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INTRODUCTION 

La toxicologie génétique a pour but d'apprécier le mode d'action d'un agent chimique ou physique sur le 
matériel héréditaire et d'en mesurer les conséquences en terme de mutations et de cancers (Moustacchi, 1983). 

Elle est née du besoin d'évaluer et de prévenir les risques génétiques potentiels inhérents au développement 
et à l'emploi massif des produits chimiques. 

Cette appréciation qualitative et quantitative des risques génétiques est fondée sur J'existence d'une batterie 
de tests et a abouti à une législation (Lohman et al., 1992; Scott et al., 1991; CEE, 1992; OCDE, 1987). 

L'élaboration d'un projet de recherches en toxicologie génétique à l'IFREMER s'inscrit dans la suite logique 
des travaux réalisés au laboratoire d'écotoxicologie sur les effets biologiques (enzymes de biotransformation) (Galgani 
etal., 1992). 

Dans l'environnement marin cette approche est nouvelle. Elle peut être justifiée par la présence de 
molécules mutagènes et/ou cancérigènes tel que les PCD, les PAH, les pesticides et certains métaux lourds et par 
l'observation de cancers chez les poissons et les mollusques vivant dans cet environnement chimique altéré (Mix, 
1986). 

L'objectif initial de ce projet est de connaître la génotoxicité associée à l'environnement marin; il peut être 
atteint en effectuant des études de mutagenèse à court terme. 

L'objectif final est de savoir si les organismes marins vivant dans un environnement pollué présentent des 
altérations génétiques. II demande une connaissance plus approfondie de la structure du génome chez les poissons et 
les mollusques. Ces études plus longues sont indispensables et permettront d'acquérir les informations nécessaires 
pour une application en toxicologie génétique. 

Pour répondre à ces questions, la mise au point de tests fiables s'impose. Dans le domaine de la mutagenèse 
chez les vertébrés supérieurs, il en existe plus d'une centaine à ce jour, utilisant différents matériels biologiques et 
différentes méthodes de mesure. 

Chez les vertébrés inférieurs, la connaissance plus approfondie de la structure des génomes, de la nature 
des lésions, des mécanismes de réparation d'ADN et de leur contrôle est d'autant plus nécessaire pour des études de 
toxicologie génétique. 

Certaines méthodes, comme l'étude d'un gène marqueur de cancérogenèse, constituent une approche 
récente qui tend à être appliquée au diagnostic génétique du cancer chez l'homme. Elle émane des travaux menés chez 
les mammifères et sur les modèles cellulaires, ayant démontré de manière évidente que certains gènes sont des 
marqueurs de cancérogenèse (proto-oncogènes, anti-oncogènes). 

D'autres méthodes, comme les tests de mutagenèse (altérations primaires de l'ADN, mutations géniques, 
mutations chromosomiques, échànges de chromatides soeurs, ... ), sont déjà appliquées à l'environnement marin. 

Pour plus de clarté dans la proposition de recherches en génotoxicité, les effets génotoxiques et leur 
association avec la cancérogenèse chimique seront tout d'abord rappelés. 

Les tests d'évaluation de la génotoxicité et leur application à l'environnement marin seront ensuite 
présentés. 

Enfin, l'application de ces tests à l'environnement marin, dans Je cadre d'un programme de recherches en 
génotoxicité à l'IFREMER, sera proposée et discutée. 
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1. ALTERATION ET REPARATION 

L'ADN présent dans le noyau des cellules est une molécule bicaténaire, c'est une entité stable. 
Une altération dans cette structure peut être provoquée par : 

- des phénomènes métaboliques normaux (réplication), 
-des agents physiques (radiations ionisantes, ultra-violets), 
- des liaisons covalentes avec des agents chimiques. 

Ces modifications peuvent être réparées ou conduisent alors à des mutations géniques et 
chromosomiques (Schéma A). 

Dans les mutations gemques, on distingue les mutations frame-shift et les mutations de 
substitution de une ou plusieurs paires de bases. Les mutations frame-shift décalent le cadre de lecture par 
insertion ou délétion d'une base, de 2 bases ou d'un nombre non-multiple de 3. 

Pour les mutations chromosomiques, on distingue les aberrations de structure (aberrations 
chromatidiennes, chromosomiques, micronoyaux) et les aberrations du nombre de chromosomes 
( aneuploïdie ). 

Les réparations peuvent être partielles, sans empêcher pour autant la survie de la cellule. 
L'information génétique erronée sera alors transmise aux cellules filles. A ces mutations peuvent s'ajouter 
des perturbations épigénétiques. Toutes ces perturbations sont impliquées dans l'initiation du processus 
cancérigène (Singer, 1990). 

Il existe 3 mécanismes de réparation de l'ADN : 

- l'excision-resynthèse qui met en jeu plusieurs enzymes : des N-glycosilase qui éliminent 
les bases altérées en laissant des sites apuriniques, des endonucléases apuriniques qui 
coupent les brins d'ADN aux sites apuriniques et des endonucléases spécifiques qui 
excisent les bases altérées. 

-la réparation post-réplicative par recombinaison; ce processus élimine un segment d'ADN 
lésé ou bien permet la tolérance d'une lésion. 

-la réversion in situ du dommage. 

Les mécanismes mis en place pour réparer ces lésions sont aussi à l'origine des mutations. Les 
différents types de lésions de l'ADN sont présentées sur le schéma B (Devoret, 1979); on distingue: 

-les distorsions négligeables, tel que l'alkylation de l'une des bases. 

- les distorsions mineures induites par l'hydratation ou l'absence d'une base. 

- les distorsions majeures provoquées par l'insertion d'un adduit, la dimérisation de deux 
thymidines, le pontage entre deux brins d'ADN ou bien entre un brin d'ADN et une 
protéine. 

- les cassures d'un brin d'ADN ducs à la première phase de la réparation/excision par les 
endonucléases. 

les cassures. des 2 brins d'ADN dont les conséquences biologiques sont l'induction de 
cassures létales de chromosomes. 

