité a se contracter
spontanément in vitro, par leur immunoréactivité a 1’égard des anticorps testés et par
leurs caractéristiques électrophysiologiques identiques a celles des cellules atriales
d’huitre notamment (Pennec et al., 2004). Ces cardiomyocytes restent fonctionnels en
culture pendant au minimum 1 mois autorisant des tests de toxicité in vitro.

Si un effet cytotoxique de ’AO a été démontré dans des lignées de cellules
humaines (Rami et al., 2003) ou pour des cardiomyocytes de rats nouveau-nés (Singh et
al., 2000), tel n’est pas le cas pour les cellules cardiaques de palourde pour les
conditions expérimentales choisies dans le cadre de ce travail, méme dans le cas d’une
exposition a une concentration forte de 1uM pendant 24 heures. Des résultats identiques
ont été obtenus pour les cellules atriales d’huitre (Talarmin et al., 2008).

L’absence de toxicité peut étre due a I’activation de la MAP kinase P38 et/ ou a
I’augmentation des courants calciques telles que démontrées apres 6h d’exposition a
500nM d’AO. Cette nette activation de P38 par phosphorylation, qui s’explique par
I’inhibition des phosphatases PP1 et PP2A par I’AO, pourrait en effet protéger les
cellules de 1’apoptose comme 1’ont montré Zechner et al (1998) pour les myocytes



ventriculaires de souris. Il se pourrait aussi que 1’inhibition de PP2A active la voie de
signalisation Akt impliquée dans la survie cellulaire (Yasuoka et al., 2004).

En ce qui concerne I’augmentation des courants calciques entrants que nous avons
observée dans les cardiomyocytes de palourde exposés a I’ AO, telle que constatée pour
des cardiomyocytes de grenouille (Frace and Hartzell 1993), ou de cochon d’Inde
(Wiechen and Herzid 1995), elle pourrait étre corrélée a 1’inhibition des phosphatases
par la toxine (Frace and Hartzell 1993) et/ou a I’activation des PKCs, protéines kinases
connues pour réguler les courants calciques (DuBell and Rogers 2004 ; Talarmin et al.,
2008).

Les résultats de cette étude montrent que les cultures primaires de cellules
cardiaques de palourde présentent un intérét comme biotest complémentaire des
modeles expérimentaux déja disponibles pour étudier les mécanismes d’action de
xénobiotiques polluants du milieu marin (Devauchelle 2002).

Ces travaux ont été réalisés dans le cadre d’un contrat de recherche européen - Acronym BIOTOXmarin.
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