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ABREVIATIONS

ADN : acide desoxyribonucléique
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fig : figure
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INTRODUCTION

Le sujet sur lequel notre laboratoire travaille depuis quelques années fait
partie du bioélectromagnétisme. Dans un sens initial et éthymologique, le
bioélectromagnétisme se définit comme 1'étude des interactions de tous les
;e;c:nnements électromagnétiques - gvfe” S168 §ystémes vivants. La défnition
§iE Tiotis dadopterons dans ce mémoire sera pius restrictive. Mais, avant de
préciser cette définition, et afin de mieux cadrer notre propos, j'introduirai
des phénoménes bioélectromagnétiques connus des biologistes et qui sont

écartés de notre domaine de recherche.

e T e 3o

Il existe des cas bien connus ou les ondes électromagnétiques agissent sur
des éléments membranaires spécialisés dans leur réception, par exemple le

]

systéme membranalre des cellules de la rétine des vertébrés. Ces cellules

produisent une’ reponse electnque aux re%;nemeﬁi:,s EIectromagnéthues
visibles (environ 1014 Hz), permettant aux ammaux d'étre renseignés sTfr
leur environnement visible et de réagir en consequence Un autre exemple
est constitué par les chloroplastes qu1 captent lenergle lunnneuee et la
transforment en gradlent transmembranalre de protons, déclenchant ainsi
}Eweynfhese_dATP ala base de presque toute la bloenergethue "Nous
exchii‘elflgﬂae'notre définition du bloélectromagnetlsme de tels effets qui sont
traditionnellement étudiés dans le cadre de la photobiologie appliquée a la
physiologie animale et végétale.

Par ailleurs, des rayonnements electromagnethues extrémement
energethues tels que les rayons UV, X, _gamma dont les frequences vont de

1015 3 1020 Hz, ont une action mutagene bien connue sur lADN Je tels

TR

effets sont étudiés et utilisés en génétique et en radloblologle Nous
exclurons également ce type de phénoméne dans notre définition du

bioélectromagnétisme.
Enfin d'autres effets de rayonnements électromagnétiques, comme les
infrarouges, les rmcrq ondes, sont indirects et provoquent 1'échauffement des

tissus. Nous ninclurons pas non plus ces effets thermlques dans notre”
—
approche du bioélectromagnétisme.
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Dans les deux premiers exemples décrits, les ondes électromagnétiques
agissant selon des mécanismes, certes dlﬁ'erents 1nterv1ennent au niveau
d'une membrane blologlque I1 est & noter que lors de 1a réaction d'une

Pty

membrane blologlque a une onde, la réponse ultime est de nature electnque

A e s

et peut se traduire par un changement du potentlel transmembranalre de

B

part et d'autre de cette membrane blologlque

Définition du bioélectromagnétisme
Existe-t-il des interactions des champs electromagnethues avec des

gléments cellulaires ‘qui nesont pas spec1ahses dans leur receptlon 7 Cette -
‘question a pendant longtemps suscité interrogations et polemlques Mais

c'est seulement depuis quelques années que le bioélectromagnétisme est
l'activité d'un grand nombre de chercheurs qui s'intéressent a 1'étude des
effets des champs électromagnethues non ionisants et non thermlques, c est‘
3 dire ElB“:R'i"é‘s ﬁ*equences vont du continu (frequence nulle) aux m1cro-ondes
(31011 Hz) et dorit 188 puissances ‘sont infériétres a 10 ‘mW/cm2, T

“Ce domaine de recherche fondamentale est en amont de deux voies
d'investigation finalisées : les applications médicales et 'environnement.

e

Bioélectromagnétisme dans le domaine médical
Des-applications bénéfiques de champs ont déja été développées dans le
domaine médical. Citons 'utilisation des champs électriques intenses pulsés
(de I'ordre du kV/cm) qui est certainement 1'application médicale la mieux
comprise au niveau des mécanismes. Elle entraine la permeablhsatlon de
membranes, cellulalres dune facon revers1ble on retrouve ce proceae* en
electrochlmlotheraple par exemple Mir et al, 1991).

En diagnostic, certams champs pulsés et intenses utlhses pour I imagerie &
résonance magnethue (IRM) ne doivent pas cette fois modifier les sytéemes
v1vants, mais umquement les sonder Jusqu'ici, il n'a pas été décelé de

T L

changements phys1olog‘1ques ‘chez les patients dans les conditions

habituelles d'examens.

Les propriétés des champs électromagnétiques sont aussi utilisées pour les
exploratlons fonctlonnelles neurologiques et contribuent également au
dlagnostlc de certames pathologles neurologlques (magnetost1mulat10n) Des
champs magnethues de {e}“lzlgesﬂ mten51tes (1-10 mT) variables (sinusoidaux

ou pulsm des frequences basses, favonsent 1a consolidation des fractures
pathologﬂ.ques et la c1catnsat10n (Bassett 1974a; 1974 b; Hinsenkamp, 1990).
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Bioélectromagnétisme dans le domaine de
I'environnement

En méme temps que naissaient ces nouvelles utilisations prometteuses, le
bioélectromagnétisme s'est développé ces dernidres années a la suite
d'études épidémiologiques qui ont mis en cause l‘exposition continue et
croissante de I'homme aux champs électromagnétiques dans son
environnement : écrans d'ordinateurs (INSERM 1986; Savitz et al., 1987;
Hojevik, 1991; Lo;don et al.,199‘1m)',li€gvhlé_s> deMdlstantlonmd'electnmte Ces

derniéres produigent des champ§_‘:_r£agnétiquesi§i_ﬁnpspi‘daux_.~ge§ T'ordre de 50

KT, 50 ou 60 Hz, champs habituellement classésw§“ovu's_ la dénomination ELF’
Gaitiales de Bxtrenisly Low Frequency) puisquils ont une fréquence
compnéeentreo t3OOHz T w s R M e
La ques}.lon de I'impact desm cl_}

) 1:;s produits par les lignes haute tension a
été abordée au coﬁéizées epldémiofdgiquesmeﬁé'és“en Sﬁéd‘e‘z(Fé'jiéHﬁng
ot Ahlbom 1992), et dux USA (Savitz et al. 1988). cellés-ci niont révéls
aucune 1n::1cienc“esur~1wa“s;;£ ?ﬁfﬁﬁ?ﬁmme une étude récente,
concernant les trois organismes Electricité de France, Ontario hydro et

hydro Québec (Thériault et al., 1994), a montré un wlﬁggg_ggj@&ﬁgg@y@;ggnt
aceru de leucémie aigtie non lymphoide et de leucémie myéloide aigiie, en
outre un faible dggpggghsﬁi}?tg“'pdp; jce_rtaineé'fumeﬁrs“: cerebrales Les
craintes persistantes de l'opinlionhpubliQue, des effets secondaires issus de
l'environnement électromagnétique, ont incits certains fabriquants 3 adop-
ter une position prudente. Les écrans d'ordinateurs, par exemple, ont été

modifiés afin de diminuer le niveau demlssmndeschamps(NRPB 1992). -

-

Au vu des incertitudes et des appréhensions évoquées tant au niveau
médical que dans le domaine de I'environnement, il apparait plus que
jamais nécessaire de persévérer dans une approche fondamentale qui seule
peut permettre la mise en évidence des effets et I'élucidation des
mécanismes impliqués.

n'existant pPas dans l'environnement, et susceptibles d'étre
optimisés dans un objectif d'applications médicales.
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Conjointement avec la recherche exploratoire d'effets, le
bioélectromagnétisme doit répondre 4 une exigence cruciale : le choix de
modales et de méthodes adéquats pour reproduire les effets observés, et
résoudre un probleme central : l'identification de la ou des cibles qui
demeurent globalement inconnues.

I) Role clef des membranes biologiques
les cibles privilégiées des champs électromagnétiques pourraient étre liées
au fonctionnement des membranes biologiques.

I-1) Activité électrique des membranes -
Les membranes sont le s1ege de perturbatlons donnant lieu a des
mouvements dlone par le fonctlonnement de” pompes qu1 engendrent des
gradlents electrochlmlques Si les cellules créent certams champs

r—,’ﬁ'l o e

électriques pour des fonctions prec1ses, on peut penser, a priori, que

'lexposnlon a des champs- exteneurs aura une 1nterference avec le

fonctlonnement des membranes. Mais il faut noter que les champs
electrlques, créés naturellement par les cellules, sont dun ordre de
grandeur bien plus glevé que ‘ceux créés de lexteneur par apphcatlon de
champs electnques et magnethues

1-2) Energies mises en jeu
L \ezlgrgle del ag1tat10n thermlque (kt = 0,03 eV) étant supérieure a I'énergie
des photons electromagnethues (kt =10-12 eV) de tres basses frequences il
ne peut y avoir de modifications des halsons ch1m1ques (l energle de liaison
e? de 3 eV) par les champs electromagnethues donc les éventuelles
mﬂuences des champs sur les mécanismes cellulaires ne pourraient exister

que sous certaines conditions.

I-3) Cible effective
La membrane biologique est la cible effective lors d'expositions aux champs
glectriques intenses que nous avons déja évoqués dans les applications
médicales. Durant de telles expositions, les phénomeénes d'électroporation
provoqués par les impulsions électriques interviennent au niveau des
membranes avec une augmentation importante..du. potentlel
transmembraneure (on passe de -50 mV & -200, 300 mV)



I-4) Cibles potentielles
La composante electnque 1ndu1te par les champs magnétiques pulsés de

L e

“basse fréquence peut av01r une actlon a la surface des cellules en modlﬁant

P e © e e

par. exemple la polansatlon dela membrane cependant lamphtude de cet
“éventuel effet parait trop faible pour induire des effets biochimiques. En
revanche, la composante magnéthue pourrait 1nterven1r au mveau des ions
(tel que le calcium, par exemple) par des phenomenes de resonance

Tes champs magnethues peuvent avoir uné action’ d Imteneur des cellules

sur des molécules partlcuherement sens1bles aux champs (complexe Ca2+

SRS PP

calmoduhne)

b«amm omaes’

La presence de partlcules magnetltes blogemques (Fe304 ) dans le cerveau
humam (Iﬁrsehmnk et al 1992) et plus generalement dans lorgamsme

pourralt exphquer certaines interactions enfre les champs et 165 tigsiis, Ces’
partlcules, qu1 sont de petlts almants pourralent ‘8tre des cibles pnwlegxees

des champ_s magnethues Toutef01s leur role dans les dlverses structures

ql

cellulalres reste encore emgmathue

Dans le cas des eucaryotes supérieurs, la membrane cytoplasmique est
soumise a des stimuli provenant du milieu E}TfézéllﬁlZi”ffe;wéiéglienchﬂénf,.‘
selon des mécanismes complekes,' la prolifération et l.a"vdifférenciatio_n
cellulaire. - o

II) Processus biologiques impliquant les cibles éventuelles

La prolifération cellulaire nous est apparue essentielle dans le cadre de
notre étude pour deux raisons : c'est une des caractéristiques du vivant et
c'est un processus qui parait étre sensible aux champs électromagnétiques.

Notre choix s'est orienté vers 1'étude de deux types de cellules qui, sous
certaines conditions, peuvent proliférer de fagon massive : les lymphocytes
et les cellules tumorales.

I\J_es lymphocytes ‘peuvent étre activés en culture entrainant ainsi leur

prohferatlon et les cellules tumorales ont une prohferatlon anarchlque, de
part la deregulatlon de certains genes

s e
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II-1) Activation et prolifération des lymphocytes

Les lymphocytes sont programmés pour proliférer rapidement dans des
$ituations de stress, d'agréssion et de d&fenise. Ce sont des cellules bien
Caractérisées et un modele de cultiire bien maitrisé.

Leur prolifération, provoquee dans des conditions phys1olog1ques par. des

S s s ok Vons s LN

Aottt ok ami
stimuli naturels (antlgenes) “est 51mu1ée artificiellement in vitro par
l'adJonctlon dactivateurs partlcuhers : les substances nntogenes (Freedman

&t al., 1975; Lichtman et al., 1983). o i s s

L'activation est une augmentation des fonctions, induite par l'activateur,
qui commence par la formatlon de lymphoblastes et contlnue a travers le |

W A VLR, TR

cycle cellulalre et la dJﬁ’erentlatlon '

P

Les mitogeénes, en se ﬁxant sur les membranes, entrainent la cascéade
e 2 T

metabohque qui permet aux lymphocytes de rentrer dans le cycle cellulaire
e temps ilya “done synchromsatlon des cellules de la phase Go

R e DOTL USRS

tous en
‘T‘hase de repos)

T e

Faih

Lors de l'activation des lymphocytes par les mztogenes, certalnes cascades
metabolzques ont particulierement retenu notre attentzon
-La premlere réponse a la fixation du mltogene est l'entrée de K+ dans les
30 secondes qui suivent. Cette entrée est compensee par la sortle de Na+
pendant les 5 _premieéres “minutes. Ces variations de potentlels
"transmembranalres sont le resultat des mouvements 1omques ATP
dépendants par les Na'*'K’*‘ATPases
- Durant | ces premleres minutes de l'activation la concentration de calcium
1ntracellula1re entre en augmentatlon, un phénomeéne qui a été beaucoup
etudle (Freedman et al 1975; Tsien et al., 1982; Hesketch et al., 1985;
Poenie et al., 1985). La moblhsatlon du calcmm varie selon la sous-
:populatlon concernée, ‘

Le taux de calcmm, bas au repos, augmente pendant 8al0 rmnutes
par relargage de calcium de stocks internes qui sera suivi d' une
aligmentation-soutenue de calcium due 4 une entrée massive de calcium
extracellulalre, via des canaux ioniques. L'influx de calcium agit sur la '
phosphohpase “Ag quilibere des acides gras tels que I'acide arachldomque e
L'acide arachidénique entraine la production de ‘prostaglandines ot de
le‘ueetmenes——-qur*vont permettre un “auto-contrdle de la fluidité

membranalre
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L'entrée de calcium.que. nous venons. de décrire semble necessalre la

s sl

p}’(;auctlon de l'interleukine 2 chez les lymphocytes T et contribue au

et e,

““déclenchement de 1' actlvatlon des recepteurs qui provoque T'hydrolyse de la

phospholipase C ‘qui, & ‘partir du phosphatldyhn031t01 dlphosphate

AL w5

membranalre donrie de l'inositol trisphosphate. L'inositol trisphosphate va

permettre la libdration  du calcmm Séquestrs dans le réticuliim

Eﬁ‘db‘ﬁfasnnque, et du’ d1acylglycerol qui va activer la proteme kinase C.
L 1nos1tol trisphosphate ‘joue vralsemblablement le réle de second
messager. L'activation de I' adénylate cyclase va forrner de lAMPc qui, & son

oienimiden e A A r——— stk

“fou Joue un role preponderant en actlvant les protelnes klnases

Une partie du calcium va se fixer sur la calmoduhne Ce complexe change

alors de conformation ot permet & d'autres protelnes de se fixer entrafnant
une activation de nouvelles fonctions. Quatre grands types de protelnes
peuvent se fixer ainsi selon des affinités différentes : les protélnes klnases
:t v;ﬂosphatases les’ phosphodiestérases et adenylates cyclases, Tes
protelnes du cytosquelette les calcium ATPases '

- Les klnases activées vont a leur tour .activer d'autres. protéines en les

phosphorylant ce qui peut aboutlr par exemple au couplage des sous-umtes
catalythues et regulatnces d'une protelne

Suite a cette activation, les lymphocytes changent de forme, ils peuvent
devenir trés gros et trés étalés, il sont appelés alors lymphoblastes et
finissent, & travers le cycle cellulaire (Maizel et al., 1981), par se diviser et
enfin par se différencier.

Les lymphocytes permettent donc, d'une part, 1'étude des interactions )
re&'ﬁteurs -antigénes, d'autre part I'étude des flux i 1on1ques, tels que ceux
du calcium, a travers la membrane cellulalre et cela d' autant plus que toute
perturbation de flux caIc1ques est lide a des modifications dans la

prolifération.

La prolifération des lymphocytes suite aux contact avec les antzgenes est un
des modeles les plus utilisés dans le bzoelectromagnetzsme |

(Conti et al, 1983; Smith et al., 1983; Emilia et al., 1985; Mooney et al.,
1986; Cadossi et al., 1988; Lyle et al., 1988; Polidori et al., 1988; Bersani et
al., 1989; Walleczek 1992).
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Il n'y a jamais eu d'effets observés sur des lymphocytes pendant la phase de
repos G ou ils ne proliferent pas. (Conti et al, 1983; Emilia et al., 1985;
Mooney et al., 1986; Polidori et al., 1988).

L'activation des lymphocytes par les m1togenes est un modele interessant
car la - synchromsatlon de cellules de Go a Gla qu'ellé induit fait ¢ que si les

i e v ni g

champs ont un effet sur une phase spemﬁque du cycle cellulaire, on peut
s'attendre a ce que cette act1vat10n 51multanee en Gla permette d’augmenter

lamphtude de leﬂ'et

Une variation de la concentration en mitogénes, qui module les flux
calciques, est un paramétre important, car elle provoque une modulation de
la sensibilité des cellules aux champs. )

La sensibilité des lymphocytes aux champs est accrue dans le cas d'une
mobilisation’ redu1te du calcium (Walleczek et al., 1990). Cela a été observé,

entre’ “autres; én utilisant différentes concentrations de mitogénes qui
modulent la prolifération (Conti et al., 1986; Cantini et al. 1986). Lorsque la
concentration de mitogénes utilisée entraine une prolifération qui n'est pas
maximale, il y a souvent stimulation de la prolifération sous l'action des
champs. Dans le cas contraire, si les concentrations en mitogénes sont fortes
et suractivent les lymphocytes, il peut y avoir inhibition de la prolifération
par suite de I'exposition. De nombreuses variations dans la prolifération se
traduisent ainsi par des effets de champs qui peuvent &tre tres différents
(Conti et al., 1986, Cadossi et al., 1992).

Sur les lymphocytes humains, des chercheurs italiens ont observé, chez les
quets ages, une prohferatmn réduite des lymphocytes en culture
(Cossarlzza et al., 1989a; Cadossi et al 1992). Par exemple, des

lymphocytes en culture de sujets agés, en bonne santé presentent 15-20%

des cellules qu1 he prohferent plus‘ Le méme phenomene a été mis en

ev1dence dans certaines pathologles (Cozzarissa et al., 1989b; 1991; Cadossi
et al 1992) le pourcentage de lymphocytes ne proliférant plus peut aller
_dans ce cas jusqu'a 80%. (Lesourd 1990).

Les auteurs (Cossarizza et al., 1989a et b; Cadossi et al., 1992) montrent
que les effets des champs sur la prolifération des lymphocytes varient a

cause des processus du vieillissement et des déficiences lies aux maladies.

Il est suggéré que les champs magnétiques pulsés restaurent la capacité

proliférative des lymphocytes exposés en favorisant leur entrée dans le cycle

cellulaire (Baserga et al., 1985; Cossarizza et al., 1989).




Les effets sur l'influx et1' efﬂux du calcmm ont ete aussi étudiés sur d'autres

s e it

types de cellules (Bawm et al., 1978; "Emilia et al., 1985; Blackman et al.,

"1985a et b; Conti et al., 1985a; 1985b; Liboff et al., 1987).

Bien que le mécanisme responsable des effets modulatoires des champs
magnétiques reste encore incompris, les propriétés d'activation et de
prolifération des lymphocytes ont permis les observations intéressantes
pour la mise en évidence d'effets qui sont maintenant reproductibles et
reconnus par les chercheurs travaillant sur le sujet.

Nous nous sommes intéressés, dans le cadre de ce mémoire, aux lymphocytes
de rongeurs activés par un mitogéne, la concanavaline A ( ConA) ‘et & leur

—— e o i

prolzferatzon sous exposztzon a des champs magnethues pulsés -

L'action de la ConA est différente selon qu'il s'agit des lymphocytes T ou des
lymphocytes B. En effet, ce mltogene peut faire entrer certaines celliles"

"dans des processus "d’activation et aboutir 4 une mitogenése, comme c’est le

cas pour les lymphocytes T. En revanche, pour les lymphocytes B, la ConA
n'est pas mitogénique bien qu’elle entraine ces cellules dans des processus
d’activation; elle conduit les lymphocytes B dans un état transitoire entre
l'état de repos (GQ) et la premiére étape d'activation (G1) avec une
augmentation de la concentration en calcium intracellulaire équivalente en
intensité a celle des lymphocytes T.

Nous avons étudié plus particulierement une des étapes précoces de
l'activation dans la phase G1a, I'augmentation de la concentration de

calcium intracellulaire.

L'intérét que nous portons sur cette étape s'explique par le fait que les
processus cellulaires mis en route & ces moments semblent étre
particuliérement sensibles & l'action des champs électromagnétiques.

1I-2) Activation des cellules Natural Killer

Les cellules Natural Killer (NK) sont des cellules du systéme 1mmumta1re
qui conférent a lhote une re31stance ‘spontanée contre les tumeurs (Haller et
al. 1977).
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L'activité anti-tumorale in vivo des cellules NK pourrait présenter une
forme d'immuno-surveillance archalque précédant l'apparition des

e s i

sttty

lymphocytes cytotoxiques T spemﬁques elle pourra1t également éliminer les
cellules anormales de l'organisme. Tl est évident que l'activité anti-tumorale
n'est pas leur seule fonction. Les cellules NK montrent une heterogenélte

fonctionnelle dependante de leur locahsatlon etdel env1ronnement

- i e pe R PR M ek S

La propnete de cytotox1c1te ‘Natural Klller (NK) se trouve chez certains

R s I D

lymphocytes non T non B capables de détruire in vitro certaines hgnees

e L s earat

tumorales. Ces cellules sont capables de lyser spontanement des cellules "

L il

tumorales sans reconnaissance spec1ﬁque d antlgenes partlcuhers avec les
complexes maJeurs d hlstocompatlblhtes o
Il y a encore peu d'informations disponibles, concernant les structures des

cibles, lors de 1'oncog¥nése sur les molécules et processus impliqués dans la

PURPRRCINERS L

reconnaissance des cellules NK, a1ns1 que dans les s1gnaux trans—

membranaires.

L:s” e;;ahr'iéments dans les cellules NK, lors d1nteract10ns avec les cellules
cibles, entrainent mle_e_e_levatlon du niveau d'inositol phosphate (Windebank

et al. 1988) qui est accompagne par une augmentation de la concentratlon
1ntracellula1re du calcium hbre (Atkinson et al. 1989). -

Le niveau d'activité des cellules NK peut varier entre les individus et les
différentes lignées de souris, car il est génétiquement contrdolé (Windhurst
et Padgett 1973). Cette activité est soumise 4 de nombreuses influences :
elle dépend de 1'age (Krihnaraj, Blandford 1988), du sexe (Tilden et al.,
1986), du rythme circadien et circannuel, du régime ahmentalre (Pati et al.,

v o v e

1987) et de I' exposition au stress (Pollock: 1987) Ces vanatlons de I'activité

des cellules NK; observées en fonction d' 1nfluences exterleures, se
traduisent par des niveaux d'activité et de mobilisation calc1ques différents

qui offrent des p0551b111tes de ‘modulation par les champs sur lesquelles

nous avons travaillg.

Différents auteurs ont étudié les effets des champs électromagnétiques sur
l'activité de cellules NK apres une exposition des animaux (Malter et al,
1987; Mc Lean et al, 1991; tremblay et al, 1993).

\
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1I-3) Prolifération des cellules tumorales

Les cellules tumorales sont caractérisées par le fait qu ‘elles ne repondent

plus aux regles de. lhomeostasfeuquﬁi aﬁppsent I' arret de la prohferatmn

Les mecamsmes de regulatlon de la prohferatlon encore peu connus au

niveau moléculaire peuvent s'accomplir, semble-t-il, de diverses fagcons selon
les facteurs et recepteurs “considérés. Dans des condltlons phys1olog1ques‘
norfiales, des fonctions métaboliques inhibitrices permettent de verrouiller

de facon efficace le systeme de stimulation celullalre La levée permanente

de ces ‘inhibiteurs favorise le développement 1ncontrole dela prohferatlon et

peut conduire a la croissance de tumeurs.

L'expression de genes partlcuhers permet aux cellules normales de rentrer
dans différentes phases du cycle cellulaire. Dans le cas des cellules
tumorales, cette expression est ‘modifiée, les cellules ne possedent plus lesl
31gnaux permettant les arréts du cycle et donc le passage en GO Cette
perturbatlon de la regulatlon cellulaire entraine des augmentatlons de
calcium qui peuvent induire a une mort programmee I apoptose (Trump et
al 1992). '

Des effets de champs magnétiques sur la prolifération de cellules tumorales

eni été observés depuis longtemps.
Certains travaux montrent un ralentissement du développement de

tumeurs aprés exposition aux champs (Cros, 1964; Batkin et al., 1977,
Omote et al., 1990). Il semble que les modeles les plus sen51bles aux champs
soient ceux qui sont le plus antigéniques. Une observatlon supplementalre
qui met en cause la sensibilité aux champs des cellules du systeme
immunitaire (Omote et al. 1990). |

w.‘?_@@iﬁé.df.ét.udier,..la._prolifél.‘ation de cellules tumorales in vivo
sous exposition @ un champ magnétique (0,8 Hz, 100 mT). - |
Deux modeles de cancers expérimentaux trés courants et tres différents
chez les rongeurs ont été ch0151 un modéle de cancer chimio-induit par le
benzopyrgne et un modele de tumeurs greffées, le melanome B16. Ces deux
\?Efesﬂsont assez agressifs. La reg1 ession des tumeurs est exceptlonnelle
et les animaux meurent rapldement des que les cellules tumorales se
develoﬁé’"ﬁ T ST N
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- Les tumeurs chimio-induites sont un des premiers modeles de
carcinogénese chimique expérimentale. Ces modéles comportent toutes les
étapes de la transformation maligne et donc ressemblehf B'eaucoup au
‘développement des cancers spontanés.