Les molécules capables d'endommager l'ADN sont à l'origine d'événements moléculaires et 
cellulaires qui peuvent conduire au développement tumoral. 
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II. MUfAGENESE ET CANCEROGENESE 

1. Les cancérigènes chimiques 

Un des succès de la recherche sur le cancer, pendant les 50 dernières années a été la 
reconnaissance de molécules comme agent de la cancérogenèse (de Serres et Ashby, 1981). On les range 
dans deux grandes catégories : les cancérigènes directs (nitrosométhylurée, diméthylsulfate ... ) et les 
cancérigènes indirects ou procancérigènes qui nécessitent une activation métabolique (hydrocarbures 
aromatiques polycycliques, PCB, amines aromatiques, nitrosamines et certains produits naturels comme les 
aflatoxines .... ). On distingue également les cocancérigènes, molécules très peu cancérigènes par elles
mêmes, mais capables d'augmenter considérablement l'effet d'un procancérigène. 

Les cancérigènes directs sont hautement réactifs, ils affectent les tissus à l'endroit de l'injection ou 
de l'application. Ils ne persistent pas dans l'environnement car ils sont détoxifiés ou neutralisés par les 
constituants nucléophiles lors de leur administration. Ils possèdent des propriétés alkylantes responsables 
de leur interaction avec l'ADN. Ce sont des mutagènes puissants mais des cancérigènes faibles. 

Les procancérigènes existent dans l'environnement sous des formes stables et sont pratiquement 
tous métabolisés au niveau du foie. Ces réactions génèrent l' "ultimate carcinogen", ou des conjugués de 
transport qui libèrent le métabolite actif au niveau des cibles extrahépatiques. 

Dans l'environnement marin, la plupart des polluants ont des propriétés mutagènes et/ou 
cancérigènes. Quelques exemples peuvent être donnés. 

Les PAH sont des initiateurs de cancérogenèse chez les poissons benthiques (Stehn et al., 1988). 
Les PCB, les pesticides organochlorés sont des promoteurs tumoraux (Ogsterle et Demi, 1983; Kobush et 
al., 1989). Certains fongicides (benomyl...) et certains herbicides (trifluralin, atrazine) ont des propriétés 
mutagènes (Quest et al., 1991a, 1991b; Dearfield et al., 1991; Schop, 1991 ; Garriott, 1991). De même 
certains insecticides (fenvalérate) (Surrallès et al., 1990 ; Rani et Rao, 1991) et certains organophosphorés 
(malathion, fenthion, diazinon, dimethoate) induisent des mutations chromosomiques dans les cellules 
humaines (Sobti et al., 1982). Les métaux (Cu, As, Cd, Sn, Hg, Pb) ont des propriétés mutagènes chez les 
mollusques (Rodriguez-Ariza et al., 1992) et sont des cancérigènes potentiels pour l'homme (Costa et al., 
1992; Waalkes et al., 1989; Jongen et al., 1985) ... 

Il est évident que les organismes vivant dans un environnement chimique altéré risquent de subir 
des lésions dans leur génome pouvant conduire à la mutagenèse voir même à la cancérogenèse. 

On doit donc évaluer le pouvoir génotoxique d'un tel environnement et déterminer quels sont les 
dommages génétiques subis par les organismes marins. 

On comprend bien que la génotoxicité résulte d'événements multiples provoqués par l'action 
conjuguée des polluants présents dans l'eau ou les sédiments. Pour ces raisons, on parlera de génotoxicité 
associée à l'environnement marin. 

2. Activation métabolique des cancérigènes 

Les produits chimiques cancérigènes sont métabolisés au niveau de l'hépatocyte par les 
mécanismes enzymatiques de détoxication. Au cours de ces réactions, une fraction échappe à la 
détoxication et génère des métabolites électrophiles et des radicaux libres. Les métabolites électrophiles 
vont pouvoir se lier aux macromolécules comportant des sites nucléophiles comme il en existe sur l'ADN et 
les protéines et sont à l'origine de la formation d'adduits. 
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L'activation métabolique a été démontrée chez Mytilus edulis, Carcinus maenas, Asterias rubens 
(Marsh et al., 1991} et chez de nombreux poissons (Lech et Vodicnik, 1981 ; Varanasi et al., 1987). 
L'induction de tumeurs a été obtenue chez l'huître (Gardner et al., 1991). Dans les cas de néoplasies, chez 
les mollusques bivalves marins, des pollutions ont été fréquemment incriminées (Yevich et Barszcz, 1977; 
Moore et Lowe, 1979). Des corrélations ont été trouvées entre les concentrations en hydrocarbures 
polycliques aromatiques et la fréquence des tumeurs chez les moules de la baie de Yaquina (Orégon, USA) 
(Mix et Shaffer, 1979). Cependant des études in vivo tendent à infirmer cette hypothèse, l'induction de 
néoplasies chez les mollusques, suite à une exposition au pétrole ou à des PAH, n'a pu être démontrée, les 
résultats de certains travaux soutiennent l'hypothèse d'une étiologie virale (Rasmussen, 1986 ; Oprandy et 
Chang, 1983). 

Chez les vertébrés, les poissons présentent un intérêt dans le cadre de la recherche sur le cancer 
(Masahito et al., 1988). Des modèles biologiques sont utilisés à la fois pour des études de cancérogenèse et 
pour la compréhension des effets des divers polluants dans les milieux aquatiques. La plupart des travaux 
sont effectués chez la truite (Bailey et al., 1987 ; 1989 ; 1992). Du fait de la rapidité de formation de 
tumeurs à divers cancérigènes, des poissons de petites tailles (Oryzias latipes, Fundulus grandis, ... ) font 
l'objet d'études de mécanismes de cancérogenèse (Hawkins et al., 1985). 

Du point de vue histologique, les tumeurs ne diffèrent pas de celles rencontrées chez les vertébrés 
supérieurs. La terminologie employée pour ces lésions est directement inspirée de la pathologie humaine et 
des vertébrés supérieurs. Chez de nombreuses espèces de poissons, des néoplasmes ont été mis en évidence 
dans tous les types cellulaires et les organes majeurs, à l'exception du cerveau. La plupart des bases 
moléculaires et biochimiques du cancer (métabolisation des xénobiotiques, activation des proto
oncogènes, progression histologique) seraient similaires chez les poissons et les mammifères. 

Par contre, les influences hormonales et immunologiques sont moins connues. De même, le 
développement de lignées cellulaires établies, nécessaires dans la recherche sur les facteurs de croissance, 
la cartographie génétique n'en sont qu'à leur début dans les études de transfomiation. 

L'apparition de tumeurs chez les poissons marins ou d'eau douce est dans certains cas associée à 
des sites pollués. De nombreux travaux démontrent l'impact de différentes substances cancérigènes sur la 
formation des néoplasies (Hawkins et al., 1986). 

Cependant dans quelques cas de néoplasmes de poissons, une étiologie virale a été établie (Papas 
et al., 1976 ; Mix, 1986 ; Myers et al., 1991 ; Harada et al., 1990 ; Murchelano et al., 1991) et des 
tumeurs sont observées en dehors de toute pollution détectable ou sans relation statistique avec la pollution. 

La situation est différente pour les nécroses, les lésions des nageoires et certains papillomes 
cutanés des poissons pour lesquels une pollution est tenue comme directement responsable (Sindermann, 
1980). Ces observations soulignent que les facteurs responsables (viral, composition chimique) n'agissent 
pas isolément mais dans une étiologie multifactorielle et en association étroite avec les conditions générales 
du milieu (pH, salinité, oxygénation). 

Des liens peuvent exister entre un état pathologique observé en milieu naturel et les 
contaminants spécifiques de l'environnement, mais il est difficile de les analyser avec précision. 

3. Etapes du dé,·eloppement tumoral 

Le passage d'une cellule normale à une cellule maligne suit au moins 3 étapes (Schéma C). A 
partir d'une cellule normale, on passe tout d'abord à une cellule initiée puis à une cellule tumorale et enfin à 
une cellule maligne, douée d'un pouvoir métastasique. La première étape est induite par des agents 
d'initiation, la seconde par des promoteurs de tumeurs et la dernière par des agents de progression. 



..... ... 
~ 
x 
0 ... 
0 ... 
>u 

11 

CANCERIGENES CHIMIQUES 

' ' Procancérlgènes 
lrfactlfs 

' Activation métabolique 

t 
Métabolite actif 

t 

Cancérigènes 
directs 

! 
L lai sons avec récepteurs spécl flques 

(macromolécules cellulaires: ADNl 

' Excision/Réparation 

' Fixation 

' Cellule Initiée Cellules 
non Initiées Activation oncogén1que 

Promoteurs ' " crolssancfsélectlve 
' """ Résistance a la tOXICité 

Expression gétque modifiée 
oncogenes exprimes 

' Cellules néoplasiques atypiques 

' Croissance tumorale autonome 

+ Tumeur différenciée 

' Cancer Indifférencié 

Initiation 
Irréversible 

! 
Promotion 
réversible 

p 
l 

Progress lon 
Irréversible 

Schéma C: Etapes de la cancérogenèse chimique (d'après Lafaurie, 1991). 

L'initiation est un phénomène résultant de l'effet de molécules génotoxiques qui induisent des 
lésions cellulaires non décelables mais persistantes et transmissibles au cours des générations. C'est un 
phénomène génétique correspondant à l'établissement d'une mutation, une seule dose peut suffire à établir 
cet état. Cette mutation se traduit par une contrainte telle que la structure en double hélice de l'ADN ne peut 
être maintenue.' Il a été montré que la modification d'une seule base est capable de déstabiliser la double 
hélice sur une distance de plusieurs nucléotides. Dans ce cas la réplication est bloquée et les mécanismes 
mis en place pour réparer ces lésions sont à l'origine des mutations. 

La promotion est une étape plus longue, elle nécessite des doses répétées de l'agent promoteur. 
Cet agent (les esters de phorbols, PCB, pesticides organochlorés, ... ) est considéré comme non cancérogène 
par lui-même, mais il est capable de stimuler l'expression néoplasique dans les cellules initiées. Cet effet 
promoteur est réversible jusqu'à un certain stade et induit des modifications phénotypiques décelables: 
l'agent promoteur est supposé modifier le modèle normal de l'expression génique. Lorsque les cellules 
atteignent le stade de cellules néoplasiques, la croissance devient autonome et conduit à l'établissement de 
la tumeur décelable cliniquement. Cet état est irréversible. · 
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La progression tumorale résulte de la capacité des nodules, polypes ou papillomes à évoluer vers 
un phénotype franchement transformé. Ce phénotype est caractérisé par l'apparition au sein de la tumeur de 
populations cellulaires ayant la capacité d'invasion et de formation de métastases et possédant des 
modifications génétiques nouvelles. 

4. Modifications génétiques associées à la cancérisation 

Deux types de modifications sont fréquemment retrouvées: les translocations chromosomiques et 
les amplifications géniques. 

Translocations chromosomiques 

Ces anomalies sont bien connues dans le lymphome de Burkitt. Une partie du chromosome 8 
portant l'oncogène c-myc fait l'objet d'un transfert sur les chromosomes 14, 2 ou 22. Quel que soit le type 
de lymphome étudié, son association au virus d'Epstein Barr est fréquente. Dans certains myélomes et 
plasmocytomes induits par voix chimique, on connaît des anomalies équivalentes portant sur le proto
oncogène c-mos. 