- L'autre type de tumeur, les tumeurs greffees, met en jeu des
mécanismes trés différents de ceux induits ch1m1quement Le modele du
mélanome B16‘ est un modeéle trés utilisé et bien caractérisé. Apres injection

des melanocytes, le développement des cellules tumorales est rapide. Nous
avons pu l'utiliser pour faire varier certains paramétres physiques.

L'organisme, dans son entité, est-il 1ndlspensable pour observer des effets
des champs ?

.

Pour le savoir, nous avons étudié l'effet du champ magnétique sur la_

_prolifération de cellules tumorales en culture in vitro.
Le champ magnétique pulsé, dont nous avons étudié les effets sur la
croissance des tumeurs et sur 'activité NK in vivo, pouvait-il avoir un effet
sur la prolifération de dlffere?lrnmzl‘lmﬁles en “culture in vitro ? Pour tenter
de répondre a cette question, nous avons observé 1'effet sur la prolifération

de deux lignées tumorales : les‘cellules HeLa et les mélanocytes B16.

II-4) Relation systéme immunitaire-cancer

Les cellules étrangeres a lorgamsme portant a leur surface des antlgenes
etrangers ou des cellules devenues tumorales peuvent &tre reconnues par
les membranes des cellules du systeme immunitaire et ehmmees

Parmi les cellules du systeme 1mmun1ta1re il ex1ste deux types de

mécanismes vis a vis des cancers :
- I'immunité non spemﬁque (cf cellules NK II-2)

llmmumte spécifique : certaines tumeurs portant des antlgeneb

i s

engendrent une reactlon 1mmun1ta1re spemﬁque qui se fa1t par une sous-'

et R

popu.latlon de lymphocytes les lymphocytes cytotox1ques

s s

|
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Lorsque la lutte du systéme immunitaire n'est pas assez efficace et conduit
a l'évolution d'une tumeur, l1mmun1te subit des mod1ﬁcatlons Les causes
de la diminution des reponses immunes chez les hotes porteurs de tumeurs

e R

sont encore’ 1nconnues De nombreuses hypotheses sont suggérées :

-

- le travail de Broder et collaborateurs (1978) suggeére que des sous-
populations suppresswes de lymphocytes pourraient étre e induites lors de

B i ligial

e B e s SN AN RISt o o

tumeurs. Ces cellgles suppressives ont été identifiées comme des cellules T
porteuses lyl+2- qui pourraient induire une suppress1on quand il y a
transfert & des Soiiris non porteuses de tumeurs,

- Plus récemment Jenkins et collaborateurs (1987) proposent que
l'altération majeure du systéme 1mmun1ta1re serait due a yggﬁmod;ﬁcahon
de la presentatlon des antlgenes qu1 entralneralt une reponse erronee des
lymphocytes T4. o

- D'autres auteurs suggerent le role suppresseur des macrophages (Watson
et al. 1991). ' o

- Mizoguchi et collaborateurs (1992) trouvent des anomalies chez des souris

porteuses de tumeurs, non seulement dans la montée de calcium trés

™

réduite apres stimulation des lymphocytes par lantlcorps ant10D3 mais
aussi dans une diminution du taux des kmases (p56 et p59). Ils en
déduisent que ces mod1ﬁcat1ons seraient dues aux 1nteract1ons de la tumeur

avec l'animal héte.

". D'autres auteurs etudlent les lymphocytes CD8* chez les souris porteuses

de tumeurs (Loeffler et al 1992) Dans ce cas, les fonctions lythues de ces
lymphocytes CD8* sont affaiblies, alors que tout est normal pour les

' lymphocytes CD4+. Ces auteurs suggérent que la tumeur elle- meme

produ1ra1t un"facteur d1m1nuant le potentiel cytotomque des cellules CD8+

Avant de présenter le plan des résultats nous voudrions souligner une dif-
férence fondamentale dans les consequences d'une augmentatzon de calczum

zntracellulazre entre les cellules tumorales et les cellules lymphocytazres

[

Les cellules tumorales modlﬁees dans leur régulation répondent a
l'augmentation de calcium intracellulaire de fagon opposée aux lymphocytes.
Dans les processus tumoraux lau_gmentatlon de calcmm intracellulaire

e i e A3 e NS

entraine une destruction des cellules alors que pour les lymphocytes cette
aug‘mentatlon entraine des processus.d'activation. Ces reponses opposees vis
a vis du calcmm amplifient 'intérét que nous avons porté a ces deux

[PPSR

mécanismes cellulalres dans l'étude des eﬁ”ets des champs magnethues

T —
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Plan des résultats

Dans l'exposé de nos travaux, la présentation des résultats suit une
démarche inverse de celle du plan de l'introduction. Partant de 'étude in
vivo puis in vitro de modéles de prolifération tumorale, nous nous sommes
orientés vers des modgles du systéme immunitaire pour ensuite continuer

avec I'étude du calcium lors del' activation EEs—l'jﬁYxf)Eocytes

e ot LN 2 St PR A 4

La description des champs est faite dans le chapitre matériels et méthodes.
La discussion intégrée aux résultats est présentée dans 1'ordre suivant :
- étude des effets des champs magnet1ques (120 mT) in vwo o

[T

* sur la croissance de tumeurs et le temps de survie des animaux

*surl act1v1te des cellules Natural Killer.

- étude des effets des champs magnethues sur la prolifération de cellules en

culture in vitro avec deux 1nten51tes dlfferentes du champ magnethue
1ntenses (180 mT) sur la prohferatlon des cellules tumorales en

culture et des lymphocytes
* faibles (5 mT) sur I activation, la prolifération des lymphocytes ainsi
que sur leur réponse calclque
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CHAPITRE 1
A) Matériels et Méthodes
A-1) Définitions

La présence d'une charge, appelée charge source, ou de plusieurs
charges en un point de 1'espace environnant modlﬁe la propneté de I'espace,
¢étte propriété s'appelle le champ electrlque 'E. Si dans cet espace, on
dlspose une charge témoin qt, la force nt qu'elle sublt revele lemstence de

M s e ot P G T o e et e

c e

E T e o e,

.

De la méme fagon, la présence d'une charge ou de plusieurs charges en

mouvement en un pomt de lespace qu1 créent un courant, appelé courant

L LA R iy

e ettt s il

inducteur, modifie la prppnete de lespace env1ronnant et cette propnete

e S e

s appelle le champ mag‘nethue Si dans cet espace on d1spose un courant .

el e

elle est donnee par T expressmn sulvante F=it dl x B (loie de Lorentz).

Lorque les variations des champs sources ‘ou courants 1nducteurs ne sont
pas trop rapides, les champs E et B sont d1ssomables Quand on monte en
frequence_i; —iMHz) l'existence du champ electnque est liée a I'existence du
champ magnethue et inver sement ‘les’ deux chiamips” sont 1nd1ssoc1ables
c'est ce que l'on appelle le champ electromagnethue (equatlons de

Maxwell).

Dans nos expenences nous avons utilisé des courants de basses frequences
(O 8 Hz), donc le champ électrique E est trés falble il est proportlonnel a la
vitesse de vanatlon de B dB/dt (temps de montee)

Les champs a basses frequences sont des champs magnétiques ou

electnques vanables sans radlatlons, car lenergne nest pas assoc1ee a la

R

partle rayonnante qui dans ce cas est neghgeable
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A-2) Equipement physique
A-2-1) Champs magnétiques intenses

Un courant I qui circule dans une bobine induit a l'intérieur et a

lexteneur un champ magnethue proport1onnel 41. Notre apparelllage est
constitué de deux bobines (de re51stance de 2,7 ohms) en position de

Helmoltz, cest a dire placees 3 une distance égale a leur rayon. Elles

P e e

produlsent entre elles un champ magnethue umforme, c'est 4 dire qu'a un

RS e

1nstant donné, l'intensité et la direction du champ sont les mémes en tout

e et H e som bt

pomt Au niveau des faces externes des bobines, le champ ‘est convergent ou
d1vergent

Les bghlnes sont constituées d'une centaine de tours de splres en cuivre et
refr01d1es par c:lrcula-tlon d"eau “Elles sont ahmentees en parallele par un
generateur de tension continue qui est commande par un generateur pilote
de tensions carrés. La valeur maximale du courant de 160 A, permet
d'attemdre le champ magnethue de 180 mT au plateau

J———

Shéma de l'appareillage magnétique : figure 1

ligne de champ

bobines en coupe

\ ( avec fils de cuivre alimentation pilote
OO0 O0O0 @
O 0O OO0 " @ @

. AV
00O 000 | O O O
000 / \ 000 _ —
figure 1

La valeur du champ est mesuree a l'aide dun gaussmetre (FW Bell-
4048) fonctionnant avec une sonde que Ton posmonne au point ot I'on veut
mesurer le champ magnct}_que B.




17

Dans le temps, B peut étre constant ou variable. Quand il s'agit d'un champ

[Rpe— - -t ne mcaadly

magnétique pulsé, la forme des 1mpu1s1ons est. directement proportlm
a celle des 1mpuls1ons de courant dans le circuit d'alimentation des bobines.”

Lt reamein

s i 2 L,

L1mpuls1on est constltuee dune phase de montee, d'un plateau et d'une

e e e, .
- Y ——————— e b

phase de descente f‘gure 2

e o

e

figure 2

La description d'une 1mpuls1on de champ magnethue fait appel a plusieurs
parametres :

- 'amplitude A et la valeur moyenne m. Elles sont limitées par le courant
maximum fourni par 1'alimentation et par l'échauffement des bobines par
effet Joule;

- les intervalles de temps que sont le temps de montée 6m, la durée du
plateau 6p, le temps de descente 6d et la penode T. Theonquement ces
intervalles sont comptés a partir de pomts dont les amphtudes sont 51tuees
a4 0,1A du niveau bas ou du niveau haut des 1mpuls1ons

-Les v1tesses de variations pendant fm et Op qui seront notées dB/dt et qui

sont & peu pres egales 4 0,8A/6m ou 0 8A/6p

Dans nos expériences,

T =1, 2s ce qui correspond & une fréquence de 0,8 Hz;

Om =8d = 0,2s et 8p = 0,4s;

m = A/2 avec donc un B toujours >0.

Dans le cas des champs moyens les plus intenses (120-180 mT), elles sont de
1 T/s, mais avec des champs de 5 mT, elles sont de 100 T/s. Ces valeurs
conditionneront les courants induits dans les tissus biologiques. -
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A-2-3) Champs magnethue faibles (5 mT)
Le champ magnethue est créé par des petltes bobmes immergées
dans un bain circulant thermostaté a 37°C. Les bobines sont fabriquées

suivant un double bobinage et raccordées a 4 bornes. Si le courant va dans

le méme sens de rotation, les bobmes créent un champ magnétique qui sera

SV e

uniforme a}eur centre Par contre, si les 2 bobines sont parcourues par des
cbura a‘I‘;{s“c"Ie sens 1nverses, elles créent alors des champs a.ntagomstes dont
la resultante est nulle : ceci sera la “bobine témoin pour Tes cellules ' ‘sham
exposees (exposmon fictive). Ce véritable témoin a l'avantage d'avoir dans

les deux cas la méme résistance. Ainsi, s'il y a une elevatlon de la

température, elle sera la meme pour les cellules eXposees et pour e

FONSIRRREPPCVEDE .

cellules sham-exposées.

Le bobinage étant beaucoup plus long que large on admet qu'au centre le

s

champ magnethue sera umforme

coimt

et g fo e Y

Le systéme est plongé dans un bain 3 87°C circulant, la figure 3 shématise le
montage.

bobine pour les
celules exposées

bobines pour les cellule pilote
ham-exposées

cryothermostat

figure 3
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A-2-4) Champs électriques

Bien que le champ electrique induit par le champ magnétique de 180

e e e e e et e e+ 2 e,

mT s01t trés fa.lble, son effet a é6té étudié sur 13- prolifération des | cellules
HeLa dans le cadre d'une collaboration avec des collégues américains a

Richmond. Avec des électrodes nous avons simulé le champ electnque

FAmcn ' ot st

induit par le champ magnétique; la densité de courant estimée était de
Iordre de 0 2 p.A/cm2 et lalIure est representee dans la ﬁgure smvante

amtier.

0.2 uA/cm 2

0.8 Hz

figure 4

LS U

Aprés avoir porté la fréquence a 5 Hz, le champ prend alors la forme

3

suivante figure 5 :

5 Hz

—
—

figure 5

Un ch@ de méme type que celui émis par les lignes de transport, soit un
champ electrlque smus01dal de 60 Hz, a été testé dans ce laboratoire
ameéricain pour 1'étude de la prohferatlon de cellules HeLa figure 6

-

\ " 80 Hz

figure 6 N
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A-3) Description de la régulation de température

A-38-1) Lors des expositions in vwo (120 mT)

R

Nous avons exposé les animaux des la détection des tumeurs, et ce
jusqu'a leur mort, pendant 8 heures par jour (sauf exception comme dans le
cas des BALB/c). Les animaux sont confinés dans des boites en Plexiglas

cylindriques qui mesurent 16 cm de diamatre, 8 cm de haut et sont divisées

en deux par une cloison médiane(voir figure 9). En général, les souris se
regroupent contre la cloison pour_ dormir dans la journée. Ces b01tes sont

placées entre les boblngs_de Helmholtz avec des trous d'aération percés sur
la paroi exteneurgzgn de permettre Tes échanges thermiques. La piéce est
maintenue a une température constante de 25 °C, température choisie pour
le confort des animaux. Les bobines sont refroidies par circulation d'eau.
Les animaux témoins sont dans une cage identique, dans la méme piéce,
mais éloignés du champ. La nuit, les souris témoins et exposees sont mises
ensemble dans une grande cage, avec de I'eau et de la nourriture ad lzbltum
Dans le cas des expériences sur l'activité des cellules Natural Killer, les
souris sont exposées 10 heures/ jour pendant 5 jours.

alimentation

00O 00O pilote
OO0O0 ORONO) ‘ @
ONONO O0O0 O 0 O
O0O0 00O
1
cage contenant les souris exposées

figure 7 : Montage lors des expositions in vivo 4 120 mT, les animaux se trouvent au centre
des bobines, dans un champ magnétique uniforme.
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A-3-2) Lors des expositions in vitro de champs

magnethues forts (180 mT)

L'exposition des cellules en culture nécessite une température
suffisamment élevée et stable pour ne pas perturber leur prolifération.
D'autre part, il est nécessaire d'avoir une ambiance parfaitement stérile, en
- présence de CO2. L'idéal etit été de réaliser des expositions a l'intérieur des
incubateurs, mais l'inclusion d'un dispositif d'exposition était impossible.
Nous avons donc réalisé un minincubateur que nous avons inclus dans les
bobines de Helmoltz. Il est constitué d'une boite & double paroi, entre
lesquelles circule de l'air et plus tard de 'eau dont la température est
régulée par des cryothermostats HUBER. Dans le dispositif, il est possible
de glisser une boite hermétique stérile ; a l'intérieur, on recrée une
atmospheére a 5% de CO2 grice a des pastilles de Gaspack (Biomérieux).

Figure 8 :
polystyréne

irculation d'eau
/c alimentation pilote

OO
(ON®
ONe)
ONO)
OO
C

G g @@

E; = ; A \%
og}/' o Xe) O O O
0 90 oXe) —

air stérilé 5% de co2

plaque de culture

ﬁgur e8: Montage lors des expositions in vitro & 180 mT, les plaques de cultures se trouvent
au centre des bobines, dans un champ magnétique uniforme.

A-3-3) Lors des expositions in vitro de champs

magnethues falbles (5mT)

Les bobines sont plongées dans un bain circulant qui permet de
maintenir les cellules 4 37°C. La température est rigoureusement la méme
pour les cellules exposées et les cellules sham-exposées ( voir figure 3, A-2-
3). Les cellules sont & 37°C tout au long de lexperlence, y compns pendant
I'acquisition au cytométre en ﬂux L :
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A-4) Matériels biologiques

A-4-1) les animaux

Les animaux proviennent de IFFA CREDO, en général, au moins une
semaine avant l'expérience afin qu'ils récupérent du voyage et qu'ils
s'habituent a leur nouvel environnement.
Les rates sont des Sprague Dawley. Les souris males BALB/c, C3H, C57Bl/6
sont commandées a 'Age de 6 semaines.

A-4-2) Les lignées tumorales
Iﬁfgllqlﬁg; Ij_eL_a nous ont été procurées par le Dr Portail de la fondation
Bergome a Bordeaux Il s'agit de sous-cultures de la culture ATCC CCL
(Amencan type culture collection certified cell lines) 2.2 HeLa S3. Cette
lignée a_ ete clonee en 1955 par Puck et al 1956 a partir de la hgnee initiale

La morphologle de ces cellules est etabhe comme etant de type eplthehale

Pour l'autre lignée étudiée, le Melanome B16 les cellules sont prélevées de
tumeurs portées par les C57b1/6 et remises en culture in vitro dans du

milieu complet. Le nombre de passage pour ces cellules est entre 2 et 4 au

maximum.

A-4-3) Les milieux de culture
Les cellules sont maintenues dans un milieu standard RPMI-1640 ou
milieu CO2 indépendant, contenant 5% de sérum de veau foetal inactivé et
testé, 2mM de glutamme, 1% dhepes, 1% dantlblothue ‘pénicilline-
streptomycme et 0,05 mM de 2 mercaptoethanol (GIBCO) Tous ces
éléments sont stériles.

A-5) Méthodes et Techniques

A-5-1) Expositions in vivo
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A-5-1-1) Conditions expérimentales d’induction des
tumeurs chimio-induites - Des rates Sprague-Dawley femelles agées de
57 jours ont été anesthésiées avec 500ul de chloralhydrate (12%), injectées
en sous-cutanée dans la cuisse droite avec 500pl d'une solution de
benzopyréne dans de I'huile de sésame (& une concentration de 4mg/ml).

Les animaux provenant du centre d'élevage CERJ ont été envoyés au
laboratoire 18 jours avant la date d'injection du carcinogéne afin de
s'habituer aux conditions de vie de I'animalerie. Les animaux ont été
répartis a raison de 10 par cage et recoivent nourriture et boisson ad
libitum.

La dose de benzopyréne injectée est de 2 mg par rate; pour les
expériences avec les BALB/c et C3H, la dose est divisée par 10, soit 0,2 mg
par souris; nous sommes revenus ensuite a la dose initiale avec les souris
C57BV/6.

A-5-1-2) Tumeurs greffées- Le modele du mélanome B16 -

La lignée nous a été fournie par le laboratoire de L. Mir; nous avons'

également pu profiter de son expérience pour la mise en route de ce modile.
Les mélanocytes ont toujours été conservés in vivo. Les cellules sont
récupérées quand Ta tumeur mesure environ 1 cin de diameétre. Les cellules
sont alors resuspendues dans du tampon phosphate a l'aide d'aspiration
répétée dans une seringue, puis filtrées a travers une membrane laissant
passer uniquement les cellules individuelles afin d'éliminer les agrégats.
Les cellules sont ensuite comptées et resuspendues dans du tampon a la
dilution de 106 cellules/ml; 0,2 ml sont injectés par souris.

A-5-1-3) Croissance de tumeurs - Dés la détection des tumeur,
les animaux exposés ou témoins sont palpés tous les 3 jours afin de mesurer
la tumeur. A I'aide d'un pied a coulisse, la longueur (L) ainsi que la largeur
(1) sont notées et le volume est calculé suivant la formule : L x 12/ 2.

Chaque souris est identifiée par les oreilles qui sont fendues ou coupées au
moment de la séparation par groupe. Ainsi pour chaque souris, on suit 4 la
fois l'évolution du volume des tumeurs et le temps de survie.

A-5-1-4) Mesure de Uactivité Natural Killer- 1a mesure de
I'activité Natural Killer quantlﬁe la capacité des cellules a reconnaitre et 2
lyser "in vitro" des cellules cibles sans immunisation préalable. Le test de
cytotox1c1te ut111se le 51Cr libéré par les cellules cibles. B :
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Différents types de cellules tumorales cultivés in vitro constituent de
bonnes cibles pour le test de cytotoxicité; les lignées les plus utilisées étant

les cellules YAC-1 qui proviennent d'un lymphome 1ndmt par le virus de

et st Nommrees wn

Moloney chez la souris A/Sn, (Cikes et al 1973).

Les cellules effectrices - Aprés 5 jours d'exposition au champ magnétique, les
““M‘*«-... e Ny L . . . . .
souris sont sacrifiées au 6 éme jour par dislocation cervicale et leur rate

. prélevée. La suspension de cellules splénique est obtenue aprés perfusion de
2 Suspension .

la rate. Les cellules sont ensuite lysées et lavées. Aprés la dernidre
centrifugation, les cellules sont comptées et ramenées & 2x107 cellules/ml
dans du RPMI complet. ] |

Les cellules-etbles - Les cellules c1b1es (YAC-1) sont mises en suspension 3 &

c“5'j'0f"‘(_fé‘ll'f.ﬂes/'ml et incubées avec 200 pl de 51Cr (chromate de sodium: 2

mCi/ml) pendant 1 heure a 37°C (incubateur a 6% de CO2 et 94% d'air
humidifié 4 95-98% sous agitation).
Le Test de cytotoxicité - Dans des plaques de microtitration & 96 puits a fond
rond (Nunc), on dépose 100 pl de cellules cibles (YAC) marquées au chrome
et 100 pl de cellules effectrices (cellules spléniques).

Quatre valeurs de rapport (cellules cibles/cellules effectrices) sont utlhsees
et chaque point est fait en trois exemplaires:

-2x107 cellules/ml, ce qui correspond a un rapport C/E=1/100

-107 cellules/ml pour un rapport de 1/50

-5x106 cellules/ml pour un rapport de 1/25

-2,5x106 cellules/ml pour un rapport de 1/12,5
Les puits témoins de la libération spontanée du chrome contiennent 100u1

de cellules cibles et 100p] de RPMI 1640 complet. Les puits témoins de la
libération maximale 51Cr contiennent 100 pl de cellules cibles et 100 pl
d'acide chlorhydrique 2N ou de dodécyl sulfate de sodium SDS a 1%.

Les plaques sont mises & 37°C dans un incubateur humide pendant 4
a 5 heures.
Analyse - Apres incubation, les surnageants sont prélevés dans chaque puits
et placés dans des tubes de comptage. La moyenne des 3 valeurs
correspondant a des conditions identiques est calculée. Le pourcentage de
lyse est calculé suivant la formule :

CPM test - CPM mini

% de cytotoxicité =
CPM maxi - CPM mini
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A-5-2) Expositions in vitro

A-5-2-1) Test colorimétrique MTT - 1l existe de nombreux tests
pour mesurer la prolifération et 'activation des cellules. Mosmann en 1983
a mis au pomt un test basé sur la capamte des enzymes mitochondriales des
cellules _viables & transformer le MTT (3-(4,5dimethylthiazol-2-§1)-2, 5-
d1phenyl tetrazolium bromide) en formazan (cristal bleu). Ce test permet
d'analyser facilement et rapidement un grand nombre d'échantillons; il a
l'avantage de pouvoir quantifier indépendamment, dans certaines
conditions, l'activation et la prolifération des cellules (D. Gerlier et N.
Thomasset 1986).

La solution stock de MTT est, préparée par dissolution de 5mg/ml de
MTT dans du tampon phosphate, puis la solution est filtrée (filtre 0,22 pm)
et stockée dans le noir, 4 4°C. Au temps choisi, la solution de MTT est

ajoutée au 1/10éme du volume (10ul pour 100 pl de milieu, pour les

lymphocytes) pendant une ou plusieurs heures suivant les cellules, a 37°C,
puis le méme volume de 10% de SDS-0,01 N HCI est ajouté a chaque puits
pour arréter la réaction et dissoudre les cristaux (100 pl de solution SDS
dans le cas des lymphocytes); il faut attendre au moins une nuit & 37°C pour

avoir une bonne dissolution ( H. Tada et al 1986). L'absorbance & 570 nm 4

est mesurée par spectrophotometrle, la longue_ur d'onde de référence etant
630 nm.

A-5-2-2) Prolzferatzon des lignées tumorales - Les cellules
HeLa ont été choisies car elles présentent les avantages suivants :
-elles sont bien caractérisées et utilisées pour de nombreux tests
b10ch1m1ques
- elles se mu.ltlphent rapldement leur concentration doublant toutes les 16
heures
- elles ne sont pas fragiles;
Etant adhérentes, les cellules HeLa sont remises en suspension par
incubation avec 5 ml de trypsme 5% EDTA 2% (GIBCO). Ce passage est
effectué 4 heures avant l'expérience afin qu'elles aient le temps de retrouver
leur adhérence au moment de 1'exposition. Les cellules sont diluées a 105
cellules/ml. Les conditions sont choisies pour avoir une bonne prolifération
sans étre géné ni par la confluence ni par I'appauvrissement du milieu.
Les melanocytes B16 sont utilisés suivant le méme protocole que les cellules
HeLa ' ‘
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A-5-2-3) Prolifération des lzmphocytes splenzques -L a

T

prolifération de lymphocytes est étudiée sur une population heterogene
cellules provenant de la rate (lymphocytes splemques) des souris ou rats

(dont 90% sont en phase de repos G0). C'est un organe intéressant pu1squ il
comporte une quantité trés importante de dxfferentes sous-populatlons de
lymphocytes B

Les cellules sont prélevées sur des souris C57bl/6 males de 6 semaines
environ (IFFA CREDO). Les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale

et les rates prélevéés le plus stérilement possible, les rates sont lavées et les
cellules détachées de la capsule splénique par perfusion a l'aide d'une
seringue. Ainsi, nous obtenons une suspension cellulaire sans débris
tissulaires. Les cellules sont lavées dans du milieu RPMI 1640. La lyse des
globules rouges se fait par choc hypotonique: remise en suspension du culot
dans 2 ml d'eau distillée stérile; quelques secondes apres, on ajoute 10 ml de
RPMI. Apres 2 lavages, les lymphocytes sont comptés (cellule de Malassez)
et resuspendus dans du milieu complet a la dilution de 2x106 cellules/ml. 50
pul de cette solution sont déposés dans chacun des 96 puits des plaques de
microtitration (NUNC), ainsi on aura 1x105 cellules par puits. On ajoute &
ces 50 ul la méme quantité de milieu contenant ou pas des lectines.

L'étude de la concentration de lectine - Ce sont des glycoprotéines

[

olymerlques donglne ‘animale ou vegetale formant des halsons .non_

covalentes avec des. res1dué 031d1ques Elles peuvent se fixer par pontage a
des glycoprotemes sur des populations cellulaires différentes, mais seules

certaings catégories de cellules vont étre activées.

Nous avons choisi la Con A ou concanavalin A lectine du haricot qui active
et fait proliférer les lymphocytes T. Cette lectlne est un polyvalent
tetramenque formé de 4 sous-unités stabilisées par des ions Ca2* et Mn2+.
Lacon A peut se fixer dans les proportions de 106, 107 molécules/cellules.
Dans nos expériences, quatre concentrations de lectines ont été utilisées
couramment : 1,25 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/ml et 10 pg/ml. Certains puits sont
conservés sans lectine afin de déterminer le bruit de fond sachant que les
lymphocytes sans activateur ne proliferent pas.
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A-5-2-4) La cytométrie en flux - Le cytomeétre en flux fait une

chahsatlon hydrodynamlque des ceuulqﬁ"dﬁ‘ﬁs un faisceau laser (Figure 10a).
Les sylgﬁr?féﬁ;nlﬁarkniheux émis sont recueillis sur des photomultlphcateurs qui
les tz transforment en signaux electnques 1'échantillon préparé sous forme
de suspension cellulaire peut 8tre analysé et les paramétres qui identifient
chaque cellule sont mesurés.Un systéme électronique effectue la mise en
forme et la conversion de ces signaux qui sont repris par l'informatique afin

d'stre rendus interprétables par l'utilisateur (Figure 9 b).

Figu re 9 a: Représentation shématique de la focalisation hydrodynamique

Le flux de liquide accélére les cellules a la sortie de A et les oblige a passer une par une par
l'orifice B.

Figure 9b: Représentation shématique d'un cytométre en flux (Belloc 1991)

: buse de centrage hydrodynamique;
: faisceau laser;

: photodiode de diffusion dans I'axe;
: filtres séparateurs;

: photomultiplicateurs;

f : convertisseur analogique-digital;

g : unité informatique.
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figure 10 : Histogramme de distribution de 1 fluorescence du Fluo-
population des lymphocytes

figure 11 : Histogramme biparametrique des lymphocytes spléniques
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Les mesures effectuées, cellule par cellule, permettent une représentation
des résultats sous forme d'histogramme de distribution de fréquence dont
l'abscisse (étalonnée de 0 & 255) représente I'amplitude du paramétre étudié
(en canaux) et dont I'ordonnée représente le nombre d'événements (cellules)
par canal (voir figure 10). Chaque fois qu'une cellule émet un signal lumineux
celui-ci est transformé, digitalisé et incrémenté dans le canal qui lui
correspond, le logiciel LYSYS I facilite l'interprétation des données et a
partir de modéles mathématiques permet l'interprétation des signaux
physiques en termes de propriétés biologiques.

La cytomeétrie en flux (FACscan, Becton Dickson) permet de ‘mesurer
51multanément cmq parametres Des renseignements prems peuvent étre
enregistrés pour un grand nombre de cellules en un minimum de temps :
taille relative des cellules, granulante relative, et intensité de trois couleurs _
de ﬂuorescence La quantité de lumiére dlffractee par les cellules ou la
fluorescence qu'elles émettent sont quantifiées de fagon objective (voir figure
11).

Les caractéristiques cellulaires qui contribuent a la diffraction de la lumisre
sont : la taille de la cellule, la membrane cellulaire, son noyau et toute
granulatlon se trouvant al 1nteneur de la cellule. La structure dela surface

L

egalement a la diffraction globale de la lum.1ere
L'intensité de fluorescence est directement proportionnelle au nombre de
sites de fixation existants.

Utilisation de la cytométrie en flux pour la mesure directe des
variations du Ca?+ libre intracytoplasmique par le fluo-3. L'infime partie du
calc1um cellulaire total qui n'est ni enfermée dans des organites de stockage

ni lide a des protemes cytoplasmlques n'est possible que depuis quelques
am grace a la mesure du Ca2+ intracellulaire par fluorimétrie avec
l'utilisation dlndlcateurs fluorescents du calcium hbre Ces indicateurs,
appelés sondes, ont été développés par Tsien 1989; ces sondes sont des
dérivés fluorescents de I'EGTA (chélateur du CaZ+) et il en existe 4
principales : quin-2, indo-1, fura-2, fluo-3. Des outils tras intéressants car :
- il est possible de les introduire dans les cellules sans dommage grice aux
radicaux acétoxyméthylester qui leur permettent de traverser les
membranes. Les radicaux sont ensuite coupés par des estérases cellulaires.

- Ils peuvent &tre utilisés a des concentrations faibles sans interférer avec la

régulation du Ca2+,
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- les 1nd1cateurs fluorescents sont sensibles aux variations de Ca2+ en
raison de la valeur de leur constante de dissociation assez 8levée (de 300-
400 nM) La constante de dissociation du fluo-3 est de 400 nM, ce qui

permet de mesurer des variations de la concentration intracellulaire en
calcium de 100 nM & 1 pM. La longueur d'onde d'excitation est de 488

S

Wr RN s,
nanometres, permettant dutlhser un laser a argon present dans le
cytometre de flux et de travailler sur population cellulaire.

P——r i

A-5-2-5) Mise au point du protocole - Les expériences sont
effectuées toujours a la méme heure : les animaux sont sacrifiés vers 9.
heures le matin. L'age ainsi que le poids sont choisis pour &tre le plus stable
possible, soit un 4ge de 5 semaines et un poids compris entre 200-250
grammes. Aprés anesthésie a I'halothane pendant 5 minutes, les animaux
sont tués par dislocation cervicale; puis la rate est prélevée et les cellules
sont détachées de la'poche par perfusion douce a l'aide d'une seringue dans
du RPMI a 37°C. Apres centrifugation des cellules, les globules rouges sont
éliminés par un rapide choc osmotique. Aprés deux lavages les cellules sont
resuspendues dans du milieu complet et mises &4 37°C pendant 1 heure.

Les cellules (10 ml a 106cellules/ml) sont ensuite incubées avec le fluo-3 (5
puM) pendant 30 minutes & 37°C. Tous les milieux utilisés sont gardés a

'37°C. Aprés un rapide lavage, les cellules sont reprises dans 1 ml (107

cellules/ml) et 450 pl sont déposées dans 4.5 ml de milieu contenant 5 pg/ml
de conA, ce tube 1 étant déja dans le bain circulant a 37°C; donc pour le
tube 1, le temps t=0 correspond & la mise en présence des cellules avec le
mitogéne. Puis, 1 minute plus tard, les autres 450 pl de cellules sont
déposés dans le second tube contenant également la ConA (qui sera I'exposé
ou le témoin, 1'ordre changant au cours des expériences), donc pour ce tube 2
le temps t=0 sera décalé d'une minute. Les 100 pul de cellules restantes ne
sont pas activées et servent de ligne de base pour la concentration de
calcium intracellulaire. Les cellules restent dans le bain circulant et sous
exposition pendant toute la durée de l'expérience. Les tubes utilisés pour
l'acquisition des cellules sont également conservés dans le bain. Un bécher
contenant de I'eau du bain a 37°C permettra de conserver le tube contenant
I'échantillon & analyser & cette température pendant l'acquisition. Le
protocole est mis au point pour que les cellules exposées ou témoins
subissent exactement le méme processus. Toutes les 2.5 minutes, un
échantillon de 300 pl est prélevé apres remise en suspension des cellules
par pipetage et cette opération est répétée pendant 30 minutes.
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Ala fin des prélévements, la température du milieu ou se trouve les cellules
restantes, soit 1.5 ml, est vérifiée pour les exposées et témoins.

Il a été possible, dans certaines expériences, d'avoir plusieurs conditions
avec des cellules provenant d'un méme animal. J'ai donc fait varier les
parametres physiques ou fait des expériences contrdles sur des cellules
sceurs; dans ces cas, la réponse 4 la conA est identique ainsi que la ligne de
base du fluo-3 avant activation.

A-6) Outils statistiques

Nous avons choisi le test non parameétrique U de Mann et Whitney,
car le nombre de souris utilisées par lot est faible (notamment inférieur a
30); de plus, il arrive souvent que la distribution des valeurs n'obéisse pas a
une loi normale, ce qui empéche l'utilisation d'un test paramétrique. Nous
avons également utilisé le test de Wilcoxon qui est comparable.



32
CHAPITRE 2

B) Résultats et Discussion

B-1) Effets de chamgs magnétiques intenses pulsés (120 mT)

in vwo

[T

Les champs utilisés sont tous pulsés a la fréquen e de 0,8 Hz. Cette

m»ém"

fréquence est I'une des frequences physmloglques basses que T'on retrouve au

e I A S i s

b etk

sein de certains organismes blologxques par exemple au mveau du battement
du ceeur. e

T

B-1-1) Etude de l'effet sur la croissance de tumeurs

B-1-1-1) Choix et description du modéle de tumeurs chimio-

induits - La plupart des modeles expérimentaux de tumeurs nécessitent
plusieurs injections de carcinogéne (Becci et al., 1981), et souvent
I'incidence de cancer est faible et ne peut étre déterminée avant le sacrifice
de I'animal, en dehors des cancers mammaires et de la peau (Moon and
Mehta, 1990). Cependant les premiéres observations d'Huggins et al. (1961)
ont montré que des tumeurs mammalres pouvalent etre 1ndu1tes chez des
rates Sprague-Dawley (SD) apres administration d'une seule ‘dose de
carcinogeéne, en l'occurrence, le DMBA En revanche, des rates de souche

Wistar, ne. developpalent Jamals de tumeurs (Hugg1ns ot al T1961). Le

DMBA devait étre administré aux rates SD agées de 50 a 60 jours si l'on
voulait obtenir l'apparition de tumeurs dans 100% des cas (Huggins et al.,
1961 ; Dao, 1962; Kerdelhué and E1 Abed, 1979).

Un modeéle expérimental de tumeurs chimié-induites, par une autre voie
d'injection et un autre carcinogéne, a été développé. Le choix s'est porté sur
ce modele de tumeurs chimio-induites chez la rate SD aprés injection en
sous cutanée de benzopyréne, un hydrocarbure aromatique polycyclique
hautement carcinogéne.

Dans les conditions expérimentales définies pour ce modele, injection sous
cutanée de 2 mg de benzopyréne, les animaux traités ont développé dans
100% des cas des tumeurs au niveau du site d'injection (cuisse) environ 100
a 120 jours aprés l'administration du benzopyréne (Faiderbe et al., 1992).

PR
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Les analyses histologiques ont révélé qu'il s'agissait de sarcomes & cellules

fusiformes présentant uﬂiiigut”grade de malignité (Analyses effectuées par
fe service d'Anatomo-Pathologique du Dr Trojani, Fondation Bergonié,
Bordeaux). Dans ce modele, on note une apparition précoce d'un taux
senque en autoanticorps anti-Phosphatidylinosito]-}jke" qui devient
significativement élevé par rapport aux contrdles dés 40 jours aprés
injection du carcinogéne et atteint un optimum bien avant le stade de
détection clinique des tumeurs (100-120 jours)

I ngﬂgﬁ(;’bg}}jn}io‘-induit chez les rates Sprague-Dawley
Notre étude s'est effectuée tout d'abord sur quelques rateg Sprague-Dawley.
Les tumeurs ont été induites par l'injection de benzopyréne, 100% des rates
ont formé des tumeurs qui sont apparues entre 100 et 120 jours apres
linjection, quand celle-ci a été faite & 1'dge de 55-60 jours . Le temps de
survie des animaux a été de 150 jours au maximum a Partir de l'injection du
benzopyréne, soit un temps de survie entre 20 et 30 jours a partir du
moment ou la tumeur est devenue décelable. Le développement des tumeurs
a été assez lent au départ, avant de s'accélérer a Partir d'un volume de 10
cm3 avec mort des animaux 8 jours plus tard. Ce sont nos collaborateurs du
laboratoire de M. Geffard & l'université de Bordeaux IT, qui ont fourni ces
données et décrit la mise au point de ce modale, Ils ont mis en évidence un
signal anti-Phosphatidyl Inositol (PI), quantifiables Par ELISA, (Faiderbe et
al 1992) qui permet de suivre la progression du développement tumoral. Le
taux d'auto-anticorps anti-phosphatidyl inositol augmente et atteint un
plateau 60 jours aprés l'injection de benzopyréne, soit avant toute -
prolifération tumorale.

Toutes les expériences avec les rates ont été faites sous champ magnétique
intense non uniforme, c'est a dire au dessus des bobines, 14 o le champ
;arle en chaque point de I'espace. Ce gradient spatial de L chaz;_lp,
Inhomogéne, est moins facile & caractériser au niveay physique,

mais des

contraintes pratiques nous l'ont imposé, en raison de la taille des rates. Les

animaux ont été exposés un maximum de temps compatible avec l'activité
du laboratoire,

Exposition des Iq détection de la tumeur - Rate N°1 .
tumeur, dans le cas de cette rate, s'est faite au 90&me
L'exposition a commencé dés la détection et jusqu'au 155

L'apparition de la
jour post-injection.
éme jour.
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Pendant toute cette période, il n'y a pas eu d'évolution de la tumeur, elle est
restée de petite taille. La rate a été ensuite laissée au repos (elle n'a plus été
confinée ni exposée). La tumeur est restée alors intacte pendant les 54 j jours

suivants, et c'est seulement aprés cette période qu'elle a commencé a se
developper, soit | le zogeme jour, et cette fois de fagon trés raplde la rate

b iarre 4 gt st e mg

i o V"

W e vttt st
l'apparition de la tumeur avec une perlode dexposmon de 65 JOIlI'S (la
fermeture du laboratoire pendant 1'été est la raison pour laquelle il yaeu
arrét de l'exposition). Il y a eu un effet, dans ce cas, qui a persisté malgré

' A G 1 42 ] 2.0 . 4
l'arrét de I'exposition pendant une période aussi longue que le temps expose.

Rate N°2 : Pour cette rate, 'apparition de la tumeur s'est située au 109eme
jour. Pendant I'exposition qui a suivi, le développement a été lent et la mort
est survenue au 173€me jour, s01t 64 jours de survie alors que la rate était

toujours exposée. On peut comparer cette durée a celle du temps de survie
moyen des animaux témoins qui dans cette série est de 33 jours = 7 sur 11
animaux. Les deux cas cités ci-dessus sont intéressants, car les durées de
vie semblent trés prolongées. Ces expériences isolées ne nous ont pas
permis de prouver 1 I efﬁcac1te du champ magnet1que utlhse elles nous ont
seuleggnt donné des pistes a ‘explorer.

La comparaison entre la rate 1 et la rate 2 a montré que dans le premier cas
le développement de la tumeur a commencé 19 jours avant la deuxieéme. La
tumeur qui s'est développée le plus rapidement semble donc avoir été plus
sensible au champ magnétique.

Exposition d'une rate présentant une tumeur de taille déja conséquente- Rate
N°3 : L'apparition de la tumeur a eu lieu au 1158me jour, celle-ci s'est
développée de facon analogue aux témoins, elle a atteint une taille de 25
cm3 en 10 jours. La rate portant la tumeur a été exposée le 1258me jour, il
n'y a pas eu alors de différence avec les rates témoins dans le cours du
développement, car elle est morte au 1408me jour, soit un temps de survie de

25 jours. Il semble cependant que la rate ait moms souffert, et elle est restee

P ot e ¢ e Y e T

racqle malgré la. taille importante de sa tumeur

Exposition couplée @ une injection d'anti-idiotype anti anti benzopyréne -
Rate N°4 : Un anticorps monoclonal anti-anti-benzopyréene conjugué a été
développé. 11 a été caractérisé comme étant image interne du benzopyrene
conjugué (Chagnaud et al., 1993a). Cet anticorps est appelé anticorps AIB1.

i
R
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Figure 12 : Durée de vie des rates Sprague-Dawley aprés apparition des tumeurs induites
par le benzopyréne. Traits en pointillé : période d'exposition, traits pleins périodes sans
exposition. Les fleches indiquent la mort des animaux.
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A ce titre il a capacité a se fixer au récepteur au benzopyréne, la protéine 4S
(Chagnaud, These de 1'Universite e Bordeaux II). Des rates SD agées de 50-
60 jours on été injectées en sous-cutanée au niveau de la cuisse avec des
doses de 3 mg d'anticorps (équivalent a 6,6 ug de benzopyréne). Lorsque
l'anticorps AIB1 est administré de maniere bi-hebdomadaire, a partir de 73
jours aprés traitement au benzopyréne, c'est-a-dire & un moment ou le

L.

signal anti-"Phosphatidylinositol-like" est optimum et ol aucune tumeur 4

r'est chnlquemgp_j;d‘decelable il entraine une chute de ce 51gna1
1mmunolog1que(21e 80%.. On constate chez les animaux traités un retard
dans lappantlon des tumeurs d'environ 30 jours, un ralentissement de la
croissance tumorale et une augmentation significative du temps de survie
(p = 0,004, log-rank test , Mantel-Cox; Chagnaud et al. 1993b).

L exp051t10n d'une rate au champ magnethue a été couplee a l'injection de

lantlcorps AIB1 des lappantlon de la tumeur, dans ce cas au 117eme jour.

L rate exposée est morte le 2 210eme Jour, soit un temps de survie de 93 ‘

Jours a comparer avec le temps de survie de 69 + 10 jours apres l'apparition
‘de la tumeur pour 5 animaux témoins: T injection” d'anti-idiotype (2
injections /semaines) anti- benzopyrene a donc ralenti le développement des
tumeurs et a augmenté le temps de survie des rates, l'exp‘ositign au champ

a amphﬁe l'effet dans ce cas.

Conclusion pour le modéle rate : voir Figure 12 - Les expos1t10ns a un champ

P i e S e o

magnétique intense ont ralenu le developpement des tumeurs ‘et ont
augmenté le temps de surv1e des rates. Cet effet dependralt de 1a penode ‘

d'8xposition, car si le developpement de la tumeur est trop avancé

e

I exposmon n a plus d'effet. Lorsque l'on a exposé la rate, des 1’ appantlon de

i oo
la tumeur, on a observé un ralentlssement et méme dans un des cas une

absence de developpement Ces effets ont semblé dependahts de la vitesse
d'apparition de la tumeur, et je reviendrai sur cet aspect dans la discussion
des modeles chimio-induits chez les rates et souris. L'addition aux champs
d\ﬁu}z traitement anti-idiotype a semblé provoquer-un-effet_encore plus
1mportant

Nous avons utilisé ce modele de rates uniquement a titre indicatif dans la
mesure ol, dans notre dispositif d'exposition, un seul animal pouvait étre
exposé a la fois. Au vu de ces résultats préliminaires intéressants, nous
avons développé ce modele de cancer chimio-induit chez la souris, car la
petite taille de ces animaux permettait d'exposer un nombre satisfaisant

pour une analyse statistique.
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volume des tumeurs en cm3

Figure 13a: Représentation linéaire du développement des tumeurs induites par le

benzopyréne chez les souris BALB/c. J=0 correspond au jour de détection des tumeurs.
Traits pleins : souris témoins, traits pointillés : souris exposées dés la détection des tumeurs.
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II) Cancer chimio-induit chez la souris - Lors de la mise en
route de ces expériences, le choix du sexe des souris s'est porté sur des
males, dans la mesure ol les expériences antérieures faites au laboratoire
avaient été pratiquées sur des animaux de ce sexe. L'exposition des
animaux s'est déroulée sous champ magnethue uniforme, champ homogéne

entre les deux bobines, dés que la tumeur a 6té palpable, et ce jusqu'a la
mort des animaux.

Dans toutes les figures, le Jwgonespond au jour de la détectlon cest a

i

dire quand la tumeur devient palpable

B

T

Exposition des souris BALB/c - Nous avions au départ, en
collaboration avec le Dr De Seze, adapté la dose de Benzopyréne a injecter
au poids des souris, d'ot une diminution de la dose d'un facteur 10 par
rapport a celle injectée aux rates. Dans une expérience préliminaire, nous
avons choisi les souris BALB/c comme modzle (injection des animaux a 6
semaines), lignée utilisée 4 1'époque au laboratoire. Cependant, seules 10%
des souris ont présenté des tumeurs : sur 50 souris ayant subi I'injection, 2
souris ont été exposées et les 3 autres utilisées comme témoins (Figure 13a).
La croissance des tumeurs a été trés nettement ralentie chez les animaux

Eaatallnd gt

exposes et le temps de survie trés augmentee ‘Les animaux exposés 6nt été
sacrifids au 458mej jour d'exposition en raison de contraintes techniques. Les
animaux témoins ont eu un temps de survie en moyenne de 25 JOU.I‘S celui
des souris exposees dépasse donc 45 jours (Figure 13b).

v

Exposition d'eé souris C3H -D'apres le producteur IFFA CREDO, la
souris C3H est une lignée qui se trouve prédisposée aux tumeurs induites
par le benzopyréne. Sur 78 souris qui ont subi lI'injection, 15 ont formé des
tumeurs, soit 20%. Les souris ont été prises au hasard et réparties en 2
groupes : 7 souris comme témoins et 8 souris exposées dés I'apparition de la
tumeur (Figure 14a). On observe un ralentissement de la croissance des
tumeurs uniquement durant les 25 premiers jours, puis il y a juxtaposition
des courbes des souris témoins et exposées.

.
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volumes des tumeurs (cm3)

Figur e 14a : Moyenne du développement des tumeurs induites par le benzopyréne chez
les souris C3H, avec les erreurs standards. Evolution jusqu'aux 25 premiers jours a partir de la
détection des tumeurs. Traits pleins : souris témoins, traits pointillés : souris exposées dés la
détection des tumeurs.

0,2 7
0,0 T T T —— T v T T T

0 5 10 15 20 25 30
jours

volume des tumeurs : exposées/témoins

Figur e 14b : Autre représentation classique mettant en évidence I'amplitude de l'effet. En
ordonnée, est représenté le rapport des volumes des tumeurs des 8 souris C3H exposées sur
celles des 7 souris témoins en fonction du temps avec les erreurs standards.
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Dans la Figure 14b, nous avons représenté les mémes résultats sous une autre
forme. D'apres les toxicologistes qui utilisent ce type de représentation, les
effets sont considérés comme intéressants lorsque le rapport du volume des
tumeurs des souris traitées sur le volume des tumeurs des souris témoins
est de I'ordre de 0,5; nous obtenons cet ordre de grandeur vers le 108™me jour
d'exposition. Le temps de survie des animaux ne présente pas de différence :
pour les souris témoins, elle est de 37 £ 9 jours, et de 35 + 7 jours pour les
souris exposées.

De fagon générale, au cours du vieillissement, les souris C3H développent
des tumeurs mammaires. Cette prédisposition pourrait étre en relation avec
une déficience des cellules du systéme immunitaire luttant contre le cancer.
Dans cette hypothése, on peut imaginer que les champs magnétiques ne .

seraient pas assez efficaces pour stimuler des cellules trop déficientes au
départ-Le systeme Immumtalre “lhgtténiszcuq{xtﬂre la multlphcatlon des cellules
cancéreuses ne serait plus efficace quand la tumeur attelnt un certamf
volumie, ihe “explication possible ‘de T'absence d'effet du champ magnethue"'

au bout de 25 jours.