Amplifications géniques 

Elles peuvent être mises en évidence par coloration des chromosomes en métaphase. Ce type 
d'anomalie est appelée HSR (homogeneously staining regions). On trouve également des régions 
semblables à des corps des chromatides soeurs de petites taille, ce sont les chromosomes double minute. 

III. MODIFICATIONS GENIQUES ASSOCIEES A lA CANCEROGENESE 

1. Activation des proto-oncogènes 

1.1. Identification des proto-oncogènes au cours de l'évolution 

Une des conséquences majeures des modifications génétiques sont les modifications de la 
structure et de l'expression de gènes ou modifications géniques. Elles sont particulièrement grave lorsqu'il 
s'agit de gènes contrôlant la croissance et la différentiation tel que les proto-oncogènes et les ·gènes 
suppresseurs de tumeurs. 

Sous leur forme normale, les proto-oncogènes cellulaires sont des gènes fondamentaux pour la 
vie de la cellule. En général, ils sont fortement conservés au cours de l'évolution des espèces. Au cours de 
ces dernières années, un effort considérable a été entrepris pour identifier les tumeurs et néoplasmes chez 
les populations sauvages, et pour développer des modèles expérimentaux de cancérogenèse utilisant 
essentiellement les poissons et les mollusques. Cependant très peu de travaux sont entrepris pour 
rechercher l'expression de ces gènes au cours de la cancérogenèse. 

Chez les Mollusques, la recherche de proto-oncogène a été entreprise en exploitant la 
conservation des séquences et en appliquant les techniques d'hybridation moléculaire. Ainsi chez la moule 
(Mytilus edulis), une partie du proto-oncogène rho (ras-homologue) a été cloné et séquençé (Noel et al., 
1992). Ce résultat correspond au premier proto-oncogène décrit chez un mollusque bivalve. Un gène rho 
montrant 35% d'homologie au niveau des acides aminés avec Ha-ras a également été identifié chezAplysia 
californica (Madaule et Axel, 1985). 

j 
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Chez les Echinodermes, le proto-oncogène mye a été cloné ct séqucnçé par Walker et al. (1992) 
chez l'étoile de mer (Asteria vulgaris). Auparavant, ce gène avait été observé chez l'oursin (Mifflin et 
Robinson, 1988). Aucun oncogène spécifiquement associé au processus de tumorisation n'a été 
identifié chez ces organismes. 

Chez les Crustacés, seul l'oncogène ras d'Artemia sp. a été identifié et séquençé (Diaz-Guerra et 
al., 1989). La séquence présente 75-80% d'homologie avec les gènes homologues de Drosophi/a 
melanogaster ou de mammifères et seulement 50-60% avec ceux d'eucaryotes inférieurs (Saccharomyces 
cerevisiae, Dictyostelium discoideum ). 

Chez les Insectes, les études de biologie moléculaire du développement ont contribué à 
l'identification de séquences de type oncogène, notamment chez la drosophile. Les gènes ras et ab/ ont été 
séquençés (Shilo ct Weinberg, 1981). Le gène ab/ a été également séquençé chez Calliphora 
erythrocephala (Durica et al., 1987). Chez le nématode Caenorhabditis e/egans, plusieurs séquences 
homologues d'oncogènes ont été détectées par hybridation avec des séquences oncogènes de virus. Seul le 
gène abl a été caractérisé et séquençé (Goddard et al., 1986). 

Chez les vertébrés inférieurs le gène ras fut le premier oncogène identifié chez Carassius auratus 
(Nemoto et al., 1986). De même, chez la truite arc-en-ciel, Van Beneden et al. {1986) ont séquençé le 
gène mye. Le gène ras a également été séqucnçé chez la truite-arc-en-ciel (Mangold et al., 1991). 
Depuis, plusieurs oncogènes ont été séquençés, notamment chezXiphophorus (Schartl et al., 1990) et leur 
expression a été suivie dans des tissus embryonnaires, adultes et transformés (Maueler et al., 1988). Chez 
Microgadus tomcod (Wirgin et al., 1989) et Pseudopleuronectes americanus (Mac Mahon et al., 1988), 
l'oncogène Ki-ras activé par mutation ponctuelle au niveau du codon 12 a été détecté dans des tumeurs. Ce 
phénomène est identique a celui décrit chez les vertébrés supérieurs (Barbacid, 1990) et a été observé pour 
l'oncogène N-ras chez Limanda limanda vivant en présence de sédiments contaminés de la mer du Nord 
(Moore et Evans, 1992). 

Chez les Vertébrés supérieurs, l'analyse cytogénétique et moléculaire des cancers est réalisée afin 
de mieux comprendre les mécanismes d'activation. Dans le cas des tumeurs malignes, des anomalies de 
ploïdie, incluant aneuploïdie et hyperploïdie, sont fréquentes. 

L'analyse quantitative de l'ADN par la technique de cytométrie en flux permet une étude 
cytogénétique rapide sur de nombreuses cellules. Elle s'est généralisée au détriment de la caryologie et de 
l'autoradiographie. Les informations recueillies ont une valeur pronostique dans l'évaluation de la survie de 
patients atteints de divers types de cancers. 

L'analyse moléculaire constitue une approche nouvelle qui tend à être appliquée au diagnostic 
génétique de certains cancers. Elle émane des études menées chez les mammifères et sur les modèles 
cellulaires, ayant démontré de manière évidente que certains gènes sont associées à la cancérogenèse 
(proto-oncogènes, gènes suppresseurs de tumeurs). 

1.2. Fonctions des proto-oncogènes 

Actuellement, le cancer est considéré comme une maladie des gènes (Land et al., 1983; Barbacid, 
1987). Cette théorie est basée sur la découverte de gènes cellulaires, les proto-oncogènes, dont le 
dysfonctionnement entraîne l'apparition des caractéristiques tumorales (Vasseur, 1989). 