Exposition des souris C57 Bl/6 - Cette lignée de souris a été utilisée
dans le deuxiéme modéle de cancer étudié, les tumeurs greffées du
mélanome B16. Ce modele est bien établi, trés utilisé et publié
antérieurement. Nous avons donc voulu utiliser la mé&me lignée pour le
modele de tumeurs chimio-induites. Etant donné que le produit injecté reste
concentré a I'endroit d'injection, 1a concentration de benzopyréne disponible
aux cellules environnantes est indépendante du poids de 1'animal. Il nous a
paru alors logique d'augmenter les doses de benzopyréne. Nous avons pour
cela conservé la méme dose que celle utilisée avec les rates et ainsi obtenu
50% de tumeurs développées sur 40 souris males. Les expériences avec les
rates exposées au champ magnétique non uniforme ont présenté des
résultats inexploitables pour l'analyse statistique, mais sont restées a titre
indicatif trés intéressantes.
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Figure 15a.: Survie des souris C57BI/6: le trait en gros pointillé représente les 8 souris

témoins, le trait pleln les 7 souris exposées au champ magnétique uniforme et le petlt pointiilé
les 7 souris exposées au champ non uniforme.
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Cela nous a incité a tester 1'évolution des tumeurs sous exposition a la fois

TR s e i

lot de souris. Un ralentissement du développement des tumeurs est observé,

les temps de survie sont allongés, voici les moyennes avec leur erreurs

aux champs magnétiques intenses non uniforme et uniforme sur un meéme
st 0 ‘ . Lok M o e .t

standards :
les témoins présentent un temps de survie de»’30 + 2 jours
les souris exposées au champ un}formedm4 jours p=0,034

les souris exposées au champ non uniforme:48 + 6:jours p=0,03 /1
v/
4

Les (p) sont déterminés d'apres le test statistique de Wilcoxon.
Si on regroupe les souris exposées en champs uniforme et non uniforme, le
temps de survie par rapport aux témoins est augmenté de 50% (voir la

représentation du temps de survie des animaux Figure 15a).

Les courbes individuelles de la croissance des tumeurs nous renseignent sur
les évolutions qui peuvent &tre différentes selon les individus. La croissance
sous forme exponentielle nous a amené a choisir 1'échelle des abscisses en
échelle logarithmique qui permet de mieux visualiser les courbes sans trop
de superpositior;x..nPour les 8 souris témoins, on a observé une évolution de la
croissance des tumeurs qui est assez groupée (voir la Figure 15b). Les courbes
de croissance des tumeurs des 7 souris exposées au champ magnétique
uniforme (Figure 15¢) ont montré 2 lots de souris réagissant différemment a
I'exposition au champ magnétique : en effet, il y a 2 souris qui ont présenté
un plus grand ralentissement durant les 25 premiers jours (carrés et
triangles pleins).
Ce phénomene est retrouvé chez les souris exposées au champ non
uniforme, Figure 15d, pour 2 souris également. La différence entre champ
uniforme et non uniforme n'est pas trés importante, il semble donc que
lt{lf()inntedu champ ne soit pas un paramétre déterminant.

B-1-1-2) Discussion - Les effets observés semblent varier en
fonction des lignées des souris. Les souris C3H forment des tumeurs de
facon spontanée, cette prédisposition génétique pourrait étre la raison de

1'effet tres ponctuel des champs .

e T
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Flgu re 15b : courbes individuelles de la croissance des tumeurs des 8 souris C57BUs,
témoins. T=0 est le jour de la détection des tumeurs.
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Flgure 15C : Les courbes de croissance des tumeurs individuelles des 7 souris C57Bl/6

exposées au champ magnétique uniforme.
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Figure 15d : Les courbes de croissance des tumeurs individuelles des 7 souris C57B1/6
exposées au champ magnétique non uniforme.
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L'effet observé chez la souris BALB/c n'est pas vraiment comparable avec
celui observé chez les autres souris, car les doses de benzopyréne ne sont
pas les mémes. Il faut noter que la souris C57Bl/6 appartient & une lignée
trés utilisée dans les études de vgﬁﬁssement et que les processus mis en
route au cours du vieillissement de cette hgnee sont différents de céux des
BALB/c. La prolifération des cellules tumorales est variable suivant la
lignée; en effet, elle est plus rapide pour les BALB/c que pour les C57Bl/6 et
encore plus que pour les C3H. Par. exemple au 25eme jour, on a un volume
de 10 cm3 chez les souris témoins BALB/c qm est de 5 cm3 chez les C57BU/6
et d”A cm3’ chez les CH3. L GMW g_uiygfﬁffjlggees
Un ‘effet plus 1mportant quand les cellules tumorales se developpent
rapldement est observé. Cela pourrait étre revelateur dune actlon dlrecte ’

"sur les cellules tumoraies le champ influencerai d' aui;ant plus. les. cellules se

N _trouyant d dans des etats d'activations intenses. Nous reviendrons sur cet
aspect dans la concl.us1on.

Les principaux inconvénients du modéle de tumeurs chimio-induites sont le
temps de latence d'environ 4 mois et la variabilité du moment d'apparition
de la tumeur. Nous n'avons donc pas pu utiliser ce modeéle pour faire varier
les conditions physiques afin de déterminer quels sont les parameétres
importants dans les effets observés.

Notre modéle de tumeurs chimio-induites par le benzopyréne chez la souris
présente d'autres imperfections. Le choix des animaux de sexe male est
critiquable, car les phénomeénes de stress et les réactions inflammatoires
post-traumatiques sont en fait plus porteurs d'artefacts que les
perturbations hormonales chez les femelles. En outre, il s'avére que le taux
d'apparition des tumeurs avec le benzopyréne chez les souris femelles est
de 100%, comme cela a été expérimenté par le Dr de Seze.

Il est connu que l'immunité des animaux est modifiée par l'injection d'une
substance cancérigéne, telle que le benzopyréne. Les mecamsmes
responsables de la surveillance 1mmunolog1que modifiés dans ce cas, ne
sont pas encore bien définis. Ces déficiences pourraient étre compensées par
lactlon du champ magnétique, mais ces effets ne sont pas assez importants

R

pour empecher l'apparition des tumeurs. Le ralentissement de la croissance
des tumeurs et l'augmentation du temps de survie sont des effets
intéressants et encourageants pour la poursuite dune étude ayant un

objectif d'applications médicales.
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Figure 16a : Moyenne du développement des tumeurs greffées du mélanome B16 chez
les souris C57BV/6, le trait en gros pointillé représente les 10 souris témoins, le trait plein les

souris exposées au champ magnétique uniforme et le petit pointillé les 10 souris exposées au
champ non uniforme, exposition avant Injection de la greffe.
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Figure 16b: Evolution des rapports des volumes des tumeurs des 10 souris C5781/6
exposées sur 10 souris témoins avec leurs erreurs standards. Des souris du méme lot sont
exposées soit au champ magnétique uniforme (trait plein), soit au champ non uniforme (trait
pointillé).
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Nous nous sommes ensuite intéressés a4 un autre type de tumeur qui
présente des caractéristiques trés différentes, en comparaison avec les
tumeurs chimio-induites, au niveau des processus cellulaires mis en route,
le modéle du mélanome B16; ce modele est trés utilisé en recherche dans
des domaines variés.

B-1-1-3) Tumeurs greffées : mélanome B16 - La greffe du

I

mélanome B16 est ir 1nteressante car l'incidence de la pﬁse de la greffe dans
dej@wdltlons d expenence est de 100%, ce qui permet d'avoir des

e Ty

groupes homogénes dansT appantlon des tumeurs et le temps de survie. Les

prrm——

melanocytes peuvent egalement étre cultivés in vitro dans la perspective

s A e N e S

d'e expenences de prohferatmn Cette hgnee cellulaire conservée sur I'animal

e e LM AT A A o fo i it

L o YRR _ SO

mutations fréquentes des hgnees en culture.”
Une exposmon trés longue ne nous a pas ‘semblé obligatoirement nécessaire

" SR

pour observer un effet des champs magnethues Un temps identique 2 celui

est étable, diminuant ainsi les probléemes de reproductlblhte liés aux

des exposxtlons des souris pour 1'étude de I'activité des cellules NK a été
choisi, soit une exposition de 5 jours pour toutes les expériences avec le
mélanome B16. Ce temps court d'exposition a été choisi pour pouvoir plus
aisément changer le moment de I'exposition par rapport 4 la greffe; en effet
nous avons choisi d'exposer les animaux avant 11nJect10n de la greﬁ'e Juste

. apres llnjectlon et enﬁn apres la prise de la greffe
* Nous avons expose Tles souris pendant 5 jours. Les souris sont palpées tous
‘les trois jours et leur tumeur mesurée. La précision de la mesure est

fonction de la taille des tumeurs : elle va de + 0,5 mm, quand la tumeur est
petite, 4 £ 2 mm, quand elle est plus grosse.
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ﬂac re 16c : Evolution des rapports avant l'injection avec erreurs standards. (8 souris

C57BL/6 témoins et 8 souris exposées)
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Figure 16d: Evolution des rapports dés I'injection de la greffe. (7 souris témoinsC57BL/6

et 7 souris exposées)
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Exposition avant linjection du mélanome avec variation du champ
L' exposition avant l'injection du mélanome nous permettait de savoir si les

champs magnethues pouvalent avoir une action sur la preparatlon du

systéme immunitaire des souris pour lutter contre les cellules cancereuses

s s b P s e e A e et

“1n_]ectees Une série d'expériences a été faite sur un méme lot de SOUNS en

exposant au champ non umforme et au champ uniforme. La Figure 16a

s = T

représente Ta moyenne du’ developpement des tumeurs greffées du
mélanome B16 chez les souris C57 Black. L'effet global sur la croissance des

tumeurs étant faible, nous avons choisi une autre représentation, soit
'évolution du rapport du volume tumoral des souris exposées sur celui des
souris témoins en fonction du temps (Figure 16b). Les premiers effets observés
a 7 jours correspondent & des volumes trés faibles, comme nous pouvons le
voir sur la figure précédente. Il parait donc difficile d'en tenir compte, car
les erreurs de mesures dépassent la précision des valeures entre les
différents animaux. On observe, 12 jours aprés la fin de 1'exposition et pour
les 2 groupes exposes une diminution ¢ Significative deé'30'a 50% du volume
des™ tumeurs "Cet effet est fugace- -puisque -les valeurs deviennent
progresswement identiques puis non significatives. Ensuite, les effets des
expos1t10ns s'inversent pour le champ non uniforme aux jours 19 et 21, alofs
que pour l'exposition au champ unifornie; la cr01ssance reste touJours un
peu ralentie jusqu' a la mort des animaux. Il n'y a pas de différence entre

exposées et témoins dans les temps de survie des animaux.

-3y Une deuxiéme expérience identique a été faite avec un nouveau lot de souris

|

\

pour une exposition en champ uniforme avant 11nJect10n du mélanome. Le
champ uniforme est c:hmsitﬁ= cg;mllpéui atre plus facilement caractérisé. La
Figure 16c montre une dlmlnutlon significative de la croissance des tumeurs,
de I'ordre de 50%, 15 jours apres |’ exposmon qui revient progressivement a
un effat nul. Cette diminution est 1nteressante mais non suffisante pour
entrainer un allongement du temps de survie des animaux. Cette deuxizme
série d' expenences confirme les résultats de la premiére.

Le ralentissement de la croissance tumorale observé 15 jours aprés le début

de l'exposition au champ magnétique uniforme semble reproductible,

cependant il est d'une efficacité ponctuelle et ne modifie pas les temps de ,/

survie des animaux.

3
¢
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aurait une interférence sur la prolifération tumorale 7
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Exposition dés l'injection du mélanome - Afin d'étudier l'action des
champs magnétiques directement lors de la prise de la greffe, nous avons

e e et VT PR St %

eXposé les animaux aussitot apres Tinjection du melanome (soit environ 30
minutes aprés l'injection). Seule une légére diminution, de l'ordre de 20%,
non significative, est observée 17 jours apres la fin de l'exposition (voir la
Figure 16c). Il n'y a pas de différence observée dans les temps de survie des

animaux.

Exposition aprés la prise de la greffe - L'exposition des animaux a ce
moment pouvait laisser espérer que les cellules de défense, se trouvant sur
le site et luttant contre la greffe, bénéficient des éventuels effets stimulants
du champ L expénence ne montre pas d effet 51gmﬁcat1f une augmentatlon

vvvvv

Cependant, 17 jours apres lexposmon on observe a nouveau ce leger

ralengﬁ@lent He Ia 9r01ssance (de lordre de 15%) chez les animaux

e;fn—c;ses qu1 pers1ste jusqu'a la mort. voir Figure 16e. Il n'y a ‘pas de différence

Ton plus dans les temps de survie des animaux.

B-1-1-4) Discussion - Les effets observés sont de faible amplitude.
La diminution de la croissance de tumeurs chez les animaux exposés semble
reproductible, mais reste passagere pulsqu ‘elle ne ‘persisté que quelques
jours:Cét éffet est observé dans tous les cas 15 jours environ apres
l'exposition. Est-ce un effet direct sur les cellules tumorales qui modifierait
partiellement leur prolifération ou un effet indirect sur d'autres cellules qu1

Le résultat le plus intéressant est une exposition avant l'injection des
tumeurs. Ce qui peut lalsser supposer d'une action du champ magnethue
sur la préparation de lorgamsme a lutter contNTé prohferatlon THassive
des cellules tumorales, peut-étre donc une prestlmulatlon des cellules

G WA AT 2V PR ST A e ety A e e

1uttant contre la tumeur._
Bien que le rdle des cellules NK envers les tumeurs solides soit assez flou, il
a été montré en revanche que la sensibilité a la cytotoxicité des cellules NK
envers les cellules des tumeurs greffées est dépendante du mode de
conservation de la lignée. En effet, les lignées conservées sur 'animal sont
souvent insensibles a la cytotoxicité des cellules NK (Kiessing et al., 1975).
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Des auteurs I'ont bien étudié dans le cas des mélanocytes B16 (Talmadge et
al., 1980). Cette lignée restée in vivo est insensible a l'activité NK.
Toutefois, un temps de culture suffisant lui fait acquérir la sensibilité a la
lyse des cellules NK (aprés environ 1 mois de culture). Le passage in vitro
de cette lignée augmente 'activité Natural Killer des animaux greffés, et
cela entraine un ralentissement de la croissance des tumeurs (réduction
d'un facteur 4 du volume des tumeurs). L'incidence des métastases
spontanées est également réduite avec les cellules tumorales B16 "passée”
in vitro.

' Dans nos expériences, la lignée B16 que nous avons utilisée a toujours été
conservée sur l'animal. L'activation des cellules NK par les mélanocytes
B16 "passées” en culture nous a semblé trop importante pour la coupler aux

! effets des champs magnétiques. Nous n'avons pas voulu prendre le risque

i que cette activation cache un éventuel effet du champ.
Le choix de ce type de tumeurs peu antigéniques est critiquable dans notre

e

/ contexte de travail. Une orientation vers d'autres types de tumeurs greffées

antigéniques permettra de mieux cerner une éventuelle action du systéme
immunitaire spécifique couplée aux champs magnétiques. Cette orientation
semble préférable, surtout au vu des résultats observés dans la littérature.

11 a été observé depuis longtemps des effets des champs sur différents types
de tumeurs greffées. Cros (1964) a testé des champs magnethues uniformes

" constants (qui ne varient pas dans1é temps d1ntens1te ‘de 0,4 T) sur des
sdenocarcinomes. Il a observé une augmentatlon du temps de surV1e des

animaux, celui-c¢i passant de 7230 JOU.I'S pour les souris exposées 7-10 JOIlI'S
avant la transplantatlon des cellules ‘tumorales. Batkin et collaborateurs
(1977) observent qu'avec un champ magnétique alternatif (60 Hz, 1,2 mT)
l'évolution de neuroblastomes implantés a des souris était dlfferente de
nt du developpement des tumeurs

celle des temoms 11 y a un ralentlss:'_ !
et une augmentatlon du nombre de cellules qui infiltrent la tumeur. Plus
récemrient, Omote et collaborateurs (1990) combinent champs magnethues
pulsés (200 Hz 4 mT) et medlcaments anti-tumoraux (la mitomycine C) sur
deux modeles de tumeurs greffées : KMT-17 qui sont des cellules trés
antigéniques et KDHS8 qui, elles, sont peu antigéniques. Le taux de survie
des animaux pour les témoins est de 0% dans les 2 types de tumeurs. Avec
le champ magnétique, le taux de survie est de 47% pour KMT-17 et de 8%

pour KDHS8. Quand les ‘auteurs associent au champ le medlcament ant1-

g

tumoral, les taux de survie sont alors respectlvement de 77 % et 18%.



51

Dans le but d'observer 31 le champ magnétique étudié pouvaJt av01r une

actlon sur le systeme 1mmumta1re, et ayant en outre des contacts avec une

équipe de blologlste ‘maitrisant bien le modéle NK chez la souris, nous avons
étudié cette activité apres 5 jours d'exposition.

B-1-2) Etude de l'effet sur 'activité Natural Killer

En collaboration avec une équipe de biologistes du laboratoire du Professeur

Deschaux a Limoges, il a été fait une étude de l'activité NK chez , des souris
BALB/c exposées aux champs magnétiques pulsés a 0.8 Hz pendant une
durée de 5 jours (10 heures/Jour)

Il faut noter que 1a mesure de l'activité NK des souris saines exposées in
vivo au champ magnétique se fait in vitro. L activité oncolythue des

cellules NK non stimulées, comme c'est le cas lors de la mesure in vitro,
peut étre sous-estimée en comparaison avec les cellules in vivo qui sont sous
stimulation continue par l'interleukine2, l'interféron et/ou d'autres
cytokines.

L'activité NK des cellules spléniques est testée chez les souris BALB/c
d'ages différents. Des résultats différents sont observés suivant I'dge des
souris et suivant l'intensité du champ magnethue Les résultats sont
décrits dans l'article smvant
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Effects of Time-Varying Uniform Magnetic
Fields on Natural Killer Cell Activity and
Antibody Response in Mice é;:"“j

R. de Seze, C. Bouthet, S. Tuffet, P. Deschaux, A. Caristan,
J.M. Moreau, and B. Veyret

Laboratoire de Bioélectromagnétisme de I'Ecole Pratique des Hautes Etudes,
Laboratoire PIOM, URA 1506 CNARS, ENSCPB, Université Bordeaux |, Talence
(S.T., A.C., JMM., B.V.), Laboratoire d'lmmuno- -Physiologie, Université de Limoges
(C.B., P.D.), and Service Central de Médecine Nucléaire, Centre Hospltaller Univer-
sitaire, Nimes (R.d.S.), France

Natural Killer cell activity and antibody response were studied in Balb/c mice which were
exposed in vivo to uniform pulsed magnetic fields (square-wave. 0.8 Hz, 120 mT maxi-
mum field strength. 0.1 s rise-time) for 5 days, 10 h/day. No effects were found in an-
tibody response to sheep red blood cell (SRBC) immunization as assayed by counting
the plaque-forming cells (PFC) in the spleens of animals on the sixth day. Following 5-
day exposures. the activity of Natural Killer (NK) cells was measured in vitro by chal-
lenge with YAC-1 cells. in experiments in which mice were not immunized. An increase
of NK cytotoxic activity due to exposure was found which depended on the age of the
mice (effect observed above 12 weeks) and on the strength of the applied field (effect
observecT“bove '50 mT) '©1993 Wiley-Liss. Inc.

R

Key words: in vivo exposure. plaque-forming cells. cytotoxic activity. square-wave magnetic
fields

INTRODUCTION

Effects of exposure to time-varying magnetic fields have been studied in the
last twenty.years. in a wide variety of biological systems. Most laboratory studies
ire concerned presentlv with effects produced by extremely low frequency (ELF)

3,;,\{lelds present in either electricity production and transmission (50 or 60 Hz. be-

ow 100 uT) or therapeutic applications (pulsed or sinusoidal. below l 000 Hz and
Below 10 mT). |
o Among the biological systems that are most sensitive to electromagnetic fields
are the neuroendocrine and immune systems. We began exploring effects on the

immune system by using two well- established immunological tests: measurements

Received for review August 5. 1992 revision received January 4, 1993,
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of antibody response to sheep red blood cells (SRBC) using the plaque-forming cells
techmque (PFC), and evaluation of Natural Killer (NK) cell activity. Since NK
cytotoxic activity is known to vary with the age of the animal, the effect of the field
was assayed on 6-, 12-, and 24-week-old mice.

Among the mechanisms hypothesized for bioeffects of time-varying magnetic
fields, the production and action of induced currents is a major one. Therefore, we
used high-intensity pulsed magnetic fields up to 120 mT. The frequency of 0.8 Hz
was chosen in the middle of the available range for the square-wave modulation.

MATERIALS AND METHODS
Animals

Male Balb/c mice (Iffa Credo, L’Arbresle, France, aged 6, 12, or 24 weeks)
were used in all experiments. Standard exposure conditions were as follows: ani-

mals (between 7 and 10 animals/run) were exposed for 5 days, 10 h/day (from 0800
to 1800). They were housed in a cylindrical plex1glas cage (16 cm diameter, 20 cm?/

‘animal) and received no food or water during exposure. The control group (between

7 and 10 animals/run) was placed in an identical cage without food and water, away
from the exposure system at a distance greater than 3 m, where the coils’ field peak-
strength was less than 50 uT. Following daily exposure, all animals were placed in
standard cages with food and water ad libitum. The temperature of the room was
controlled (22 £ 2 °C) but the humidity was not. During exposure, the temperature
inside the animal cage was monitored with an alcohol thermometer and never exceeded
room temperature by more than 2 °C while the difference was below 1 °C for the
control cage. The room where the animals were exposed and kept overnight was
set on a 14/10 h light/dark cycle. Noise level was similar for both groups of ani-
mals. Animals were sacrificed by cervical dislocation on the sixth day.
Preparation of Spleen Lymphocytes '

Spleens were removed aseptically and dissociated in RPMI-1640 medium
(Gibco. Glasgow, UK). Erythrocytes were lysed and. after three washes, cell num-
bers were adjusted in RPMI-1640 medium containing 10% heat-inactivated fetal
calf serum and 1% antibiotic solution (Gibco).

it o e e

Evaluation of the Antibody Response

SRBC immunization. In each run of the SRBC experiment, each of the 6-
week-old exposed and control mice was immunized i.p. immediately before expo-
sure. with 0.4 ml of SRBC (Institut Pasteur, Paris, 20% dilution in RPMI).

" Plaque-forming cell (PFC) assay. In each run, on the sixth day. the spleens
from exposed and control mice were collected and splemc cells were prepared and
diluted to 10°cells/ml in RPMI. To 600 ul of the cell suspension were added 75 W
of a 20% SRBC' suspension and 75 P-l of complement (C'. Biomérieux). The resultmo
mixturé was placed in a Cunningham chamber and mcubated at 37 °C for 30 min

[Cunningham and Szenberg, 1968]. The plaques were then counted and the num-

ber of plaque-forming cells (PFC) was calculated per 10° cells. In all experimental

L

runs. the PFC count was performed on the sixth day when the number of PFC is-

- Known to be close to 1ts maxnmum [Veyret etal., 1991].:
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Natural Killer Cell Activity

NK cell cytotoxic activity was measured by a SICr release assay using YAC-
1 cells, a Maloney virus-induced lymphoma, as target cells. Cultured YAC-1 cells
were labelled by incubating 5 x10° cells with 200 pCi 5'Cr (sodium chromate) for
1 h at 37 °C, and washed. Spleen lymphocytes were prepared and adjusted to 20
x 10° cells/ml. C\ytotoxicity”u‘/”é?nié’a“é‘ii'r'é"cimi'r‘imt’ri'plicate 200 pl samples at effector
to target (T/E) ratios from 17100'to [/25using 27X 10V YAC-TTargetcells. After 4
h of incubation at 37 °C, 100 pl aliquots of the supernatants were removed and ra-
dioactivity measured in a gamma counter. Spontaneous-release (SR) or total-release
(TR) counts in cpm were obtained by incubating Tabelled target cells in medium -
alone or with 3 M HCI respectively. :

NK activity was expressed as the ratio R:

R = (cpm - SR cpm)/(TR cpm — SR cpm).
Magnetic Field Exposure

. i e A PP
[T eha

A Plexiglas cage (cylindrical shape, vertical axis. 16 cm internal diameter. 7.5
cm internal height) containing the 10 exposed mice was placed between two air-
gap water-cooled coils placed in the Helmholtz position (16 cm inner diameter, 8
cm separation, vertical axis). The two coils, wired in parallel, had a resistance of
2.7.ohms. The intensity of the magnetic field was measured using a Hall-effect
saussmeter (F-W-B€l1 4048). The magnetic field was uniform within 5% in a range
of 6 ¢m around the coils’ axis and over thé 8¢ héight between coils. The maxi-
munrintersity that ¢ould be reached was 120 mT, corresponding to a 44 A current
produced by a solid-state power supply (Sodilec SDR TH'110-100).'A 0.8 Hz square-
wavesignal was.fed into this power supply in order to pulse-modulate its output.
The square-wave signal was produced by a standard signal generator (Enertec 4430).
Rise-time and fall-time of the magnetic field. measured with an oscilloscope, were
0.1 s (10=90%) which corresponds to a time-derivative of | T/s.

‘Statistical Analysis

Because of the small size of the samples. the Mann Whitney test was used in
the analysis of all runs.

RESULTS

SRBC Experiment

Field exposure. Seven exposure runs were performed at the laboratory in
Limoges at various field strengths with 6-week-old mice. Results of the PFC counts
are given in Table 1. None of the measured differences between exposed and control
groups is statistically significant.