On sait que les oncogènes portés par les rétrovirus proviennent de gènes d'origine cellulaire, 
modifiés au cours d'événements de recombinaison et découverts en 1976 pour l'oncogène src (Stéhelin et 
al., 1976). 
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On parle de proto-oncogène pour décrire un gène cellulaire sous son état normal et de proto
oncogène activé pour évoquer le même gène devenu transformant ou oncogène {littéralement gène du 
cancer). Ces gènes ne deviennent transformants que suite à des altérations qualitative eVou quantitative de 
leur expression, on parle d'activation du proto-oncogène. 

On connaît actuellement une centaine de proto-oncogènes et les produits de ces gènes peuvent 
être regroupés en famille correspondant à des fonctions, à des activités et à des localisations similaires dans 
la cellule (tableau 1). 

Certains sont des facteurs de croissance, d'autres sont des récepteurs membranaires de facteurs de 
croissance (tyrosine kinase, "reccptor-like proteins"). D'autres sont des protéines associées à la membrane 
plasmique ayant une activité GTPase (superfamille des gènes ras). D'autres sont des protéines 
membranaires ou cytoplasmiques (tyrosine-kinase, sérine/thréonine-kinase). Enfin certains codent pour 
des protéines de localisation nucléaire (tyrosine-kinase, activateur transcription, récepteur nucléaire). 

On peut donc dire que ces proto-oncogènes ont un rôle dans la transduction des signaux 
mitotiques où sont eux même des signaux mitotiques. Il est certain que ces signaux fonctionnent au cours 
du développement des premières cellules embryonnaires et plus tard lors de la différentiation et de la 
croissance cellulaire. 

On peut citer les proto-oncogènes de la famille ras et ceux de la famille mye et rappeler 
brièvement quelles sont leurs fonctions. 

Les gènes de la famille ras (Harvey-ras, Kirsten-ras, N-ras) codent pour une protéine, p21ras, 
capable de fixer le GTP, le GDP et qui possède une activité GTPase (Bos, 1989). Elle est localisée à la face 
interne de la membrane plasmique. Les propriétés biochimiques de la p21ras sont celles des protéines G 
impliquées dans la transduction des signaux de division et associées au contrôle de la croissance cellulaire 
et de la différentiation. 

Les proto-oncogènes de la famille mye, (c-mye, N-mye et L-mye), codent pour une protéine 
nucléaire. La dérégulation de c-myc a été observée dans différents types de cancer {Cole, 1986) et son 
expression est reconnue comme associée à la croissance (Kelly et al., 1983). On pense donc que les 
protéines mye ont un rôle majeur dans le contrôle de la différentiation et de la croissance. c-mye est le 
premier gène identifié de la famille mye, il est l'homologue cellulaire de l'oncogène viral v-mye, 
responsable de leucémie chez le poulet (Sheiness et Bishop, 1979). Par la suite, des gènes mye ont été 
identifiés dans des tumeurs humaines. N-mye et L-mye ont été isolés respectivement à partir de 
neuroblastomes et de carcinomes du poumon. Ces gènes sont fortement exprimés et amplifiés, ils 
présentent une forte homologie avec c-mye. 

""., 
\ 
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Localisation des produits Proto-oncogène Caractéristiques des produits 

Membrane cytoplasmique sis Homologie avec un facteur de croissance : chaîne f:3 
(face externe) c-int2 du PDGF 

c-hst 

Homologie avec un récepteur de facteur de croissance : 
Membrane cytoplasmique erbB-1 récepteur de l'EGF 
(trans-membrane) fms récepteur du CSF-1 

ros Homologie avec récepteur de l'insuline 
trk 
met 
neu/crbB-2 

Membrane cytoplasmique src Activité tyrosine-kinase 
(face interne) y es 

fgr 
lck 
fes/fps 
ras Activité GTPase 

(homologie avec protéines G) 

Cytoplasmique miJ/raf Activité sérine/thréonine-kinase 
mas 

Nucléaire mye Activateurs géniques ? 
myb 
fos 
rel 
jun Activité APl 
er bA Récepteur des hormones thyroïdiennes T3, T4 
ets 
rel 
abl Tyrosine-Kinase 

Tableau 1: Localisation des produits des proto-oncogènes par rapport à la cellule (d'après D. STEHELIN, 
1988). 
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1.3. Mécanismes d'activation des proto-oncogènes 

L'activation d'un proto-oncogène dépend soit de modifications qualitatives (modifications de sa 
séquence), soit de modifications quantitatives (modifications de son expression), soit des deux à la fois. 

Avant de parler de l'activation de proto-oncogènes par une substance chimique il est important de 
rappeler qu'il existe d'autres modes d'activation. 

*Activation par translocation chromosomique 

Les anomalies caryotypiques (translocation, inversions, délétions) des cellules tumorales sont à la 
base de théories sur l'origine génétique du cancer. Ces anomalies se produisent dans n'importe quelles 
régions du génome et affectent les oncogènes tel que mye, mos, fms, ets, ab/ et le gène de la p53 (anti
oncogène). 

L'étude du gène mye a apporté pour la première fois la preuve qu'une translocation pouvait 
affecter un proto-oncogène. Elles provoquent une dérégulation de l'expression de mye, sans pour autant 
modifier le produit du gène (activation quantitative). Par contre l'activation du proto-oncogène ab/ aboutit 
à la modification du produit du gène (activation qualitative). 

*Activation par amplification 

Dans des tumeurs humaines, on observe des amplifications de régions chromosomiques portant 
certains oncogènes. Il est frappant de constater que les gènes de la famille mye sont les plus fréquemment 
atteints. Dans les tissus portant un proto-oncogène amplifié, l'expression de l'ARN messager correspondant 
est accrue. 

Cette caractéristique justifie la possibilité d'utiliser l'amplification d'un proto-oncogène comme 
marqueur permettant un meilleur diagnostic de l'évolution des tumeurs. · 

*Activation par mutation ponctuelle 

Des études in vitro ont montré que l'activation de proto-oncogènes par mutation ponctuelle peut 
aller jusqu'à la transformation néoplasique (Fasano et al., 1984; Marshall, 1984). L'activation peut être 
obtenue par mutation ponctuelle portant sur une seule base. Ceci est illustrée de manière spectaculaire par 
les proto-oncogènes de la famille ras. 