Confinement. In order to see whether stress induced by confinement could
inhibit the effect of the field. three runs were performed in the two laboratories:
mice were placed under standard exposure conditions for 5 days with the magnetic
field off. The control group was placed in a standard cage with food and water. In
these three runs performed in two different laboratories (Table 2), there was no sta-

. tistically significant difference in PFC c,o;.r;r_l.[;;b;:l;w,c_eg;n,c.Q;n,fjmf:,c;i2 and control groupSis sy e
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TABLE 1. Change in PFC Number as a Function of Field Strength
(Units Are PFC Number x 10°Y10¢ Cells)

Field PFC
strength PFC_ .. PFC_, s exposed/control
(mT) mean *+ S.E.M.(n) mean = S.E.M.(n) ratio

10 42+4 (8) 52x3 (9) 1.24 NS
15 384 (9) 43+3 (8) 1.14 NS
30 503 (9) 49+ 2 (10) 0.99 NS
30 47 +4 (6) 463 (7) 0.98 NS
60 , 685 (9) 575 (8 0.84 NS
120 714 (7 908 (7) 1.27 NS
120 9211 (7 95+8 (8 1.02 NS

n. number of animals.

TABLE 2. Effect on PFC Change of Confining Animals
(Units Are PFC Number x 10-'/10¢ Cells)

PFC
PFC_ . PFC_ . . confined/control
mean = S.E.M. (n) mean = S.E.M. (n) ratio
82+ 7 (10) 89 £ 10 (10) 1.09 NS
7114 (5" 7412 (5 0.96 NS
83+ 10 (10) 82+ 10 (10) 0.99 NS

n, number of mice.
‘Run performed at the University of Limoges.
"Run performed at the University of Bordeaux.

NK Experiment

Dependence on the age of the animals. Two series of runs were performed under
the same exposure conditions (30 or 60 mT) with animals which were 6, 12, or 24 weeks
old at the start of exposure. Table 3 shows the dependence on the age of the absolute
NK activity and of its change due to exposure. NK activity was increased with re-
spect to controls when exposed animals were 12 or 24 weeks old at the start of expo-
sure. However, for 6-week-old animals. when NK activity is known to be at its maximum
[Kiessling et al., 19751, the increase was not statistically significant. This phenomenon
was observed at both field strengths as shown in Figure 1.

Dependence on field strength. The results of additional runs performed with
12 week-old mice are given in Table 4 where the absolute NK activity and its change
due to exposure are given as a function of magnetic field strength between 10 and
60 mT. There seems to be a threshold at 30 mT for the appearance of the effect.”
T Interlaboratory comparison. All runs in Table 4 had been carried out in the
laboratory in Limoges. When the apparatus was moved to the laboratory in Bor-
aEﬁU’x‘;" an additional run was performed there at 120 mT and compared to one that
had been performed in the laboratory in Limoges under the same conditions. The
results of the two runs are given'in Table 5. The stati v
is not as high as in the previous runs in which greater numbers of animals were used.

stical significance of these results
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Fig. 1. NK cell cytotoxic activity change as a function of the age of the mice for runs at 30 and 60 mT.
Average of the pooled cytotoxic data for the 3 T/E ratios for each run. Error bars correspond to stan-
dard errors.

The results of NK activity measurements performed in the two different laborato-
ries cannot be compared on an absolute scale because of inevitable slight differ-
ences in procedures for handling of animals, spleen cells. and target cells. However,
it can be seen in Table 5 that, within uncertainty, the amplitude of the effect is similar
in the two laboratories and equivalent to that measured at 60 mT.

TABLE 3. NK Experiment: Change of Activity as a Function of the Age of Mice
- (Runs Performed in Limoges)

Number
Field of Target/ Cytotoxicity change
strength  animals Age effector R, e cxponed exposed/control
(mT) exp/cont  (weeks) ratio + S.EM.(%) + S.EM. (%) ratio
30 8 exp/ 6 1/100 26.7£ 0.8 © 288 0.5 1.08 NS
8 cont 1/50 26.6 0.9 28.1 %05 1.05 NS
1/25 23.7+0.6 259 =0.8 1.09 NS
30¢ 15exp/ 12 1/100 220x1.5 306 1.4 1.39 P <.005
16 cont 1/50 19.0 £ 2.3 258 *£26 1.36 P < .05
1/25 17.4%£22 19.6 = 1.8 1.13 NS
30 6 exp/ 24 17100 9.7+0.9 146 =09 1.51 P <.005
7 cont 1/50 78+ 1.0 1ty =12 1.52 P <.05
1/25 5.5%+0.9 8.9 = 1.1 1.62 P < .05
60 9exp/ 6 17100 318+ 3.5 364 = 1.8 1.14 NS
9 cont 1/50 0415 367 £13 1.17 P < .05
1/25 290+ 1.6 328 = 1.1 1.13 NS
60 10 exp / 12 1/100 19.1 £ 1.5 25.0 £ 1.0 1.31 P <.05
10 cont 1/50 16.7+2.3 255 £25 1.52 P <.05
1/25 16.3£0.9 21.6 = 1.0 1.32 P < .0l
60 Sexp/ 24 17100 8.2+ 1.0 13.1 £0.7 1.59 P < .01
8 cont 1/50 7.2+£05 10.6 0.9 148 P < .05
1/25 5.5+0.6 7.7 +0.9 1.38 NS

“ "R = (sample cpm - spontaneous release cpm)/(Total release cpm — spontaneous release cpm). .10

“*Average of two runs: - - : R
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TABLE 4. NK Experiment: Change of Activity as a Function of Magnetic Field Strength
(12 Week-0Old Mice)*

Cytotoxicity
Field Number of Target/ change
strength animals effector S L S, exposed exposed/control
(mT) exp/cont ratio + S.EM (%) + S.E.M (%) ratio
1/100 18.1+2.8 21.3+6.8 1.18 NS
10 16 exp / 1/50 17.9+ 39 19.4£5.0 1.08 NS
17 cont 1/25 124+ 24 12.7 £ 3.8 1.02 NS
1/100 23.4£4.0 244 +35 1.04 NS
15 16 exp / 1/50 18.5 £ 3.9 16.6 £2.6 0.90 NS
18 cont 1/25 10.8 £ 2.5 11.2£3.5 1.03 NS
1/100 22.0+6.0 30.6 £5.6 1.39 P <.005
30 15 exp/ 1/50 19.0 £9.3 25.8+10.1 1.36 P<.05
16 cont 1125 17.4 £ 8.7 19.6 £ 6.9 1.13 NS
1/100 19.1 £ 4.1 24.5+£8.6 1.29 P <.005
60 19 exp / 1{50 16.7+ 7.4 24.0+6.3 144 P < .01
19 cont 1/25 16.3 £ 2.6 21.6 + 3.1 1.32 P < .0l

*At each field strength, average of the results of two runs performed at the University of Limoges. R
= (sample cpm — spontaneous release cpm)/(Total release cpm — spontaneous release cpm).

DISCUSSION

Antibody Response
In previous work, we had shown effects on the antibody responses in 6-week-

e ]

old mice of pulsed low-power microwaves (9.4 GHz. 1 ps pulses, 1, 000 pps, am-
plltude modulated at 1041 MHz, 30 pW/cm?2 average incident power) [Veyret et

4l 19917, The anubody response of mice is known to be fully effective at 6 weeks.

Thereafter, there is no great variation of the humoral response w1th age. Usmo the

TABLE 5. NK Experiment: Change of Activity Induced by a 120 mT Magnetic Field
(12-Week-0ld Mice)

Number of Cytotoxicity change
animals Target / Effector ontral R ponea exposed/control
exp/cont ratio + S.EM (%) + S.EM (%) ratio
17100 24.1 £5.1 385+ 8.0 1.60 P<.0l
9exp/ 1/50 21.9+47 288+ 11.0 1.32 NS
7 cont* 1725 19.0 £ 3.7 263+ 9.7 1.38 NS

average of pooled
results: 1.4 + 0.4

1/100 17.5+ 3.5 224+39 1. 28 NS
10 exp / 1750 11.6 £ 6.6 15.6 £9.3 1.34 NS
10 cont” 1725 8.0x59 10.1 £ 6.8 1.26 NS

average of pooled
results: 1.3+ 0.3

“Experiment performed at the University of Limoges.. .-

"Experiment performed at the University of Bordeaux. - . A
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same biological model, we now demonstrate that there is no significant change in
antibody response caused by exposure to a particular type of pulsed magnetic field.

- Moreover, confining the animals had no discernable effect on antibody response

to SRBC, which could have biased the effect of the fields.
NK Activity

There have been a few published results on effects of time-varying magnetic
fields on Natural Kgller cell (NK) activity. Malter et al. [1987] exposed rats to 2or
50 Hz pulsed fields (26.2 and 13.5 mT, respectively) for 8 days, and they observed
SAncreate i iumber and/or Activity of NK cells from the liver of the rats but not
from their spleen. McLean et al. [1991] also performed exposures of mice to mag-

netic fields (60 Hz, 2 mT) and examined the effects of the field on NK activity in

i s AL €I

s;;leen and blood of mice injected with a carcinogen. They found no difference
between field-exposed and shari-exposed animals but observed a decrease in NK
cytotoxic activity due to field exposure when a tumor promoter had been added.
Natural Killer cells are kiiown to play a role in timor control [Wright and Stacey,
19917 and we have recently observed that our specific pulsed fields can elicit a
decrease of the rate 'of tumor growth in animals [Tuffet et al., 1993]. '
-~ The present results show a major increase of NK activity of spleen cells of

Balb/C mice that have been exposed for 50 h. This increase is globally significant and

occurs above a threshold of 30 mT. There seems to be a plateau of the amplitude of
ihe effectUp 1o 120 mT. The effect is observed only when.the activity of NK cells has
started to normally decrease with the age of the animals (after 6 weeks). It then can
be ‘brought up to the original maximum level measured at 6 weeks. It is not yet pos-
sible to state whether the biological response to the field has reached saturation or the
physical interaction has reached its maximum. In these experiments the value of
dB/dt is independent of the intensity of the field. -

The biological mechanism for this effect can only be speculated at: either the number
of NK cells is increased following exposure or the individual activity of the cells is,
ificreased. Experiments are being planned to determine which mechanism is predominant.
Further work will be performed to determine earlier events triggering an increase in
NK activity (e.g.. increase in interleukin II production).

The effect cannot be explained by overheating of the animals since temperature
at the site of exposure was at most 2 °C above room temperature and since an increase
in body temperature of the mice would lead to a decrease of NK activity [Johnston et
al.. 1986). This increase in NK activity was observed in two different laboratories using
the same biological model and apparatus.

CONCLUSIONS

No effect of a pulsed magnetic tield was found on antibody response in mice.
In contrast, an increase in NK cell cytotoxic activity was found within the
test exposure conditions which leads to the suggestion that such type of exposure
could be of some help in tumor control. This is being explored in separate experi-
ments in which tumor bearing mice are exposed to the same pulsed magnetic field.

s

Preliminary invivo results po

- -such-as-NK. -

§ point towards an effect of the fields on tumor growth,
and these effects are consistent with an increase of the activity of anti-tumor cells.
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B-1-2-1) Réplication des expériences faites & Limoges - Les
détails de la mesure du test de I'activité NK, activité anti-tumorale, sont
décrits dans matériels et méthodes. La reproduction de cette expérience a
été faite dans notre laboratoire dans les mémes conditions. Les
augmentations ont été retrouvées dans notre expérience (voir Figure 17a). La
réponse, variable suivant chaque souris, entraine des erreurs standards
importantes, rendant I'analyse statistique non significative.
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Flgure 17a: Réplication d'expériences faites initialement a Limoges : Pourcentage de lyse
des cellules Natural Killer en fonction des différentes dilutions, cellules cibles/celiules
effectrices, avec les erreurs standards. Traits pleins 10 souris Balb/C témoins, traits pointillés
10 souris exposées au champ magnétique pulsé (0,8 Hz) intense (120 mT).

Un champ magnétique de méme intensité, mais cette fois constant, a été
testé avec exactement le méme protocole. Le résultat de la Figure 17b montre
I'absence d'effet du champ constant sur l'activité NK,
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Figure 17b: 10 souris BALB/c sont exposées au champ magnétique constant de 60 mTet
10 souris témoins

B-1-2-2) Etude sur une autre lignée de souris - Suite a
l'exposition des souris C3H de 12 semaines, pendant 5 fois 10 heures au
champ magnétique, on observe une augmentation de l'activité NK en
moyenne de 25% (Figure 18).
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F|gure 18 . Pourcentage de lyse des cellules Natural Killer en fonction des différentes
dilutions, cellules cibles sur cellules effectrices, avec les erreurs standards. Les traits pleins
sont les 10 souris C3H témoins, les traits pointillés les 10 souris exposées au champ
magnétique intense. .
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Cette forte augmentation de I'activité peut-&tre due soit & une augmentation
du nombre des cellules NK, soit & une augmentation de leur activité. Les
deux hypothéses existent, et une fagon de les tester c'est de mesurer le
nombre de cellules en cytométrie de flux. Or, on observe d'aprés la Figure 18
que l'effet est & peu prés le méme quelle que soit la dilution des cellules
cibles sur cellules effectrices. On pourrait alors suggérer qu'il s'agit d'une
augmentation de la proportion de cellules NK dans la suspension splénique.

Wright et Stacey (1991) étudient l'activité.NK chez plusieurs lignées de
souris et observent une nette différence dans cette activité : I'activité NK

e e

des sourls C3H est b1en supeneure a. celle*des .souris B603F1 qu1 est

'activité des BALB/c Nous avons conﬁrme ces d"Tferences entre-C8H &t
BALBfc-daris 16 pourcentage de lyse. Les souris BALB/c ont une activité NK
qui n'est pas trés importante, puisque le pourcentage de lyse est autour de
20% dans le meilleur des cas (au 1/100), alors qu'il passe a 50% pour les
C3H.

B-1-2-3) Discussion - 1l faut savoir que les agents capables
de stimuler dans cette proportion l'activité anti-tumorale des cellules NK
testée in vitro sont assez rares (nous ne parlons pas bien siir des autres
fonctions des cellules NK qui, elles, peuvent étre stimulées dans de
nombreuses occasions). L'age des animaux est un paramétre trés important
pour observer l'effet du champ magnétique. Il est connu ‘maintenant que les

réponses immunitaires varient beaucoup chez la souris en fonction de l'age

(Guillaumin et al 1983) et ceci dans des intervalles de temps trés courts
(quelques semaines). L1nten51te des reponses est & son optlmum en général

vers 6-8 semalnes moment de la maturation 1mmunolog1que Pendant cette

penode la synthese d antlcorps et 1a réponse aux mltogenes par exemple,
sont & leur maximum. Dans l'article de de Seze et al 1993, on note des
différences du pourcentage de lyse des cellules NK chez les souris BALB/c
en fonction de 1'age : on passe de 25-30% chez les souris de 6 semaines a 15-
20% chez les souris de 12 semaines et 10% environ chez les souris de 24
semaines. Or, T effet du champ magnétique est observé surtout a 12
semaines, quand la réponse commence donc a decr01tre
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Ceci est en accord avec la tendance observée par les autres équipes
travaillant dans ce domaine de recherche, soit un effet plus 1mportant des

e e 0y e s e

champs magnétiques_quand le systéme b1olog1que ciblé n'est pas a son

AN 4 o b st e e

mammum

T'étude de l'effet du champ magnétique faite par nos collegues & Limoges

montre une augmentation significative au dessus d'un certain seuil
d'intensité du champ : 30 mT, avec un plateau 4 120 mT (voir de Seze et al.,
1993). -

Des expériences complémentaires sont nécessaires pour savoir s'il s'agit
bien d'une augmentation du nombre de cellules NK. On peut envisager en
cytométrie de flux d'utiliser un antlcorps, dirigé conitre des antigéries
speclﬁques des cellules NEK, qu1 nous permettralt de quantlf" ier et

d= approfondlr le mécanisine de I'effet observé. e

e bt s o e e e

D'autres travaux tirés ée la littérature font état d'effets sur ces cellules.

Malter et collaborateurs (1987) montrent une augmentation de l'activité NK

des cellules hepathues chez le rat, d'un facteur 2, apres exposmon pendant -
8 jours (1 heure/jour) a des champs magnétiques pulsés a2 et 50 Hz et

d'intensité de 13 et 26 mT. "
Mc Lean et collaborateurs (1991) s'intéressent également a l'activité NK
splénique et périphérique. Dans leur étude, ils nobservent pas d'effet du
champ sinusosidal 4 60 Hz 2 mT sur cette activité. Neanmoins 1ls observent
une diminution de lact1v1te NK due aux champs quand un 1n1t1ateur de
tumeur chumque le dlmethyl-benzanthracene (DMBA) a ete aJoute B

1‘%‘1}1’1{125 et collaborateurs ( (1993) étudient aussi lact1v1te NK splemque
chez le rat aprés exposition au champ magnethue sinusoidal 'de"60Hz :
+38% a 200 T, +55% & a 2000 uT Ces augmentations sont dii Hishie ordre de
grandeur, voire un peu supeneures a nos résultats, mais dans leur cas, les
auteurs exposent les animaux beaucoup plus longtemps (20 heures/Jour

pendant 4-5 semaines). Les auteurs utilisent un dB/dt (c'est & dire un, tem s

de’ mo;;,tee du. champ) analogue au notre, de 'ordre de 1 T/s mais existant
N e s —~— —

pendant chaque altemance a 60 Hz. B

e e et SV Y

o =
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B-2) Effets de champs magnétiques in vitro

Nous avons montré le ralentissement de la croissance des tumeurs in vivo.
Nous avons voulu expérimenter s'il s'agissait d'une action directe sur les
cellules tumorales par 1'étude de leur prolifération en culture in vitro.

B-2-1) Etude des effets du champ magnétique intense
(M) lors d'une exposition de longue durée

B-2-1-1) Prolifération de lignée tumorale - L'effet du champ
magnétique intense a été testé sur la lignée cellulaire HeLa. Nous avons
choisi d'exposer les cellules pendant un cycle, de 16 heures. La population

étant asynchrone, les différentes phases du cy'c’lzﬂcellulaire sont
représentées. Dans la mesure ot 1'on ne savait pas s'il y avait une phase du
cycle plus sensible & un éventuel effet du champ, j'ai travaillé avec une
population asynchrone ot toutes les phasés du cycle sont représentées. La
synchronisation €st pﬁdséi"’bié“,”iﬁéig“eiﬁle implique 1'adjonction dé substances
chimiques qui perturbent biochimiquement les cellules. Rajouter cette
sélection a l'effet des champs nous a semblé trop artificiel.

Nous avons commencé nos expériences dans des boites de culture de cellules
hermétiques de 25 em?2 qui permettaient I'immersion dans le systéme de
régulation thermique a circulation d'eau (voir matériels et méthodes).
Cependant ces boites avaient linconvénient de limiter le nombre
d'échantillons pour chaque expérience. Nous avons donc amélioré notre
systeme de régulation thermique afin de pouvoir utiliser les plaques de
culture, ce qui a permis d'augmenter le nombre de points, de faire varier la
concentration cellulaire de départ et également de tester la prolifération a
des moments différents par rapport a l'exposition.

Le systeme de régulation thermique a été rigoureusement mis au point pour
permettre une prolifération identique a celle des cellules résidant dans
l'étuve. Des expériences contrdles ont été faites, sans exposition, pour tester
la prolifération cellulaire dans notre appareillage : l'article suivant présente
les résultats :
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Effects of a strong pulsed magnetic field on
the proliferation of tumour cells in viiro

S. Tuffet, R. de Seze, J.-M. Moreau and B. Veyret
Laboratoire PIOM, ENSCPB, Université Bordeaux I, 33405 Talence Cedex

(France)

ABSTRACT

The effect of a pulsed magnetic field was studied on proliferation of HeLa cells in
culture. The uniform magnetic field was pulsed (square-wave, 0.8 Hz). Its intensity was
0.18 T at the maximum. HeLa cells were cultured in either flasks or multiple well micro
mitﬁ an initial concentration of 105 celV/ml. Exposure to the field led to a 15 %

decrease of cell proliferation measured 24 h fOHQWiQ g exposure.

INTRODUCTION

Effects of time-varying magnetic fields have been studied in the last
twenty years on a wide variety of biological systems. At the present time,
most of the laboratory studies concern the effects produced by ELF fields
present in either electricity production and transport (50 or 60 Hz, below
100 pT), or therapeutic applications (pulsed or sinusoidal, below 1000 Hz
and below 100 mT). T ’ ' ‘

Some studies of the effects of static magnetic fields on cell proliferation
are reported indicating that fields of sufficiently high intensity can affect
the growth of tumour cells. Halpern and Greene [1] found no effect on
proliferation of exposed HeL# ¢élls to 0.12 T for up to 7 days. But Mulay and
Mulay [2] reported that exposing Sarcoma 37 cells to 0.4 T leads to a
complete degeneration of the exposed cells. More recently, Xiao-yun Zhang.
et al. [3] observed a marked decrease of proliferation of HeLa cells exposed
to 0.40r0.6T. '

Our work deals with the use of square-shaped magnetic fields at low_
frequencies (a few Hz) and intensities in the range of 0.1 and 0.2 T, of the
same order of magnetitude as the one described above. In a preliminary
work we have demonstrated in vivo that this type of exposure can affect the
activity of Natural Killer cells (Bouthet [4] and De Seze [5])and the growth
of chemically-induced or grafted tumours in mice [6].

In this paper, we describe results obtained in vitro on the proliferation of
HeLa cells under exposure to _such pulsed magnetic fields. These
experiments were performed as a first step in an attempt to correlate effects
on_tumours in_animals-and on tumour cells in culture, using the same
‘exposure conditions.

—
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EXPERIMENTAL

Cells and culture medium

Human cell lines were maintained in standard growth medi (RPMI-1640)
containing 10% inactivated fetal calf serum, 2 mM glutamine, 1% hepes, 1%
penicillin/streptomycin (Gibco).

HeLa cells (ATCC CCL2 2.2) in culture are adherent cells. Cells were
stnpped from the growth surface with a solution of 0,05% trypsin and 0.01%
EDTA in Hank's balanced salt solution at 36°C for Tﬁ‘n“ﬁ’They were then
Susperded in the growth medium describéd above and cultured at 36°C.
Since our aim was to examine the effects of magnetic field exposure on cell
proliferation only, cells were left in the incubator for 4 hours before
exposure in order to avoid affecting the attachment and spreading
processes.The viability of control and exposed cells was assayed by trypan-
blue-dye exclusion.

.-

Experimental conditions

Cells were cultured in sterile 25 cm?2 flasks or in 24-well micro culture
plates (NUNC). They were suspended in culture medium at a density of 105
cells/ml in standard experiments described below (10 ml/flask or 0.8
ml/well). This density was optimized after preliminary experiments were
carried out to find the conditions of maximum sensitivity to the magnetic
field.

Culture flasks were placed in temperature-controlled water-baths
maintained at 36.0 + 0.2°C during the 16 hours exposures. One of the
water-baths was placed in the magnetic field, the other at a location where
stray fields from the coils fell below 10 uT. In some experiments, culture
flasks were housed in gas-tight plastic containers placed inside mini-
incubators. Temperature control of these incubators was achieved by
circulating water from cryo-thermostats (Huber Ministat, temperature
stability of 36.00£0.02°C) through an outer wall.

‘In all experiments with micro culture plates, mini-incubators were used.
The plastic gas-tight containers housing the plates were sterile and water
saturated. Use of multi-well plates allowed the exposure of various cell

samples under the same magnetic field conditions. The mlm-mcubator....

containing the exposed plate was placed between the magnetic . coﬂs -while
the control plate was placed inside a second identical plastic contamer in a
standard incubator mamtamed at 36°C. . '

Colorimetric MTT (tetrazolium) assay

The standard colorimetric method of Mosmann [7] was used to determine
the concentration of cells: MTT (3-(4,5dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium
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Fig. 1: Calibration curve of optical density vs. cell concentration.

o

bromide (Sigma) was dissolved in PBS at 5 mg/ml and sterilized by
filtration. Following 20 or 40 h of culture, 1 ml of the MTT solution was
added to each flask, or 80 pl of the MTT solution per 800 pl medium in each
well (i.e. 10% v/v). Flasks or plates were then incubated at 36°C for 8 h and
10 ml of 20 % SDS-0.01 N HCI per flask, or 800 ul per well were added to
dissolve the dark blue crystals (modified method by Tada [8]). The resulting
mixture was incubated overnight at 36°C. The absorbances at 570 nm were
then measured by spectrophotometry, the reference wavelength being
630 nm. Calibration curves were obtained, giving the optical density at
570 nm as a function of the concentration of viable cells measured using
trypan-blue-dye exclusion (Fig 1). The accuracy on each concentration
measurement was estimated at 2 % for both flask and plate culture
conditions.

Four hours after plating, cells were allowed to grow in the magnetic field
or under control conditions for 16 h, then assayed for proliferation,
immediately or after 20 h of further incubation (Fig 2). The proliferation
was measured by MTT colorimetric assay.

Exposure apparatus

The magnetic field was generated between two air-gap water-cooled
coils placed in the Helmoltz position (16 cm inner diameter, 8 cm
separation, vertical Fig. 3). The two coils, wired in parallel, had a resistance

of 2.7 ohms.

incubator

plating

exposure incubator  MTT assay

Yrzza >
0 4 20 40 48 time
(hours)

Fig. 2 : Time sequence of cell culture and exposure in a standard
experiment.
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Fig. 3 : Schematic of the exposure set-up.
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The intensity of the magnetic field was measured using a Hall-effect
gaussmeter (F.W. Bell 4048). In the plane “where the samples were
positioned, at the center of the coils, the field was uniform within 5% in a
range of 6 cm around the coils axis. The maximum intensity that could be
reached was 0.18 T corresponding to a 160 A current produced by a solid-
state power supply (Sodilec SDR TH 40-250). A square-wave signal was
sent to this power supply in order to pulse-modulate its output. The square-
wave signal was produced by a standard signal generator (Enertec 4430).
Rise-time and fall-time of the magnetic field current were 0.2 s (10-90%).
The time-profile of the magnetic field is depicted in Fig. 4. The maximum

frequency which could be reached without attenuating the upper level was

1.6 Hz.
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. Fig. 4 : Time profile of the magnetic field intensity.
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Statistical method

Students “t” test, of common use in many statistical studies is often
misused since in order to be applicable two hypotheses must be satisfied :
_the variate being measured must have a normal distribution in the parent
population,

_the variances of the two samples being compared are assumed to be equal.

If these hypotheses are not satisfied, then one cannot use the test. Not
knowing whether we were in the condition of application of the “t” test we
preferred to use the test of Mann and Whitney which is a non-parametric
test i.e it is not necessary that the above two hypotheses be true and for
which we have a large experience in oyr studies (9--11): . . . .
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PROCEDURE
Expression of cell proliferation

The change in the cell concentration was expressed as:

R =100 x ([exposed}-[control])/([control}-{control],)
[control]l, being the initial cell concentration, the others bracketed
quantities, the cell concentration after proliferation.

Determination of the most opportune time for the colorimetric test

Proliferation of the cells was first assayed at the end of 16 h expasure, by

introducing MTT at the start in order to test the effect of the exposure on

the colorimetric assay. No difference was observed between exposed and .
control populations (R = 0).R was also closed to zero when MTT was

introduced just after exposure and the colorimetric test. performed during

the following 8 hours. A kinetic study of the amplitude of the population

difference between exposed and control showed that the largest amplitude

of the effect was observed 24 h after exposure and that the effect

disappeared 72 h after exposure (Fig 2). '

Sham-exposures

Control experiments were performed with sham-exposed cultures placed
in the exposure apparatus with the field off. Results of nine such
independent experiments are given in Table 1. These experiments were
done at regular intervals among standard experiments described below. The
mean value of the amplitude R of the effect was —1.1+ 5.7 %. Using data
from the six experiments for which [control] < 2.8 x 105 cell/ml (justified
below), the mean value of R was 0.8 +5.4 %.

TABLE 1 v
Results of control experiments under standard conditions without exposure

mean R+SD=-1.1+5.7

date container thermostat control sham-exposed

WB-MI cell conc cell conc R

© 109 cel/ml 105 cellV/ml

3/91 F WB 2.82+0.06 2.9210.06 5
6/91 F WB 3.12+0,06 3.11+0.06 -4
9/91 F WB 3.40+0.07 3.27+0.07 -5
10/91 F WB 2.62+0.05 2.6010.05 -1
10/91 F WB 2.75+0.06 2.7010.05 -3
11/91 F WB 3.40+ 0.07 3.25+ 0.07 -6
11/91 P MI 2.101+0.02 2.1510.04 4
2/92 P MI - 2.1240,02 2.2010.02 7
2/92 P MI 2.07+0.02 1.9940.02 -7

N : numbers in the first column refer to a chronological order; F: flask; P: micro culture plate;

WB: water-bath; MI: mini-incubator; R = 100 x ([sham-exposed]-[control])/([control}
[controlly) ; . :
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Effect of temperature on cell cultures

In all of the standard experiments, cells were exposed at a constant
temperature of 36°C in either water-baths or mini-incubators. In view of the
importance of the temperature stability for proper cell cultures, the effect of
small variations of temperature on the result of sham-exposures was.
assessed. The temperature of the sham-exposed cells was varied between 35
atid-88°C~ while that of the controls was kept at 36°C . An increas€ of
temperature leads to an increase in cell proliferation as shown in figure 5.

20

10 A

-10 T T v T T T v T T
34 35 36 37 38 39
temperature °C

Fig. 5 : Effect of temperature variations on sham-exposed cultures: average
of the results of two experiments at each temperature.

Standard experiments

In view of the preliminary results, standard conditions were chosen for a
series of experiments to assess the effects of pulsed magnetic fields on the
proliferation of HeLa cells: -the initial concentration of both exposed an
control cells ([control],) was 1 x 105 cell/ml,

-cells were exposed for 16 hours from 18:00 to 10:00 next morning,

-the colorimetric assay was started 20 hours later to measure the
concentration of cell (Fig.1),

-the frequency of pulses was 0.8 Hz, in the middle range of the
apparatus, and the intensity of the field was 0.18 T.
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TABLE 2
Results of standard experiments
date container thermostat control exposed
WB-MI cell cone. cell conc. R
1095 cell/ml 109 cell/ml
3/91 F WB 2.80+0.06 2.30+0.05 -28
4/91 F WB 2.20+0.05 2.00+0.04 -17
5/91 F WB 2.52+0.05 2.25+0.05 -18
5/91 F WB 3.35+0.07 3.00+0.06 -15
6/91 F WB 3.00+0.06 2.77+0.06 -12
6/91 F WB 2.97+0.06 2.77+0.06 -10
7/91 F WB 3.77+0.08 3.77+0.08 0
7/91 F WB 3.85+0.08 3.85+0.08 0
9/91 P MI 2.60+0.05 2.37+0.05 -14
9/91 F MI © 2.92+0.06 2.904+0.06 -1
9/91 P MI 2.22+0.04 2.301+0.05 -6
10/91 P . MI 3.35+0.07 3.4010.07 2
10/91 P " MI 2.60+0.05 2.224+0.04 -24
11/91 F MI 2.05+0.04 -1.871+0.04 -17
11/91 P MI 2.37+0.05 2.42140.05 4
11/91 P MI 2.87+0.06 2.87+0.06 0
11/91 P MI 2.20+0.04 1.92+0.04 -23
11/91 P MI 2.5010.05 2.05+0.04 -30
11/91 P MI 2.72+0.06 2.40140.05 -18
11/91 P MI 2.02+0.04 1.92+0.04 -10
12/91 P MI 2.00+0.04 1.87+0.04 -13
12/91 P MI 1.87+0.04 1.72+0.04 -17
12/91 P MI 2.70+0.06 2.30+0.04 -23
12/91 P MI 1.92+0.04 1.85+0.04 -8
12/91 P MI 2.32+0.05 2.02+0.04 -23

N : numbers in the first column refer to a chronological order; F: flask; P: micro culture
plate; :

WB: water-bath; MI: mini-incubator; R = 100 x ([exposed]-[control])/([controll-
[controllp)

RESULTS

In 5% of the experiments and for some uncontrolled reasons, there was
no proliferation of either control or exposed cells (data not included in Table
2). In these cases, there was no difference between exposed and control cell
concentrations after exposure.

In standard experiments in which cells did normally multiply, exposure to
the magnetic field led to a decrease in proliferation (Table 2). The average
value of R was —13 % (N.S., 25 experiments). The large spread in the
values of [control] indicates that the status of the cells varied greatly
between experiments. In order to consider more homogeneous populations,
values of [control] smaller than the middle of the concentration range (2.87

x 10% cell/ml) were selected and the average of R thus became equal to -15 %
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Fig. 6 : Amplitude R of the effect as a function of [control] and of the nature of the
container and thermostat.F: flask; P: micro culture plate; WB: water-bath;MI: mini-
incubator; R = 100 x ([exposed}-[control])/([control]-[control]e)

(P < 0.05, Mann-Whitney, 17 experiments), indicating that the large rates of
proliferation correspond to weaker effects of the fields (average value of R
for the 8 rejected experiments = —4.5 %, N.S.) (Fig 6).

Dependence on initial cell concentration

Since the rate of proliferation depends upon the initial concentration,
experiments were performed for different values of [controll,. Results of
these experiments are given in Fig. 7 which shows that indeed the
amplitude of the effect is large for values of [control]o above 0.75 x 105
cell/ml.
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[control] cell/mlx 10
Fig. 7 : Amplitude R of the effect of the field vs [control]p, R = 100 x
([exposed]—{control])/([control}-[control]lo) . - . _




DISCUSSION

Proliferation studies using HeLa cells are not facile because of the large
vanablhty in rate of growth from one experiment.to.another. Moreover, in
any given experiment it is difficult to affect the rate of growth of the cells.
Indeed these cells are not very sensitive to the composition of the culture
medium or the state of confluence. They are not very sensitive either to
changes in temperature, and it should be noted that any failire of the
temperatire ¢ontrol of olir apparatus would have led to an increase of
temperature of the cell cultures which would have caused an increase in cell
proliferation, the opposite of the effect reported here.

Slnce the effect of the pulsed magnetic field does not seem to depend upon
the §ize of the cultiire coritainer, it is likely that ionic currents produced by
the tithe-varying magnetic fields are not the main cause behind the effect.
However, according to the literature quoted in the introduction, static
magnetic fields with intensities below 0.4 T do not seem to elicit the type of
change in HeLa proliferation that is described in this paper using pulsed
fields. Further expenments ‘will 'be needéd using static and time-varying
fields to resolve thisissue and increase the amplitude of the effect.

In our experimental condition there is an optimum time, at around 24 h
post exposure, for the observation of the effect following a 16 h exposure
Thiswoiild indicate that only a small proportion of the cell populatlon in a
given phase of the cell cyclé is affécted by thie field: Thé effect can then be
observed only after non-affected célls had time to multiply in the incubator.

It would be more interesting to determine the effect of longer exposures.
Preliminary expenments in this direction (40 hour exposure) seems to show
that the effect is indeed cumulative, but further Work is needed to confirm
th15 result.

~"Tt'is noteworthy that when cells are in a survival state, there is no effect
of the field. The question of whether the field affects a particular.phase. of
the ¢ell cycle must be adressed and we shall use the flow-cytometry
technique on. non-adherent U937 cells for that purpose.
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Expérience témoins exposées |temps de | (exp-te)/
A (0.8 Hz) +D.S. +pg | Culture | te
(heures
)
1 : Incorporation | 48300+5000 | 48600+7000 24 0% NS
de Thymidine
2 : Test 2,5105£0,2 | 2,7 105+0,2 48 +8% NS
colorimétrique
MTT .
3 : Incorporation | 89000+£12000 | 83000%¥10000 48 -T% NS
| _de Thymidine : v
Tableau 19a : influence de la composante électrique induite par le champ magnétique de
0.8 Hz, 180 mT sur la prolifération des cellules Hel.a; 8 points par test.
Expérience . témoins + exposées + | temps de | (exp-te) /
B (5 Hz) . D.S D.S culture te
(heures)
1:Test MTT 2,2 105+0,4 2,4 105+0,3 24 +4% NS
2: Test MTT 4,3 105+0,5 4,5 105+0,5 48 +5% NS
3 : Incorporation | 97000+£17000 | 93000+19000 48 -5% NS
de Thymidine

Tableau 19b iniluence de la composante électrique induit
5 Hz, 180 mT sur la prolifération des cellules Hel a; 8 points par

test

e par le champ magnétique de

Expérience Témoins + | exposées * |temps de | (exp-te)/
C (60 Hz) D.S D.S culture te
| _ 1 (heures) |
1:Test MTT 2,2 105+0,3 2,3 109+0,4 24 +4% NS
2 :Test MTT 5,6 105+0,4 5,4105+0,5 48 -4% NS
3 : Test MTT 6,8 105+0,4 | 5,8 105+0,6 48 -14% NS
4: Test MTT 4,6 105+0,3 | 4,5 105+0,¢é 48 -2% NS
5:Test MTT 5 105+0,6 5,2 10510,2 48 +4% NS
6: Incorporation | 91000£15000 | 88000+£14000 48 -3% NS
de Thymidine

Tableau 19c¢ influence de la composante électrique induite par le champ magnétique

sinoidal a 60 HZ; 8 points

par test.
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La prolifération des cellules au cours des différentes expénmentahons varie

e e o £ 0 i e S R B Ve S22 s

beaucoup lorsque lon travalile avec des hgnees cellulalres “L'effet du

ralentlssement de la prohferatlon des cellules exposées a ce champ, vane

AN & s b

avec la vitesse de la prohferatlon 81 cette demlere est rapide, il n'y a pas
d'effet du champ, de méme que lorsqu il y a peu ou pas de prohferatlon
L'effet se trouve donc dans un intervalle de concentration cellulalre qui
correspond a unemmﬁ( ive des cellules Ceci est en -
accord avec Ies eﬁ‘eﬂodmes des champs observes en général

D'autres auteurs ont utilisé les cellules HeLa pour tester la prolifération
cellulaire sous champ magnétique. Zhang et Zhang (1991) observent une
diminution des cellules exposées aux champs constants de 0”4 "é"t 0 6 T.
Récemmerit Yamaguchi et collaborateurs’ (1993) n'observent aucun effet sur
I'influx de Rb+ (analogue de K+) dans les cellules HeLa, avec un champ
constant de 0,5-1,7 T. Par contre, ayec un champ 1nterrmtent de 0, 07 1 7T,

ilg o observent une mhlbltlon de cet influx. Ils émettent I' hypothese que “cette
1nhlb1t10n serait due 4 une augmentation des charges negatlves a la surface

des cellules

Nous sommes partis de 1'hypothése que le champ électrique induit par le
champ magnétique n'agirait que peu ou pas dans l'effet observé. Nous
n'avons donc pas hésité a changer le systéme de régulation de température
afin de pouvoir utiliser des plaques de culture a la place des boites. Le
diamétre des puits des plaques de culture étant beaucoup plus petit, en
comparaison avec celui des boites, les courants électriques induits sont plus
faibles pour les puits. Les résultats ne présentent pas de différences
apparentes entre les puits et les boites de culture. ' | |

Au cours d'un séjour dans un laboratoire américain (laboratoire dirigé par
Stephen F. Cleary Physiology department, Medical college of Virginia,
Richmond), il m'a été possible de tester l'effet de la composante électrique
(O 2 pA/cm2 dans des impulsions b1pola1res de 0,1 s a 0,8 Hz) sur la
prohferatlon des cellules HeLa. Ce laboratoire étant agréé pour l'utilisation
des radioéléments, j'ai utilisé deux tests pour quantifier la prolifération :
l'incorporation de thymldme_tmtlee et le test colorimétrique MTT. Les
résultats sont résumés dans le Tableau 19a : il semble qu'il n'y ait pas d'effet
de la composante électrique que ce soit tout de suite apres l'exposition, 24
heures aprés l'exposition, ou a 48 heures de culture. J'ai testé dans les
mémes conditions une autre fréguence du champ d'exposition : 5 Hz, (Tableau

19b) il n'existe pas non plus d'effet statlsthuement s1gmﬁcat1f
S——— R e . L
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Expérience | concentration | concentraion | concentration | (exp-te)
D cellulaire de |cellulaire chez| cellulaire chez
. départ/ml |les témoins/ml| exposées/ml / te
temps de
culture T=0 apres le temps | aprés le temps
de culture de culture
24 5104 1,1105+0,05 1105+£0,07 |-9%NS
48 5104 3,7 105+ 0,09 2,9105%+0,1 -25%
p=0
24 5104 1,4 105+0,1 1,310°+0,09 | -7% NS
48 5104 4,06 105+ 0,15 | 3,44 105+0,12 -17%
| e ————————— — — Li
48 1105 5,76 105+0,2 | 5,24 105+0,15 -11%
p <0,01
24 1105 3,25 10°+ 0,05 | 3,3 105+0,08 ONS
48 1105 9,5 105+ 0,21 9105+0,1 -5% NS

Tableau 19d : les”éxpériences sont montrées dans l'ordre chronologique. Dans tous les cas les
mélanocytes B16 sont exposées pendant 16 heures. la prolifération est quantifié par le test
MTT et le résultat est converti en concentration de cellules par comparaison avec une courbe
étalon. Il y a 10 puits par conditions. Test statistique Mann et Whitney.
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11 faut toutefois rester prudent, car le nombre d'expériences est faible. De
plus, bien qu'il s'agisse de la méme lignée HeLa, le nombre de passages des
cellules étant différent de celui des cellules utilisées a Bordeaux, on ne peut
pas étre véritablement sar que 1'oxi 68t én présence de “¢éllules ayant les
mémes caractéristiques. Mon laboratoire d'accueil aux USA était intéressé
par l'effet du champ électrique de Tenvironnement, jai donc testé dans les
imémes conditions le champ s1nu301dal 560 Hz avec une densité de courant

e s

de 100 pLA/cm2 (Tableau 19¢); il semble se produire une légére diminution qui

reste cependant non significative.

Quelques expériences ont été effectuées a Bordeaux avec le méme champ
magnétique (0,8 Hz, 180 mT) sur une lignée differente : les mélanocytes
Bis preleves desT"’meurs portees par les souris C57 Bl/6 Le Tableau 19d
montre les résultats obtenus. On n'observe trés peu d' effet immédiatement
apres lexposmon (en “dessous de 10%). Par contre 24 heures apres
I expOS1t10n soit 48 heures de culture, il y a une diminution de la
prohferatlon plus importante-(soit’ 15% en moyenne), de l'ordre de celle
observée pour les cellules Hela. Au cours de ces expériences, la prolifération
des cellules s'accélere, une accelération probablement due au nombre de
passages qui augmente. Quand les cellules proliferent trés vite l'effet du
chiamp magnétique diminue. Il faut remarquer que lorsqiie les-cellules
proviennent de tumeurs fraiches, la culture peut étre contaminée par des
ﬁbroblastes ces derniers peuvent s adapter aux conditions de culture in
vitro et aux cours de passages succe531fs devemr maJontaJres par rapport
aux melanocytes Cette éventuelle presence de cellules normales peut etre
source dartefacts, donc il faut rester prudent; cependant nous avons
observé le méme type d'effet avec la lignée des mélanocytes B16 qu'avec la
lignée des cellules HeLa, quand les cellules se multlphent trés vite, soit un
cycle tous les 5-6 heures au lieu d'un cycle toutes les 16 beures
habituellement, leffet du champ disparait. Cette 1nﬁfg;c;en de la
prohferatlon dans les divisions qui suivent l'exposition, comparé aux effets
plus mineurs immédiatement apres l'exposition nous ameéne & poser les
questions suivantes :

Faut-il un certain nombre de d1v151ons pour observer l'effet ? Ou alors,
l'arrét du champ serait-il essentiel pour observer 1 effef [

L'effet étant observable umquement dans une vitesse de prolifération
cellulaire, il semble peu probable qu'il faille un certain nombre de divisions
pour l'observer. Nous n'avons pas pu tester la deuxiéme hypotheése. .
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Des auteurs se sont intéressés a des effets de champs intermittents sur les
cellules HeLa. Les japonais (Yamaguch1 et al.,, 1993) observent une
1nh1b1t10n de lmﬂux de K+ sur les cellules HeLa ils suggerent que cela

ESSE SO g -

cellules. Smith et ses collaborateuls (1991) montrent eux aussi une
augmentation des charges négatives a la surface de la hgnee tumorale U937'
suite a 'exposition d'un champ magnétique pulsé de 0, 6 mT .

ir T

Ces observations seraient-elles faites uniquement dans le cas de lignées
tumorales ? ou ¢ est un effet plus generale sur toutes les cellules ?

b ORI~ A T

Apres avoir observé une action du champ magnétique que nous étudions sur
les cellules tumorales sous certaines conditions de prolifération nous avons
voulu étudier 1'effet de ce champ sur les cellules du systéme 1mmun1ta1re
aﬁn de savoir si ces effets étaient dépendants du type de cellules exposées.

B-2-1-2) Etude des effets sur les lymphocytes - L'effet du
méme champ magnétique, soit 180 mT a été étudié sur des cellules
normales. Le choix s'est porté(sur les cellules du systéme immunitaire : les
lymphocytes spléniques des souris C57BL/6. Ces cellules de la rate,
constituées de différentes sous-populations de lymphocytes, sont a 90% au
repos, et sont donc activables en présence de substances mitogénes. Nous
avons utilisé le mitogene le plus courant : la Concanavaline A (ConA).
L'action de ce mitogéne est différente selon qu ils 'agit des lymphocytes T ou
des lymphocytes B. En effet, la Con A entraine les 1ymphocytes T dans des
pr‘ggessus d’activation et aboutit a la division, donc a une prolifération de
ces cellules. Par contre, pour les lymphocytes B, la ConA n ‘entraine pas de
prohferatlon bien qu'elle entraine ces cellules dans ‘des processus
d’ actlvatlon (Hawrylowicz 1984). En fait, la Con A condult 1es 1ymphocytes
B dans un état trans1t01re entre 1'état de repos (Go) et 1a premlere étape

d actwatlon (Gl) o
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Effet sur l'activation - Lorque I'on expose les lymphocytes spléniques, juste
aprés avoir ajouté la ConA, pendant 24 heures, on peut observer l'effet sur
les processus d'activation. Nous avons choisi cette durée car elle correspond

a la durée du cycle des lymphocytes. o

U .__...-._w.-... teatimes e e,

Le test MTT permet de savoir si 'activation est plus ou moins importante.

(Dt i b ot e
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Ef “effet la transformatlon en formazan se fait par des enzymes

o s

deshydrogenases m1tochondr1ales qu1 reﬂetent e degre H actlvatlon
cell’ﬁfalre (v01r ‘matériels et méthodes pour les détails de ce test).

o

La variation de la concentration en mitogéne (ConA) permet de moduler
l'activation. On a alors une plus grande probablhté de se trouver dans des

e s+ e

conditions susceptibles d'étre senS1bles aux. champs Les figures 21a et 20b ...

montrent, pour chacune des souris, T actlvatlon a différente concentration de
ConA. On note qu'a 24 heures, I'activation est maximale & la concentration
de 5 pg/ml on travaille donc dans ce cas avec des cellules en
hyperactivation; & 1 pg/ml, on a une activation plus modérée. Il n'y a aucun

effet du champ observé au bout de 24 heures _quelque smt le degré

e e e oot o e

d actlvatlon.

400
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200 1
100 T T T T T T T T v T .
0 1 2 3 4 5 6

Concentration de ConA en ug/ml

Figure 20a : Traits pointillé : souris C57BL/6 témoins, trait pleins : souris exposées
pendant 24 heures (100 mT, 0,8 Hz), test de prolifération MTT aussitot aprés. 10 puits par
conditions, Souris S1.
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Figure 20b :Méme expérience, méme condition; Souris C57BL/6 S2

Effets sur la prolifération : Si les cellules sont exposées pendant les 24
premiéres heures et le test de prolifération effectué 24 heures apres, s01t a
48 heures de culture, on peut prétendre observer 'effet du champ sur la

e ke s e .

prohferatlon des lymphocytes Les lymphocytes se sont divisés et

commencent leur deuxidme cycle cellulalre La transformation du MTT en
formazan étant liée au nombre de cellules on aura ainsi une densité
opthue representatlve du nombre de cellules qui sont en cours de division.

180
160 -
140 -

120

DOx1000

100

12

concentration de ConA en ug/ml

Flgure 20¢ Exposition (100 mT, 0,8 Hz) pendant 24 heures, test MTT 24 heures aprés soit
a 48 heures de culture. Souris C57BL/6 S1

P
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Les figures 20c, 20d, 20e, 20f, 20g, 20h ne montrent aucune différence entre la
prohferatlon des lymphocytes exposés et celle desErﬂ&Bg baﬁf différentes
souris a plu51eurs concentrations de ConA. On note que la concentration
optimale pour la prolifération se situe entre 0,6 et 2,5 pg/ml suivant les
animaux, que la concentration suboptlmale est & 0,6 pg/ml et la
concentration supraoptimale & 5 et '10 ug/ml Donc, quelque smt la
concentration dé mitogéne, il n'y a aucun effet de ce champ sur la

prohferatlon des lymphocy’tes

180 7

160 -

DOx1000

12

concentration de ConA en ug/ml
Figure 20d : Mémes conditions, méme expérience, souri sSC57BL/6 S2
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Figure 20e : Mémes conditions, méme expérience, souris C57BL/6 S3
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Nouvelle expérience avec des conditions identiques sur 3 souris
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Figure 20f : souris C57BL/6 S4
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Figure 20g: Souris C57BL/6 S5
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Figure 20h: souris C57BL/6 S6
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B-2-2) Etude des effets du champ magnétique faible
de 5mT pendant une exposition courte
(30.minutes) sur la réponse, calcique

Dans les lymphocytes comme dans toutes les cellules, le fonctionnement au
repos ex1ge le maintien d'une concentration du calcium cytosolique a un
niveau trés bas (0,1 uM) et les cellules depehsent “de lenergle pour
maintenir cette concentration. La regulatlon du niveau de calcmm dans le
cytoplasme est un element fondamental pour le maintien des fonctlons
‘celluTalres Laugmentatlon du calcium 1ntracytoplasm1que est utilisée
comme 51gnal dans de nombreuses fonctions blologlques

La fixation de Con A sur les lymphocytes entralne 1'activation de ces
" derniers qui est suivie par laugmentatlon de la concentratlon ‘de calcium
1ntracel_1g1a1re C est le-résultat d' abord dun relargage de calclum
proveriémt de compartiments internes. Nous n'avons pas eu la pos31b111té
technique d'étudier ce phénomene car il est trop rapide pour que l'on puisse
I'étudier en cytométrie de flux. Aprés cette augmentation de -calcium

e S

provenant de compartlments internes, sult une augmentatlon de la
concentration de calcium due a I entree masswe ‘de calcium ‘extracellulaire
dans la cellule, et ¢ 'est ce processus qu1 nous a intéressé. L'étude de cefte
augm'e;t"a.tion de calcium sous exposition, fait 1'objet de ce chapitre.
Durant 1'été 1993 en collaboration avec nos collégues américains (D. Lyle et
M. Swicord) du groupe de Bioélectromagnétisme de la FDA (Food and Drug
- Administration) & Rockville aux USA, nous avons eu l'occasion de
développer ce sujet, ayant des compétenoes complémentaires des ndtres et
les équipements nécessaires pour reproduire des expériences identiques.
J'ai travaillé dans ce laboratoire durant 1'été 1993.