Les gènes ras sont les plus fréquemment activés dans les tumeurs (Barbacid, 1987). Différents 
modèles d'étude ont montré que les cancérigènes chimiques provoquaient des mutations spécifiques dans 
les gènes ras (tableau 11). 

Dans ces tumeurs, des mutations ponctuelles sont systématiquement retrouvées au niveau des 
codons 12, 13, 59 ou 61 (tableau III). Ces mutations provoquent un changement d'acide aminé dans la 
protéine et sont responsables du pouvoir oncogène des gènes ras. On sait par exemple que pour le gène 
Ha-ras, l'acide aminé en position 12 sur la protéine (Glycine) est indispensable au fonctionnement de la 
protéine p21ras. La substitution de Gly par n'importe quel autre acide aminé (excepté la Praline) provoque 
l'activation du proto-oncogène ras. Les autres cas de mutations ponctuelles des gènes de la famille ras sont 
répertoriées dans le tableau III. 
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Gènes Animal Carcinogène Tumeur 

rat NMU carcinome mammaire 

DMBA 

DMBA carcinome peau 

souris carcinome mammaire 

H-ras-1 DB(c,h}ACR carcinome peau 

N-OH-2AAF cancer du foie 
vc 

cochon d'inde 3MNCA transformation de 
B(a}P cellules foetales 
MNNG 
DEN 

rat 1,8-DNP2 fibrosarcome 

MMN T. du mésenchyme rénal 

fibrosarcome 

K-ras-2 souris 3MCA lymphomeT 

fibroblastes transformés 

B(a)P fibrosarcome FS6M1 

N-ras souris NMU lymphome thymique 

rat MMN T. du mésenchyme rénal 

Tableau II : Activation des proto-oncogènes c-ras dans des tumeurs expérimentales {d'après M. 
VASSEUR, 1989). DMBA : diméthylbenzathracène ; NMU : N-nitroso-N-méthylurée ; 
DB(c, h)ACR: dibenz{c, h)acridine; N-OH-2AAF: N-hydroxy-2 acetyl aminofluorène; 
VC: vinyl carbamate; 14-0H-2', 3'DHE: 1'-hydroxy-2', 3'-dehydroestragole; 3MCA: 3-
méthylcholanthrène ; B(a)P : benzo(a)pyrène ; MNNG : N-méthyl-N-nitro-N
nitrosoguanidine ; DEN : dicthylnitrosamine ; 1,8-DNP2 : 1,8-dinitropyrène ; MMN : 
méthyl(méthoxyméthyl)nitrosaminc. 

-"" ---
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Gène Position Acide aminé Acide aminé Cancérigène Animal 
du codon normal substitué 

12 Gly Glu NMU rat 
GGA GAA 

12 Gly Al a DMBA lapin 
GGC GCA 

Cys DMBA lapin 
TGC 

Gin Leu DMBA 
CAA CfA Uréthane 

1'-0H-2' OHE 

H-ras 61 Arg 1'-0H-2'DHE souris 
CGA 

Lys N-OH-2AAF 
AAA DEN 

Gin Leu DMBA lapin 
CAG erG 

12 Gly Cys 1,8- DNP2 rat 
GGT TGT 

K-ras 13 Gly Arg DMBA souris 
GGC CGC 

12 Gly Val N-OH-2AAF souris 
GGT GTT DEN 

N-ras 13 Gly Cys N-OH-2AAF souris 
GGT TGT DEN 

61 Gin Lys 4-AAB* souris 
CAA AAA NMU 

* 4-Aminoazobenzene 

Tableau III: Mutations ponctuelles de c-ras dans des tumeurs provoquées par de cancérigènes chimiques. 
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*Effets des cancérigènes chimiques sur les proto-oncogènes de la famille ras 

Pour certains cancérigènes, le mécanisme à l'origine de l'activation est connu (tableau III). 

On sait par exemple que le pouvoir cancérogène du benzo(a)pyrène réside en sa fixation au 
niveau des résidus Guanine de l'ADN. 

La N-nitroso-N-méthyluréc (NMU) agit par méthylation de l'ADN. Elle produit des 06-méthyl 
guanine que les ADN polymérases interprètent comme des résidus Adénine. La NMU provoque des 
mutations ponctuelles spécifiques G->A. L'activation du gène Ha-ras dans les tumeurs induites par le 
NMU passe toujours par une mutation du codon 12, c'est à dire la transformation GGA en GAA. 

L'éthylnitrosourée (ENU) provoque la mutation du codon 12 du gène Ha-ras par alkylation. 
Cette mutation est capable de transformer les cellules NIH3T3, le pouvoir transformant n'est atteint que 
pour un taux relativement élevé d'alkylation (Yamasaki et al., 1992). 

Le diméthylbenzanthracène (DMBA) agit au niveau des bases Adénine et Guanine et provoque 
des mutations du codon 61 du gène Ha-ras, et du codon 12 du gène Ki-ras (Brown et al., 1990). Il 
provoque majoritairement une conversion A->T et G->C. D'autres hydrocarbures sont connus pour 
interagir avec les résidus Guanine (Brown et al., 1990). 

Pour le 2-Acétylaminofluorène (2-AAF), son métabolite le 2-acétoxy-N-2-acétyl 
aminofluorène {2-AAAF) forme des adduits à l'ADN au niveau des résidus Guanine. 

L'activation des proto-oncogènes survient dans les différentes étapes du développement tumoral. 
Ces caractéristiques sont particulièrement intéressantes puisqu'elles font des oncogènes des "marqueurs 
potentiels" de mutagenèse ou de cancérogenèse (Schéma C). 