La misfau point du protocole permetant de suivre l'angmentation- du

calc1um des lymphocytes en temps réel par cytométrie en flux, sulte a

Ay T

# simam i

laddltlon d'activateur, a été faite dans des conditions ngoureuses Les
premleres expenences ont été faites a Rockville. Nos collégues américains
utilisant le rat comme modele, dans ce cadre collaboratif, j'ai également
utilisé cet animal comme source de cellules.

Ces expériences ont été ensulte reprodultes a Bordeaux durant l'automne

1993. o
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figure 21a: Les lymphocytes chargés en fluo-3 sont transférés d'un bain  25°¢ 4 37° : 10

minutes aprés, il y a déja un décalage de la courbe vers la droite, 1 heure aprés ce phénomeéne
est encore plus accentué. Il y a donc un influx de calcium vers lintérieur de la cellule qui
entraine une augmentation.du.signal fluo-3. T R
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figure 212’ : Cette fois les lymphocytes sont dans un milieu sans calcium, ce phénoméne
n'est pas retrouve : donc cette variation dans le signal fluo-3 observé dans la figure 21a dépend
bien de I'influx du calicum vers la cellule.
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figure 21b : Les lymphocytes chargés en fluo-3 sont transférés d'un bain de 37° & 25°:
10 minutes aprés, il n'y a pas de changement, 1 heure aprés il y a un décalage de la courbe
vers la gauche.. Il y a donc un efflux de calcium vers I'extéreiur de la cellule qui entraine une
diminution du signal flie=a=———""""" ~ e 00D : ; copetis uns
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figure 21b" : Cette fois les lymphocytes sont dans un milieu'sans calcium, ce phénomene’

A =

n'est pas retrouvé : donc cette variation dans le signal fluo-3 observé dans la figlire 21b dépend =« ~ - < 7 *

bien de I'efflux du calcium. S
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B-2-2-1) Controle de la température- Le contrdle de la
température est trés important dans ce type d'expériences; les écarts de
température modifiedes flux calciques des lymphocytes. Le maintien de la
température est d'autant plus délicat que l'acquisition des cellules au
cytometre demande quelques secondes. Nous avons préférer travailler a la
température physiologique de 37°C malgré les problemes que posent le
maintien des cellules a cette température. La mise au point a montré que
des variations de température entrainaient des mouvements de calcium a

PR
G

travers la membrane, ceci indépendamment de T'activation, d'ou la nécessité

de travailler toujours a 37°C sans variation dé tetipérature au cours’ de
J'sxpérience. Le passage de 37°C & 25°C entraine une sortie de calcium de la

s e i AL i DUSPRUUDPIRPNSRS.

cellule, et vice et versa, le, passage de 25 a4 37°C entraine une rentrée de
caleium qui ne se fait pas si les cellules sont placées dans du milieu sans”

[ i

calcium, voir figures 21a et 21b. A la suite de ces observations, nous avons
f2iTen sorte que les lymphocytes ne subissent aucune fluctuation de
température pendant l'expérience, pour gviter les artefacts.

La plupart des expérimentateurs mesurent la concentration de calcium
intracellulaire en utilisant le fluo-3.(1, uM) a 25°C (V andenberghe et al
1990), pour éviter stirement les écarts de température et les problemes de la
stabilité du fluo-3 qui au bout d'un moment a tendance a sortir des cellules.
Cette stabilité du fluo-3 a été étudiée et il se trouve qu'elle dépend de sa
concentration. Aprés une étude de différentes concentrations de fluo-3, j'ai
pu constater qu'a 37°C, le fluo-3 a la concentration de 5 pM est stable dans

P

le temps. En effet, le taux de cellules qui perd le colorant est de 3% 2 la
concentration de 5 pM. Ce pourcentage est stable pendant 30 minutes,
ensuite la proportioﬁméugmente progressivement. Cette concentration
initiale est donc satisfaisante car nous avions choisi d'étudier le calcium
pendant les premieres 30 minutes de l'activation des lymphocytes, moment
le plus intéressant pbuli étudier ces phénomenes. de flux calciques.

B-2-2-2) Concentration du mitogéne - Le choix de la con-
centration de I'activateur, ici la ConA, s'est fait en fonction de l'activité d'un
lot mais aussi en fonction de la réponse des cellules a ce lot de mitogene.

A une concentration élevée de ConA (20 pg/rhl), correspond un pourcentage
de cellules activées important, mais a long termé, c'est a dire 24 heures ou
48 heures apres, il y a un taux de mortalité cellulaire élevé. Une
concentration trop faible de ConA, (1 pg/ml'j correspohd’li‘fii)'c’)ui'ceritage de

cellules trop faible pour permettre l'analyse en cytométrie.
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Le choix s'est donc fait sur les concentrations de 5 pg/ml et parfois 10 pg/ml
qui ne produisent pas de toxicité a long terme et qui activent un nombre
suffisant de cellules spléniques. Le pourcentage de cellules activées par la
ConA en fonction des rats se situe entre 8-18%. J'ai utilisé le méme lot de

s o e

ConA pour les expériences faites 4 Rockville puis & Bordeaux.

B-2-2-3 ) Calibration

Apres prélévement des lymphocytes, ceux-ci sont incubées dans du milieu
complet pendant au moins une heure a 37°C. Ce temps de repos apres
prélévement semble important pour avoir une activation trés reproductible
des cellules; §ans ce temps de repos, les cellules ne répondent pas toujours
de fagon systématique ou ont une réponse réduite.

Une fois l'acquisition des cellules faite par cytométrie en flux, celles-ci sont
analysée a l'aide d'oytils informatiques. La concentration de calcium
intracellulaire libre est visualisée par sa fixation au fluo-3 en excés (figure
292). Plus il y a de calcium libre plus l'intensité de fluorescence est élevée. La
représentation sous forme d'histogramme de fluorescence nous montre la
courbe obtenue des lymphocytes avant et aprés activation par la ConA.

[Ca2+]i (uM)
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FIGURE 22 : analyse de cytométrie en flux. Les traits pleins sont le nombre de lymphocytes au
temps t=0 en fonction de lintensité de fluorescence du fluo-3. Les traits en pointillés
représentent les lymphocytes aprés activation a la ConA au temps de 20 minutes (temps pris
comme exemple).
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Les lymphocytes incubés avec le fluo-3 permettent de définir la ligne de

base : correspondant au temps ¢=0 visualisé sur la figure en traits pleins. Il

y a deux populations différentes de lymphocytes : - au premier pic, les

lymphocytes sont & une concentration de calcium intracellulaire basse (0,1

uM) qui représente les cellules au repos;- au deuxiéme pic on trouve des

lymphocytes ayant une concentration de calcium intracellulaire plus élevée,

cellules qui ont été préalablement activées in vivo. Cette derniére

population augmente aprés adjonction de ConA (courbe en traits pointillés),

c'est & cette population que nous nous intéressons dans cette étude et que

nos appelons lymphocytes activés. La soustraction entre les deux courbes :

(lyiﬁpﬁécytes activés) — (ligne de base) c'est a dire (lymphocytes au temps

t)- — (lymphocytes au temps t= 0). nous 1nd1que ainsi le pourcentage de
lymphocytes activés par la ConA. Ces pourcentages sont ensuite representés

en fonction du temps.

Les intensités de fluorescence données directement sur les histogrammes
sont calibrées suivant la méthode décrite par Hesketh et al (1985). Les
lymphocytes sont traités avec un ionophore (la ionomycine). Aprés quelques
minutes, tous les lymphocytes présentent une fluorescence trés élevée
1nd1quant une rentrée massive du caléiuim: Puls ‘I'adjonction de MnClg
deplace le calcium du fluo-3, ramenant ainsi la courbe a gauche de
I'histogramme. Par cette méthode, il est possible de connaitre dans quels
intervalles de concentration en calcium nous travaillons. Sur la figure 22,
nous avons indiqué les ordres de grandeur de concentration en calcium et il
est remarquable de noter qu'aprés activation a la ConA, la majorité des
cellules se situe entre 0,1 et 0,5 pM, mais une partie non négligeable
présente des concentration de calcium intracellulaire au dessqs de 0,5 pM et
méme au dessus de 1 M. e

B-2-2-4) Expériences controéles - Pour étre siir du contréle
de la températureyet donc maitriser les variations du signal calcium de
facon non artefactuelle, mais aussi pour connaitre la variabilité intrinséque
entre les échantillons, 5 expériences contrdles indépendantes ont été faites,
(3 a Rockville et 2 4 Bordeaux);
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Dans ces expériences contrdles les bobines ne sont pas alimentées. La plus
grande différence entre les échantillons dans une méme expérience est de
5% : figure 23. '
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FIGURE 23 : 3 expositions contrdle & Rockville et 2 expériences sham-exposées a Bordeaux.

Globalement les pourcentages de lymphocytes activés sont plus élevé a
Rockville qu'a Bordeaux. Est-ce dd au vieillissement du lot de ConA ? ou a
la différence dans les lots d'animaux ? Cet écart est conservé lors de toutes

les expériences.
B-2-2-5) Analyse statistique

Le nombre d'expériences effectuées dans les mémes conditions étant faibles,
nous avons utilisé les test de Wilcoxon (une queue) pour déterminer les
différences significatives pour un temps ¢ entre lymphocytes exposés et
sham-exposées. Les résultats sont exprimés dans les figures d'apres la
notation suivante : * P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.005.
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B-2-2-6) Expériences a 6 mT, 0,8 Hz - Les lymphocytes

spléniques des rats agés de 5 semaines présentent, apres exposition, une
augmentation globale de la concentration de calcium intraceltulaire donc du

nombre de lymphocytes activés. La figure 24 montrent les résultats.
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FIGURE 24 : Expériences sous exposition 4 5 mT, 0,8 Hz. Les trait pointillés correspondent
aux 9 expériences sham-exposées 4 Rockville et aux 5 expériences sham-exposées a

Bordeaux. Les traits pleins correspondent aux échantillons exposés.

Dans la figure 24 est montrée les moyennes pour les 9 expériences faites &
Rockville et les 5 expériences faites 4 Bordeaux. Ces augmentations, dues a
l'exposition, sont observées a certains temps qui ne sont pas les mémes a
Rockville et a Bordeaux.

L'analyse statistique ne présente pas une augmentation significative si elle
est faite sur 'ensemble de la courbe; cependant au vu des oscillations de
calcium dans les lymphocytes activés par la conA (cf B-2-2-12) il nous
semble correct de pouvoir comparer les pourcentages de lymphocytes activés
pour les sham-exposés et les exposés a chacun des temps. Avec cette
nouvelle analyse des points significatifs apparaissent : les points a 5, 15, 25
minutes a Rockville et 20 et 22,5 minutes 4 Bordeaux.
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Analyse des sous-populations : L'observation des différentes sous-
populations dans la suspension splénique, telles que les monocytes et les
lymphoblastes, montre que ces derniéres ont initialement une intensité de
fluorescence au fluo-3 forte.
L'addition de ConA ne change rien a cette situation et I'exposition aux
champs magnétiques ne semble avoir aucune action non plus sur ces
populations. Ceci nous permet de dire que les cellules affectées par les
champs appartiennent 2 des lymphocytes qui sont strement au repos chez
I'animal. - |

B-2-2-7) Expériences a 5§ mT, 0,8 Hz sans activation
par la ConA

Nous avons étudié l'influence de l'effet du champ magnétique sur des

cellules sans mitogéne. Deux expériences indépendantes ont été faites, les
figures 25a et 25b montrent les résultats.

lymphocytes activés (%)

0 5 10 15 20 25 30
temps (minutes)

FIGURE 25a : Expérience2 sans mitogéne. Les traits pleins représentent les lymphocytes

exposés et les pointillés les lymphocytes témoins.
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FIGURE 25b : Expérience2 sans mitogéne. Les traits pleins représentent les lymphocytes
exposés et les pointillés les lymphocytes témoins.

Les courbes entre exposées et témoins sont supperposées. Cette trés faible
activation (3 %) des cellules dans ces conditions est strement due aux
facteurs qui sont contenus dans le sérum de veau feetal contenu dans le
milieu complet ot baignent les cellules. Nous n'avons pas essayé de faire
d'autres expériences sans activation car dans la littérature, aucun effet n'a
jamais été observé dans ces conditions.

B-2-2-8) Expériences & 5 mT, 16 Hz - Dans une série de 5
expériences faites & Rockville, nous avons fait varier la fréquence a 16 Hz.

Les courbes entre exposées et témoins sont superposables, 1'effet semble
donc dépendant de la fréquence. S

e e

B-2-2-9) Expériences a 0 1 mT, 0,8 Hz - Dans une série
de 5 expériences faites a Rockville, nous avc;ﬁ;falt varier l'intensité a 0, 1
mT Nous n' avons pas observé de différences statlsthues a cette 1ntens1te .
Donc, l'effet semble dependre egalement de llntemste des champs

magnethues.



92

B-2-2-10) Expériences a 5mT, 0,8 Hz avce une
augmentation du champ électrique
Afin d'augmenter dans notre systéme d'exposition le champ electrique

1ndu1t par le champ magnétique, nous avons fabriqué un systéme pour
garder les cellules a la périphérie du tube. A l'aide d'agar et d'un tube de 10
ml renversé a l'intérieur du tube de 50 ml, nous avons fabriqué une sorte de
colonne annulaire. Dans de telles conditions le champ electnque induit est
trés augmenté ( de I'ordre de 100 %). la figure 25 nous montre les résultats
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Figure 24 : 5 expériences faite a Rockville avec un champ électrique induit augmenté; les traits

pleins représentent les lymphocytes exposés et les pointillés les témoins.

L'amplitude de l'effet observe n'est pas augmente malgre I augmentatlon du
champ electrlque les resultats ne sont pas significatifs dans ces

expenences .
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B-2-2-11) Importance de l'dge des animaux - La ligne de
base en intensité de fluorescence varie en fonction de l'age des ammaux Les

e s amae 2

rats augmentent considérablement leur poids entre 5 et 10 semaines : les
animaux passent d'environ 250 grammes a 400 grammes. La ligne de base
en calcium intracellulaire, présentée par I'histogramme de fluorescence, est
trés différent entre des animaux qui ont quelques semaines d'écart. La
quantlte de cellules ayant un plus haut mgnal calcium avant toute

Lt e S 4 AR N LN SIS PO S

act’lvatlon, est plus 1mportante chez les j Jeunes animaux. Pendant la période
dite de maturation (5-6 semaines), il y a beaucoup de cellules dites " nalves
(en opposition aux cellules mémoires); ces cellules naives ont une capaateA
.prohfératlve plus 1mportante elles sont plus modulables et plus actzvables
“elles ont une permeablhte au calcium plus 1mportante smte aune actlvatlon |
des fonctions membranaires. Ces cellules sont maturées a la suite dune
activation antigénique et le degré d'activation est tres 1mportant Tout ceci
peut expliquer les différences dans les lignes de bases des animaux de 5-6

semaines par rapport aux animaux de 8-10 semaines, dans les cellules au

repos avant toute stimulation.

A Rockville, j'ai utilisé dans 7 expériences des rats entre 10-11 semaines. La
figure 26 montrent les résultats obtenus apres exposition de ces cellules.
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Figure 26 : Expériences a Rockville avec des rats agés de 10-11 semaines : les traits pleins
représentent les lymphocytes exposés et les pointillés les témoins.
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Nous avons exposé, dans ces cas, les lymphocytes pendant une heure afin
d'observer si l'effet pouvait étre reporté. Seul le point a 10 mlnutes est

significatif, alors qu'avec des rats plus Jeunes nous n'avons jamais observé

un effet & ce temps. Les modifications biologiques liées a ces quelques

semaines d'écart peuvent étre la cause des variations observées dans les

effets du champ magnétique.

B-2-2-12) Les o oscillations de calcium - Certains
lymphocytes montrent, lors de stlmulatlons des oscﬂlatmns de calcmm Ce
phenomene a été mis en évidence tres récemment mais était deJa suspecte
depuis quelques années par Tsien, (1982). Ceci a été montré sur cellules
isolées par le fura-2 par-des méthodes de microscopie de fluorescence
(Donnadieu et al 1992). Ces changements dans la concentration de calcium
se font lentement en comparaison avec les cellules “excitables ou
macrophages (Tsunoda 1991). La frequence des oscillations semble
dépendre de 1a concentration des substances stimulantes. Les oscillations
chez les lymphocytes T semblent étre observées uniquement lorsque la
concentratlon d'agoniste est modérée. Cec1 a déja été observé dans d'autres

types de cellules.

D'apres l'histogramme de la ligne de base (fig 22), il y a un nombre
important de cellules activées qui ont une concentration de calcium
supérieure a 400 nM Le maximum semble se situer au dessus de 1,5 uM.
Nous sommes donc en présence de lymphocytes ayant des concentrations en
calcium tres élevées qui seraient toxiques pour les cellules a long terme d'ot
la forte probabilité d' etle en présence d' oscillations de calcium. Remarquons
que le pourcentage moyen de lymphocytes activés dans nos expériences est
de 15 % ce qui est faible en compaison avec l'étude de ces lymphocytes dans
les heures qui suivent cette activation. Cette différence pourrait étre di en
partie a ces oscillations, en effet quand un lymphocyte est au creux de
l'oscillation le signal enregistre par cytométrie sera le méme que celui des
cellules non activées; seuls les lymphocytes pris sur les pentes et au sommet
des pics seront con31deres comme activés. La présence d' oscﬂlatlons peut
exphquer que l'effet du champ observé ne se situe pas toujours au méme
temps, ceci peut étre di a un décalage des oscillations, qui ne sont pas
contrdlées dans nos expériences. Ces effets, souvent décalés, diminuent la

moyenne des effets.
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Les oscillations sont aussi c'i'gp_e_n_dantes de la concentration de calcium extra

cellulaire. En effet, l'intensité des pics et l'intervalle entre les p1cs (de
l'ordre d'une centaine de secondes) sont augmentés quand on passe de5mM
a 1 mM, (Donnadieu et al 1992). Ces duteurs proposent 16 modele suivant :

o

il y aurait sortie du calolum du stock 1ntracellula1re aprés stimulation,

..4.;

suivie d'une 1nh1b1t10n des pompes de stockage qui va provoquer T'ouverture
Nt st s ot b T Ot e,
des canaux de la membrane Cette augmentation de calcium fayonse un

ittt ot

R it

rétroaction posmve jusqu'ala fermeture des canaux par une concentratlon
de’ calcmm 1ntracellu1a1re sufﬁsamment elevee La fonctlon ,fi,fi ces
oscﬂlatlons dans les lymphocytes est.encore inconnue. On peut supposer’
qu ETI_E"Ewteralt une concentration élevée soutenue qu1 seralt toquue pour
les cellules a long terme, d' ou “cette rétroaction permanente Ces s1gnaux_.
repetltlfs pourralent atre un mode general de codage de T'information dans
les cellules non exmtables (Berridge and Galione 1987). Il semble que

Iaugmentatlon soutenue de calcium, et donc lentree mass1ve _dans les

oSl

lymphocytes T, soit nécessaire a la productlon de lmterleukm@
contnbue ainsi au déclenchement de la prohferatlon cellulalre

Si l'effet du champ observé sur la concentration de calcium est réel, il est
fort probable que cela doit avoir des conséquences sur la prolifération de ces
cellules.

B-2-2-13) Effet sur l'activation et sur la prolzferatlon -

Il m'a semblé donc important d'observé l'effet de ces augmentations de
calcium au bout.de 30 minutes d'exposition a plus long terme. J'ai donc

testé aprés une exposition dans les mémes conditions, les répercussions sur

I'activation des lymphocytes, 24 heures aprés. I'exposition de 30 mlggj:es, et
la prolifération soit 48 72 et 96 heures _apres. Les hlstogrammes 27
récapitulent les résultats avec le test MTT revelateur de I'activation et de la

prolifération.
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Histogrammes 27 : Valeur de densité optique en fonction du temps, avec les erreurs
standards, aprés une exposition & 30 minutes, a 8 Hz, 5 mT. (4 animaux).

Dans ces expériences (4 animaux différents), aucun effet sur I'activation n'a
été observé. Par contre, il y a un effet persistant les jours suivants, donc
pour les cycles cellulaires suivants. Les différences ne sont pas signiﬁcaﬁves
en raison des écarts importants entre les animaux (les valeurs n'ont pas été
normalisées). En augmentant le nombre d'expériences, nous obtiendrons
treés certainement des valeurs significatives.

Apres 30 minutes d'exposition, les lymphocytes spléniques sont incubés
dans l'étuve et l'activation ainsi que la prolifération sont observéevs'.ul;.es
histogrammes montrent les résultats suivants : on n'observe aucun effet de
'exposition du champ a 24 heures, soit pendant la période d'activation
avant toute division. '

Cela évoque que 1'on pourrait agir sur une petite population particuliere qui
peut se trouver 4 un certain stade du cycle cellulaire et le champ pourrait
favoriser l'entrée dans le cycle cellulaire, d'ou l'augmentation 43, 72 et 96

heures apres l'exposition.

B-2-2-14) Etude de différentes populations cellulaires - La

IP_Pbﬂiﬁéﬁinl,du calcium dans les lymphocytes T de souris, visualisée par

une augmentation de la fluorescence du fluo-3, a été étudiée en premier par
Sei et Arora (1991). Ils observent un pic & 10 minutes apres adjonction de
ConA, et un retour & 20-30 minutes. Il semble que cette augmentation varie

en fonction des sous-populations de lymphocytes CD8/CD4.
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L'augmentation de calcium ne conduit pas nécessairement & la suite du
cycle “cellulaire. Par exemple, une concentration trop élévée de ConA induit™

une 1ncorporat10n de thymidine nulle bien qu'il y ait une augmentation de
[Ca2+]; et un niveau d'inositol tnsphosphate élevé une heure apres. Les

hypotheses suggérees sont quun excés de ConA inhibe 1'absorption de
facteurs de croissance et/ou une saturation des récepteurs (Bijsterbosch et
Klaus 1986).

La moblhsatlon du calcium dans les lymphocytes B montre que ces cellules
sont les prermeres a s1gnaler une augmentatlon de calcium lors de la mise
‘en présence de ConA (Sei et Arora, 1991) : il y a un pic a 5 minutes pour
redescendre vers un plateau dés la dixieme minute.

Dans 1'hypothése ou le champ magnétique agirait sur une population
partxcullere, il semble intéressant de les marquer afin de pouvoir les
observer individuellement lors de I'exposition.

Des contrdles préliminiares sont nécessaires afin de s'assurer que les
anticorps anti-antigénes membranaires spécifiques des différentes
populations ne perturbent pas la réponse en calcium suite a l'activation par
la ConA. J'ai étudié la réponse des IIYmphocytes spléniques de rats suite a la
fixation des anticorps que je voulais utiliser, soit les anticorps anti-CDS8,
anti-CD4 et l'anticorps anti-IA : il n'y a pas de modification dans la
concentration du calcium a la smte de la fixation de ces anticorps.

Cette étude nous a permis de quantifier ces différentes populations chez les
rats de 5-6 semaines :

Pourcentage de lymphocytes T CD8* - Il est en moyenne de 30 % des
lymphocytes spléniques dans nos expériences, et dans ce pourcentage 20%
de ces lymphocytes CD8* ont été activés chez 'animal avant le prélévement
des cellules; ces_cellules préalablement activées ne reaglssent pas ala
ConA et conservent un signal fort en fluo-3. Ce pourcentage de20% passe a
95-27% apres adjonction de ConA , cette augmentation persiste seulement
entre 7-12 minutes, et & 20 minutes on retombe & un pourcentage de

cellules activées identique a celui d'avant l'activation par la conA, soit 20%.
Dans cette étude préliminaire il n'y a pas d'effet du champ magnétique sur
cette population.
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Pourcentage ¢ de lymphocytes T CD4+ - 11 est en moyenne de 20% chez les rats

e VY

dont 5% sont des lymphoblastes Laugmenta’mon de calcium suite a

B e

l'activation par Ta ConA commence assez tard au bout de 15 mmutes avec

un maximum a 20 minutes.

Pourcentage de lymphocytes B - 11 est en moyenne de 30% chez les rats.
L augmentatmn de calcium suite a l'activation par la ConA commence trés
tot des les premleres 5 minutes.”

Les effets observés sous exposition dans la réponse du calcium montre un
effet plus important 4 20 minutes. Serait-ce une indication de la population
plus particulirement concernée par l'effet du champ ? Si oui, il s'agirait
surtogﬁ *dvun effet sur les lymphocytes T CD4*, ce qui serait trés cohérent

par rapport a 1'effet observé sur la pr ohferatlon En effet, cette population
est responsable de la régulation de la prolifération des autres populations.

La poursuite de 1'étude avec les anticorps nous permettra de savoir si le
champ agit sur une population particuliere et ceci est en cours
actuellement.

On peut suspecter d'autres cibles, telles que les cellules mémoires et naives.
En effet, il est maintenant connu que les activations calciques sont
différentes entre ces cellules (Beckman et al, 1990; Philosophe et al, 1990;
Grossmann et al, 1990)

En parallele au test MTT, j'ai observé les populations cellulaires en
cytométrie en flux, donc plus particulierement en fonction de la taille et de
la granulométrie. I1 y a, de toute évidence, des mouvements différents dans
~ les cycles cellulaires entre les cellules exposées et les cellules témoins.

B 2-2-15) Etude du cycle cellulaire: - A Rockville, j'al

profité de l'expérience de I'un des chercheurs pour me familiariser avec un
programme de cytométrie en flux, le Cell-Fit qui permet 1'étude du cycle
cellulaire. Les cellules sont exposées comme d' habitude pendant 30 minutes
et les différentes phases du cycle cellulaire sont quantifiées apres 24 heures
et 48 heures de culture. En parallele la taille des cellules est analysée. Trois
conditions sont choisies : contrdle negatlf en absence de ConA, concentration
de ConA utilisée habituellement 5 [1g/m et concentration excessive 20 pg/ml.
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aprés 24 heures de culture :
- sans Cond : Il n'y a pas de différence dans la taille des cellules entre
exposees ei; sham exposees, 10 % des cellules sont activées (lymphoblastes).

Iln'y apas de différence non plus dans le pourcentage des cellules en phase

S (6%) et en phase G2 (3-4%), Te reste des ‘celiules est en phase G1.
-5 yg/ ml de ConA :il y a 47 % de cellules qui sont actlvees, 8-10% de

[ S ot -

cellules en phase S et 4% en G2 pas de différence ‘entre exposees et sham

exposées.
-20 ug/mlde ConA :il ya 30% de cellules actlvees (9% de cellules mortes),
11?3 un peu plus de cellules en phase § chez les exposées, soit 24% pour
20% chez les témoins.

aprés 48 heures de culture
- sans ConA : identique & 24 heures de culture.
- 5ug/m de ConA :ily a environ 45-50 % de cellules qui sont activées, il y a
11% en plus de cellules activées chez les cellules exposées et moins de
cellules mortes. Le pourcentage de cellules en phase S est de +26% chez les

cellules exposées.

- 20 pg/ml de ConA: il y a 16% en plus de cellules activées pour les cellules
exposées et moins de cellulés mortes.

Cette expérience préliminaire va dans le méme sens que les effets observés
lors de 1'étude de la prolifération, il semble qu'il y ait une accélération dans
le cycle cellulaire suite & I'exposition. Une expérimentation est en cours.

B-2-3) Discussion e

11 semble que I'effet observé soit dépendant ¢ de l'intensité et de la frequenc _/
Des expériences complémentaires seront nécessaire, pour savoir ou se situe
le maximum de l'effet du champ.

Sl les champs 1ndu1sent des changements dans I'homéostasie du calcium
entrainant des effets sur la réplication des lymphocytes, il est possible de
penser que le temps d exp051t10n nécessaire pour observer un effet devrait
étre assez court. Cependant les phases précises du cycle cellulaire qui sont
dependantes du calcium ne sont pas encore clairement définies. La
dependance du calcium pendant les 24 premleres heures de l'activation par
les mltogenes (Lichtman 1983) est certaine. 11 a é6té montré un effet sur la

R

prohferatlon des lymphocytes, suite 4 tine exposition pendant les 24

[N

premleres heures. Si l'exposition se fait pendant les 24 dermeres heures de
culture (48h-72h), 11 n y a plus d'effet (Cad0551 1985). mT—
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L'augmentation du calcium observé suite & l'exposition au champ

N T

magnétique de 0,8 Hz, 5 mT semble correspondre & une acceleratlon du

e e et a8 £ ek e

cycle cellulaire de la ou des populations concernées par l'effet.
P&urquoi ¢étte augmentation du calcium intracellulaire, suite a 1'exposition
de 30 minutes 4 5 mT qui se répercute sur la prohferatlon, n est-elle pas i

observee lors des exposmons a 180 mT ? !/./

o YA e e
IS

La principale différence entre les deux protocoles est le moment de la mise
des cellules sous champ par rapport au début de 'activation, soit dés les
premleres~ Ennutes de l aug‘mentatlon de calcmm

En effet, dans les expenences a exp031t10n courte l'introduction de

l'activateur est faite sous champ. La conséquence étant que, des les

premiéres secondes des processus d'activation, les cellules sont exposées, ce
qui n'est pas réalisable lors des expositions longues 4 180 mT. Il faut au
moins 5 minutes pour déposer l'activateur sur les cellules dans les plaques
de culture et les mettre en place sous le champ intense. Serait-ce la raison
de ces différences ? Il est vrai que les mouvements 1omques determmants
pour la suite de l'activation se font Justement pendant ces premleres
minutes.

Une autre différence dans l'exposition des lymphocytes au champ
mag‘nethue de différentes intensités est l'ordre de grandeur du dB/dt (c'est
a dire le temps de montée du champ). Dans le cas du champ 1ntense, le
dB/dt est de 1T/s, alors qu'avec le champ a 5 mT il est bien plus élevé : 100
TNOs résultats expérimentaux ne vont pas dans le sens d'un effet plus
1mportant en presence d 1mportants courants 1ndu1ts Dans les expériences
faltes a Rockvﬂle les lymphocytes exposés dans les tubes annulaires (cas ou
le courant électrique 1ndu1t est tres augmente) ne présentent pas une plus
grande augmentatlon de calcium; on peut donc penser que les eﬁ‘ets sont
1ndependants des courants induits, mais pour s'en assurer il faudra faire
des expériences avec la composante électrique seule. Si on fait le parallele
avec 1'effet observé sur la prolifération des cellules HeLa, lors d'expériences

faites a Richmond, la composante electrlque seule ne semble pas a avoir un

effet majeur sur la prohferatlon

- e e
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Au cours de l'étude des effets des champs magnétiques sur différents

modeéles de tumeurs avec plu51eurs hgnees de souris et sur les cellules
splémques du systeme immunitaire, nous avons obtenu aussi bien in vivo

que in vitro, sur la prohferatlon tumorale et l'activation lymphocytaire des

res ultats auxquels une cohérence peut étre apportée par des processus
1mphques dans la reguIatlon de la prohferatlon cellulalre

Dans le détail, ces résultats nous ont permis d'observer :

avec les champs magnétiques intenses (100-180 mT) pulsés :

- un ralentissement de la croissance des tumeurs chimio-induites
pour les souris exposés. L'amplitude de I'effet varie suivant la lignée de
souris; dans le meilleur des cas, pour les C57 Black, une augmentation
du temps de survie est également observée;

- ug_elg:g_ere diminution de la croissance des tumeurs greffees le
mélanome B16 chez les C57 Black, dans les 15- 20 jours qui suivent
I'exposition; {es temps de survie ne sont pas augmentes;

- une augmentation de l'activité Natural Killer chez les souris

saines exposeées.
- une diminution de la prolifération de lignées tumorales en

culture gtvltro et I'absence d'effet sur la prolifération de lymphocytes
activés par la ConA dans les conditions d'exposition a ces champs
intenses;

avec le meme type de champ magnethue mais une intensité plus fazble

une augmentatlon de la concentratlon de calcmm 1ntracellula1re des
lymphocytes dans les 30 premleres rmnutes de l'actlvatlon par -la ConA;
cette augmentahon de calcium semble favoriser la prolifération_des

lymphocytes.



o ——— e e .
e .

102

Les effets des champs magnethues semblent étre fOl‘lCthl‘l
WVItesse de prolifération cellulalre o

e o

C'est ce que suggérent nos résultats et les données
bibliographiques

En confortant I'hypothése que les champs magnétiques agiraient sur une

Sk e e

des etapes qm meénent vers la prohferatmn cellulalre des lymphocytes étant

magnéthues de cellu.les au repos
Apparemment Tes lymphocytes au repos ne presentent aucun phénoméne

ou processus sens1bles aux champs magnethues Il en est de méme pour les
celfule ""Himorales en culture lorsqu'elles ne prohférent pas. .

bt g .
B

C'est ce que suggérent également nos résultats par la mise en
évidence :

-del’ actwatzon des cellules du systeme immunitaire

A condition ¢ qu ‘ils soient activés, les lymphocytes en culture ont une
prohferatlon qui semble accélérée suite & l'exposition au champ magnétique.

Chez des souris saines exposées, 1' act1v1te NK a été augmentée.

- du ralentissement de la prolzferatzon de cellules tumorales

Dans nos ;ipenences de prohferatlon tumorale ch1rmo-1ndu1te in vivo, l'effet
du charnp magnethue est plus ou moins eﬁicace, suivant le type dela lignée
de souris utilisée. '

Ainsi, la lignée de souris C3H qui subit un développement tumoral lent est
moins sensible aux effets du champ magnethue que la lignée des souris
BALB/c qui, elles subissent un developpement rapide. La lignée de souris
intermédiaire dans la croissance de la tumeur, les C57 Black, présente un

effet 1ntermed1a1re du champ.

Le développement des tumeurs in vivo peut dépendre de 1'état biologique
des animaux, vu que certames predlsp051t10ns genethues favonsent un
développement tumoral plus ou moins raplde

Les tumeurs qui se développent rapidement connaissent des modlﬁcatlons
cellulaires trés brutales induisant un processus tumoral raplde

Suractivées, leurs cellules deviendraient plus sensibles aux champs
magnétiques qui provoqueraient leur entrée dans des processus diapoptos_c.

—



103
Dans le cas d'une prolifération t tumorale plus lente, lacces aux processus

d'apoptose ne serait pas facilité.
Une d dlfference ‘dans la sen51b1hte des cellules tumorales au champ
mgénzflque a egalement été observée lors de nos expenences in vitro.

Lorsque les lignées tumorales proliferent sulvant un cycle normal (16
heures), le champ ralentit leur prollferatlo_r.i-;_‘aldE)rs qu 'il ne peut rien contre
une prohferatlon devenue , totalement anarch1que (cycle de 5-6 heures). 11
‘sémBle, par consequent que les mecamsmes de regulatlon de la

prohferatlon tumorale s01ent affectes par le champ magnethue

pRTaS
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La recherche de la caractérisation de la cible biologique sur les modeles de
cancers, dont ni les phénomeénes snducteurs ni les récepteurs impliqués ne
sont connus, est difficile a appréhender. La multiplicité des modeles de
cancers animaux permet de remédier a cet inconvénient. C'est ce a quoi
nous avons eu recours, en partie, en utilisant deux modeles de cancers :
chimio-induits et greffés.

L'effet du champ magnétique sur le modele de tumeurs greffées,
melanocytes B16, est de faible amplitude. Toutefo1s, la prolifération massive
et artificielle des cellules greffées est assez éloignée du développement
spontané des cellules tumorales in vivo.

Cette prolifération rapide du mélanome B16 laisse peu de temps a
l'organisme des souris pour lutter gt le champ reste également inefficace.

La dépression immunitaire ‘'semble marquer les limites
des effets des champs magnétiques
La depresswn des animaux porteurs de tumeurs, dans nos modéles, se
manifeste par une mobilisation du calcium 1ntracellu1a1re réduite lors de la
stimulation des cellules du syteme 1mmumta1re Cette depress1on est peut
etre trop 1mportante pour que le champ ait une action stimulatrice.
Dans le modele de tumeurs chimio-induites que nous avons utilisé, les
souris porteuses de tumeurs ne semblent pas bénéficier de l'augmentation
de 'activité NK que nous avons observé chez les souris saines, ce qui peut
atre une explication possible du manque d'efficacité thérapeutique du
champ, puisque nous n'aboutissons jamais & un arrét de la cr01ssance
tumorale, mais seulement aun ralentlssement

Le systeme immunitaire depnme Tes cellules NK resteralent 1nsen51bles a

PO,

une stimulation pe}r”le chgmpﬁmgg}ggglwque
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Pour ce qui concerne le modele de tumeurs greffées, le mélanome B16 a la

particularité dinactiver les cellules NK, et celles-ci sembient rester dans cet
état malgré I'exposition aux champs magnétiques.

Les processus qui conduisent a la prolifération des cellules tumorales et des

e o e e o B

|ymphacytes sont loin détre comparables, notamment en raison de
l'intervention d'activateurs tels que les mitogénes dans le cas des
lymphocytes. Les ‘Ijmphoqytes nous bntv }v_pe'_i_"inis d'étudier in vitro la
premiére étape de I'activation, a savoil:_“l"augmeritation de calcium
intracellulaire qui semble posséder les caractéristiques de sensibilité aux
cllamps magnétiques. ‘ o
Au va de nos résultats obtenus in vitro sur l'augmentation de la
concentration de calcium intracellulaire, et compte tenu des résultats'de
Hofbretix auteurs, de_plus en plus d'arguments renforcent 1'hypothése
d'une act‘;ipl_l directe ou indirecte des champs sur la concentration du second
messager : le caléium. |

L'hypotheése du calcium cible des champs magnétiques
Effet sur l'ion calcium ' '

"Les effets non thermiques des champs _§lectromagnétiques sur le calcium

ont été démontrés en premier par Bawin et al., 1976; 1978. Ces auteurs ont
mesuré des changements dans les efflux de calcium. Leurs résultats ont été
confirmés (Blackman et al., 1982; 1985a; 1985b). L'action sur l'influx ou
l'efflux calcique demande 2 étre élucidée. ' '

Unpomt miinpdi'tant, dans les caractéristiques physiques, émerge des
différentes études : les fréquerljismgrn dessous de 100sz’ .‘semblent étre des

fréquences plus efficaces pour les e difications de la régulation calcique.
Des hypotheses initiées par Liboff (1990) montrent l'importance de la

fréquence du champ appliqué sur les mouvements d'ions a travers les
canaux.calciques. On peut résumer la théorie de Liboff (résonance cyclotron)

| comme une action de champs de faible intensité opérant de concert avec le
Ui champ géomagnétique statique. Le champ géomagnétique (20 pT) doit étre
At pa\galléle au champ"ﬁpmpligué alternatif (16 Hz, 20 pT) pour obtenir les

i canditions de résonance pour J'ion calcium. Cette éventuelle action produi-

rait des effets sur des r’;i_btvéments translationnels d'ions (comme le Ca2+)
ou sur des étéi;dréheféié d'ions liés aux protéines (comme la calmoduline).
Les hypoth&sés & propos des effets sur les flux calciques pourraient égale-
ment concerner d'autres ions : Mg2+ et K+ et Li* (Mc leod et Liboff 1986).
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Effet indirect sur le calcium a travers la membrane cellulaire

La membrane, porteuse des pompes et canaux calcique est le siege du
declenchement de lactlvatlon, durant laquelle les evenements se
répercutent sur les cascades métaboliques. La ﬂu1d1té membranaire des
lymphocytes est dependante “des’ phosphorylatlons des phOSphohpases
membranalres qui, elles-mémes, varient en fonction de T'état d'activation
cellulan'e 'Une modification indirecte de cette fluidité par le champ pourrait
entrainer des modifications de la concentration du calcium intracellulaire

via la perméabilisation de ces pompes et canaux.

Effet sur les oscillations calciques
L augmentét15n Je 1a concentration de calcium intracellulaire observée dans
nos résultats pourrait ‘&tre due & une action sur Tes osaillations calciques.

Bien que le role des oscillations du calcium ne soit pas encore trés bien
compris, il est possible de penser que le champ magnétique pourrait les
influencer et favoriser I'entrée des Iymphocytes dansTe cycle ‘cellulaire. Uneé
augmentatlon de la frequence ou de lamphtude qul augmep!:e la

concentration de calcium intracellulaire globale ou encore une
synchromsatlon partielle des oscﬂlatlons peuvent etre env1sagees

La régulation du calcium est modifiée pour certaines sous-populations
lymphocytazres L

Noug pouvons émettre 1'hypothese selon laquelle, 'augmentation de la
concentration de calcium intracellulaire dans les lymphocytes Splemques,
sous l'action du champ, concerne surtout les lymphocy‘tes CD4+, car ceux-ci
connaissent la plus forte augmentation de calcium au moment ou l'effet du
champ est le plus significatif. Cette augmentatlon de calcium pourrait
ultérieurement agir sur la productlon dlnterleukme 2 laquelle permet aux

lymphocytes CD4+ d'orchestrer la prohferatlon des autres sous popufatlons
lymphocytalres Une conjecture étayée, au niveau expenmental par le fait
que l'effet se répercute sur la prolifération.
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Les oscillations de calcium durant l'activation des lymphocytes par les

mitogénes doivent &tre prises en con51derat1on lors de I étude des effets des

champs électromagnétiques. De plus en plus de groupes de recherche
étudient ces phénomenes, mais la plupart des équipes utilisent des lignées
cellulaires telle que la lignée de lymphocytes T : les cellules Jurkat. Or les
lignées oscillent de fagon anarchique ce qui, probablement rend difficile la
reproduction des résultats observés sous l'action des champs
électromagnétiques. L'utilisation de lymphocytes normaux me semble étre
un meilleur modéle pour cette étude et pouvant plus facilement éviter des
modlﬁcatlons dans les oscillations de fagon artefactuelle.

Mo

Si nos travaux tendent vers l'hypothése que les champs magnethues

influencent la vitesse de prolifération cellulaire ou le calcium joue le réole de
‘second me’s'_s_a‘gcr_j, d'atitres travaux impliquent le calcium de facon indirecte.
Des auteurs suspectent les modifications dans le fonctionnement des
cellules, dues aux champs electromagnethues d'affecter la transcription
des génes (Phlhpps et al, 1993). Ceci a d'ailleurs été partlcuherement étudié
par 1'équipe de Goodman et al., 1983; 1988; 1989; 1992a et b.

Ils suspectent également une action des champs dans la liaison antigéne-
recepteurs ou dans la transcription de certains génes, les deux phénomeénes
étant étroitements liés. Dans beaucoup de cas, la liaison du mitogéne aux
récepteurs cause une phosphorylation rapide du résidu tyrosine du domaine
cytoplasmique du récepteur (Sibley et al. 1988). Il est connu que le calcium
a une influence sur I'expression de protéines déterminantes dans la
prohferatlon (Durkin et al., 1988). Les deux phénomenes concomxttents que
sont les phosphorylatlons et laugmentatlon de calcium part1c1pent ala
rephcatlon de lADN (Bemdge et al 1984).

——

Les effets observés sur les lymphocytes en fonction de la dose d'antigéne
(Conti et al, 1986; Cantini et al, 1986; Walleczek et al, 1990), ameénent
certains auteurs a suspecter une action du champ magnétique sur
l'interaction de l'antigéne avec ses récepteurs membranaires. La diffusion
des récepteurs le long de la membrane et leur rencontre suite a la fixation
du mitogéne entrainent une augmentation de l'influx de calcium (Maino et

al., 1974). Sur une pure base théorique, des auteurs ont montré que des
champs electnques induits par des champs magnethues aﬁ“ecteralent cette

(Chiabrera et al., 1984).
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PERSPECTIVES

Les nombreuses perspectives ont pour but de mieux caractériser la cible des
champs magnétiques, en travaillant avec des modéles biologiques adaptés a

nos hypotheéses de travail.

Perspectwes sur la prolifération tumorale

Tout en conservant le méme modéle de prolifération de tumeurs chimio-
induites, il semble intéressant de changer le moment de l'exposition des
animaux en fonctlon des dlfferentes étapes de la depressmn du systeme

e e L e 3 4 oo s ke

1mmun1ta1re

e

“Une exposmon plus précoce des animaux, avant 'apparition de la tumeur,
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serait peut-étre plus “éfficace:L'analyse des cellules du systeme
immunitaire, dans ces circonstances de deﬁmence de llmmumte, nous
apportera des informations complementalres

L'étude des différentes sous-unités lymphocytalres, qui ont des mvea}ux de

calcium intracellulaire différents, apres exp051t10n des ammaux, pourra
nots permettre de compléter notre approche.

Par contre pour les tumeurs greffées, il semble plus intéressant de changer
de modele. L'utilisation de tumeurs antigéniques devrait favoriser
I'implication de l'immunité spec1ﬁque, ce qui laisse espérer que nous
pourrons agir avec le champ a la fois sur la prohferatlon des cellules
tumorales et sur les callules du systéme 1mmumta1re spec1ﬁque 1mphquees
Perspectives sur les cellules du systéme immunitaire

Pour clarifier les différences observées dans 1'effet du champ magnétique
entre les deux protocoles qui présentent un décalage dans le temps
d'exposition des lymphocytes activés, il est facilement concevable de réaliser
le méme décalage dans les deux expériences. Ainsi, si l'effet n'est pas
retrouvé dans ces nouvelles conditions, il sera posible d'affirmer que les
toutes premieéres minutes de l'activation, soit le passage des cellules de la

phase GO a G1la, sont indispensables pour observer leffet du champ

magnethue Autrement, les différences observées risquent de provenir des
parameétres physiques qui different tels que le dB/dt ou l'intensité du champ

magnétique. —— s

PSS
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Des dosages biochimiques, tels que ceux des seconds messagers dans

'activation des lymphocytes et des cellules Natural Killer (IP3, DAG),

semblent nécessaires, afin d'essayer de mieux comprendre les répercussions

de Téxposition au champ magnétique. L'étape suivante serait 'étude

~détaillée de lefféf'dés champs magnétiques sur certaines sous-populations

cellulaires (CD4+ Pg1+ NK) par marquage en cytométrie de flux et dosage
du taux d'TL2.

L'autre voie poss1ble serait de bloquer, par des méthodes pharmacologlques,
Ie s: systeme de transductlon mtervenant su1te a l actlvatlon des cellules.

b st g o
b g .

Le contréle des osc111at10ns calc1ques des lymphocytes semble intéressant a
etuifler, dans 1a mesure ol 11 permettralt peut étre d avoir des effets plus

modulable en utilisant dlfferentes concentrations de calcium extrace]lulaure

Cette recherche doit étre menée en paralléle avec une meilleure définition
des paramétres physiques permettant d'augmenter le signal biologique.

L' optlmlsatlon des parametres phys1ques (forme du champ, fréquence,
1nten51te) fait partie intégrante de nos perspectlves

Considérations générales

Les limites actuelles de 1a recherche en bloelectromagnetlsme nourrissent le
scepticisme ambiant autour de cette dls—c-lﬁiiile Tl semble évident que méme
si les effets sont indubitables, ils sont dans la plupart des cas de faible
amplitude, parfois juste au dessus de la variabilité blolog1que tout en étant

stahsthuement significatifs.
Notre travail a contribué a la recherche des systémes biologiques adéquats
pour révéler en ]aboratmre ces effets subtils, 1'étape suivante étant la

caractensatlon des mécanismes impliqués mais non encore élucidés.

La complexité de la cellule et le grand nombre de parametres blologlques

rendent dlfﬁcﬂe la mise en évidence de la cible. La collaboration avec

d'autres équipes travaillant sur les mémes mécanismes, entre plusieurs
laboratoires, se développe a la fois pour améliorer les modeéles en les
rendant plus adaptés aux effets des champs électromagnétiques, et pour
favoriser la reproduction de résultats..
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La reproductibilité dans ce domaine de recherche est une réelle nécessité.
C'est elle qui rend les expériences plus convaincantes malgré 'amplitude
souvent faible des effets observés. '

e
\\

Il n'ya pas de théories satisfaisantes permettant d'expliquer les effets

biologiques observés. Toutefois des chercheurs, de plus en plus nombreux, .

se penchent, tant au niveau théorique qu'expérimental, sur ce sujet d'étude \

qui exige 'association de compétences diverses et diversifiées.
Des théoriciens ouvrent des pistes avec les phénomeénes "non linéaires” et

!

les systémes "hors d'équilibre” (Barnes 1992) qui pourraient fournir un /:

trousseau d'hypotheses clé et constituer une base théorique pour élabor‘gr/"

une explication du bioélectromagnétisme.

Pourtant, s'il est vrai que des voies de recherche surprenantes sont parfois
dégagées par l'association de disciplines différentes, les difficultés
inhérentes a la collaboratlon plundlsc1phna1re se suraJoutent dans notre
domaine, a celles que susc1tent la confrontation de la cofnplex1te évolutive
du vivant avec la physique dont les parametres sont eux plus contrdlables.

Le bloelectromagnetlsme a connu un développement important ces
dermeres années, avec la création de structures internationnales (BEMS :

Bloelectromagnetlcs ‘Society, EBEA : Association Européenne de :

Bloelectromagnetlsme) permettant la coordination des recherches et la
collaboratlon entre chercheurs.

En plus de ses deux voies d'investigations que sont le domaine médical et
l'environnement, un nouvel axe de recherche plus fondamental semble se
dégager dans le bioélectromagnétisme : il peut étre envisagé comme
instrument d'étude de la cellule et de son fonctionnement.
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