1.4. Rôle des oncogènes dans l'initiation 

Les mutations ponctuelles dans les gènes ras sont impliquées dans les stades précoces du 
développement tumoral (Barbacid, 1987). La première preuve a été apportée tout d'abord par l'étude de 
tumeurs précancéreuses de la peau chez la souris, initiée par le DMBA et traitée ensuite par un promoteur, 
le phorbol12-myristate 13-acétate (PMA) (Balmain et Pragnel, 1983). 

De ces études il est apparu que les mutations dans le gène ras sont dormantes, c'est à dire que 
d'autres événements sont nécessaires à la progression vers un état néoplasique. 

Ce mécanisme a été proposé par Kumar {1990) pour les gènes Ki-ras et Ha-ras, et montré de 
manière évidente par Nelson et al. (1992) pour le gène Ha-ras dans l'épiderme de souris traitées par le 
DMBA ou l'uréthane. La mutation est stabilisée et détectable après 2 cycles de réplication de l'ADN (7 
jours après le traitement par l'agent mutagène). 

D'autres informations ont été apportées par les études de transfection. La transfection par 
l'oncogène ras ne permet pas d'obtenir un phénotype de cellule transformée. L'intervention d'un deuxième 
oncogène (mye, myb ou fos) ou d'un promoteur de tumeur (TPA) est nécessaire. 

Ces expériences miment la séquence des événements intervenant pendant l'initiation et la 
promotion tumorale in vivo: il semblerait qu'un agent promoteur agisse en activant spécifiquement les 
oncogènes nucléaires comme mye, myb etfos. 

D'après ces observations, on pourrait dire que puisque l'activation des gènes ras n'est pas 
suffisante au développement de la tumeur, elle peut être considérée comme un marqueur précoce du 
développement tumoral (Sukuman, 1990). 
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L'amplification des oncogènes mye est observée au cours de la progression tumorale; il en est de 
même pour les gènes ras. En plus des mutations, certains gènes peuvent perdre un allèle, c'est le cas des 
gènes ras et des gènes suppresseurs de tumeurs dont nous reparlerons plus loin. 

Une surexpression des oncogènes (c-Ha-ras, c-raf, c-yes, c-erbA, c-erbB) est observée dans 
le foie de rats traités par différents PCB (Jenke et al., 1991). Dans des hépatocarcinomes induits par la 
diéthylnotrosamine (DENA} chez le rat, une surexpression de l'oncogène c-fos est observée (Corral et al., 
1985). 

Dans le diagnostic de certains cancers, le taux des messagers ou des protéines des gènes sités est 
déterminé. Ces gènes sont considérés comme des marqueurs de cancérogenèse. 

2. Inactivation des anti-oncogènes 

Les an ti-oncogènes sont aussi appelés oncogènes récessifs ou gènes suppresseurs de tumeurs. 
On a formulé l'hypothèse de gènes régulant de façon négative la prolifération cellulaire et dont l'inactivation 
des deux allèles conduirait à la transformation (d'où l'appellation d'oncogènes récessifs). Un certain nombre 
de gènes régulant négativement la prolifération ont alors été identifiés. Pour deux d'entre eux, Rb et p53, 
leur produit a été particulièrement étudié. Lorsque ces gènes sont inactivés, ils ont une fonction d'oncogène 
(Sager, 1989). 

La protéine 105Rb codée par le gène Rb est une protéine nucléaire. Cest une protéine 
phosphorylée et son degré de phosphorylation varie au cours du cycle cellulaire, elle n'a pas été identifiée 
chez les invertébrés. 

La version normale de la protéine p53 présente des propriétés d'inhibition de la croissance. 
Dernièrement, Farmer et al. (1992) ont montré qu'elle possédait in vitro des propriétés d'activateur de 
transcription. II semblerait qu'il y ait au moins deux classes de mutations: des mutations non sens et des 
mutations affectant l'un des cinq domaines conservés au cours de l'évolution et activant le pouvoir 
oncogène. Ces mutations sont comprises entre les acides aminés 120 à 280; les mutations 175, 248 et 273 
sont les plus fréquemment rencontrées dans les tumeurs (Levine et al., 1991). Elles sont associées à une 
surexpression de la protéine dans des cellules transformées par les UV, le méthylcholanthrène et dans les 
tumeurs (Davidoff et al., 1991; Shea et al., 1992; Metcalf et al., 1992). 

L'inactivation de la p53 est un des nombreux événements génétiques du développement tumoral. 
n commence à être utilisé comme marqueur pour le diagnostic génétique des cancers (D'Arnica et al., 
1992). Néanmoins cette étude est moins avancée que pour les gènes de la famille ras et le mécanisme 
d'action des cancérigènes chimiques est moins connu. Toutefois, la présence de la p53 mutée (codon 238) a 
été observée dans des cellules épithéliales rénales immortalisées par le nickel (Maehle et al., 1992). 

3. Génotoxicité et ADN mitochondrial 

L'ADN nucléaire n'est pas la seule cible des cancérigènes, l'ADN présent dans les mitochondries 
est une cible préférentielle de ces molécules (revue: Corral et al., 1990). 

Dans le règne animal, l'ADN mitochondrial {ADNmt) se présente sous la forme d'une molécule 
bicaténaire circulaire et surenroulée de 16 à 20 kb. La séquence nucléotidique complète a été déterminée 
chez l'homme, la souris, le boeuf, le xénope et la drosophile {Attardi et Schatz, 1988) 
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A la différence de l'ADN nucléaire, ce qui le rend particulièrement sensible à l'action d'un 
génotoxique, l'ADNmt est codant sur toute sa longueur (excepté l'origine de réplication). Il code pour des 
protéines de la chaîne respiratoire, des ARN ribosomaux et des ARN de transfert. Il se distingue par son 
mode d'expression, aboutissant à un premier ARN polycistronique, ct par sa réplication très active. Les 
mécanismes régulant l'expression des gènes sont encore mal connu. 

Il n'est pas surprenant que l'ADNmt soit la cible privilégiée des cancérigènes chimiques et que les 
lésions provoquées soient persistantes : 

- l'ADNmt est peu complexé aux protéines histones, alors que l'ADN nucléaire est protégé 
d'une certaine manière par ces protéines 

- l'ADNmt ne possède pas de systèmes de réparation très efficaces et les lésions provoquées 
par les agents chimiques peuvent persister au cours des réplications successives si les 
molécules lésées ont conservé leur capacité de réplication 

- les cancérigènes chimiques se fixent préférentiellement à l'ADNmt 

Ceci a été montré en utilisant des composés marqués. Ainsi les hydrocarbures aromatiques 
polycyliques ajoutés à des cellules embryonnaires de souris se fixe 50 à 500 fois plus à I'ADNmt qu'à 
l'ADN nucléaire. L'effet mutagène des cancérigènes sur l'ADNmt a été étudié sur la levure S. cerevisiae. 
Wilkie et al. (1983) ont montré que sur 18 agents cancérigènes étudiés, 15 augmentaient significativement 
la fréquence des mutations "petites". Les mutations "petites colonies" correspondent à une délétion totale 
ou partielle de l'ADNmt, elles ont été isolées par Ephrussi (1953). 

Ces lésions de l'ADNmt peuvent entraîner des altérations ou la perte de la fonction 
mitochondriale (respiration, métabolisme). De plus en plus, il apparaît que les cancérigènes chimiques, qui 
sont à l'origine d'un grand nombre de tumeurs, peuvent se lier à l'ADNmt et provoquer des mutations 
(Corral et al., 1990). On ne peut cependant affirmer que l'ADNmt est modifié dans toute les cellules 
cancéreuses. 

L'étude de l'intégrité de l'ADNmt d'organismes marins vivant dans un environnement chimique 
altéré devrait être envisagée compte tenu du degré élevé de fixation des PAH sur cette molécule. Jusqu'à 
maintenant, aucune étude de mutagenèse sur l'ADNmt n'a été effectuée chez les organismes marins. 
L'ADNmt est seulement analysé dans les études de polymorphisme chez les organismes marins. 
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METHODOLOGIES EN TOXICOLOGIE GENETIQUE 
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ll existe un grand nombre de méthodes d'évaluation de la génotoxicité. Les lignes directrices de 
l'OCDE proposent environ quinze essais différents (OCDE, 1987). Les essais présentent des critères 
d'acceptabilité bien établi. Ils peuvent nous indiquer : 

- la nature du changement génétique 

- la capacité métabolique du système d'essai 

- l'ampleur de l'exposition et de la réparation 

- la valeur prédictive de l'essai en terme de pouvoir mutagène et cancérogène 

La classification générale des essais est présentée dans le tableau IV. Ces essais constituent des 
tests à court terme destinés à déceler la génotoxicité. Il faut noter qu'il existe d'autres essais sur le pouvoir 
mutagène en utilisation ou en cours de mise au point, qui, en l'absence d'une ligne directrice de l'OCDE, 
peuvent également être utiles. Les essais transférés dans l'environnement marin sont présentés dans la 
partie droite du tableau. 

Essais reconnus dans les lignes directrices de l'OCDE 

Essais relatifs aux mutations géniques 
Essai de mutation réverse sur Salmonella typhimurium. 
Essai de mutation réverse sur Escherichia coli. 
Essai de mutation génique sur des cellules de mammifères en culture. 
Essai de mutation létale récessive liée au sexe chez Drosophila melanogaster. 
Essai de mutation génique sur Saccharomyces cerevisiae. 
"Spot test" chez la souris. 

Essais relatifs aux aberrations chromosomiques 
Essai cytogénétique in vitro. 
Essai cytogénétique in vivo. 
Essai du micronucléus. 
Essai de mutation létale dominante. 
Essai de translocation héréditaire chez la souris. 
Essai cytogénétique de cellules germinales de mammifère. 

Essais relatifs aux effets sur l'ADN 
Lésion et réparation d'ADN- Synthèse non programmée de l'ADN in vitro. 
Essai de recombinaison mitotique sur Saccharomyces cerevisiae. 
Essai in vitro d'échange de chromatides-soeurs. 

Essais non reconnus dans les lignes directrices de l'OCDE 
Adduits à l'ADN 
Cassures simple brin 

Tableau IV : Classification générale des essais 

Essais appliqués à l'environnement marin 

Méthode de fluctuation appliquée 
au test d'Ames (Hubbard, 1984) 

Embryons de poissons (Daniels et al., 1989) 
Huîtres, moules (Wrisberg, 1990) 

Poissons (Moore & Stegman, 1991) 

Poissons, amphibiens 
(Van der Gaag et al., 1990) 

Poissons, moules (Dunn et al., 1987, Kurelec) 
Poissons, mollusques exposés aux BaP 
(sédiments, eaux) 
(Shugart 1988 ; Nacci, 1992) 
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1. MUTATIONS GENIQUES 

1. Tests sur bactéries 

1.1. test d'Ames 

Les méthodes de détection des cancérigènes chimiques ont pris un essor considérable quand en 
1975, Ames et ses collaborateurs ont mis au point un test de mutagenèse. Ce test a permis d'établir les 
relations entre mutagénèse et cancérogenèse (Ames et al., 1975). 

Ce test permet d'évaluer le pouvoir mutagène d'un xénobiotique. La corrélation est bien établie 
avec le pouvoir cancérigène de certaines classes chimiques et la base de données est importante. Ce test, 
limité au système procaryote, nécessite un système exogène d'activation métabolique. L'extrapolation à 
l'animal est donc difficile. 

Ce test utilise plusieurs souches mutantes de bactéries Salmonella typhimurium porteuses d'une 
mutation dans l'un des gènes responsable de la synthèse de l'acide aminé Histidine. La croissance de ces 
bactéries mutantes nécessite donc la présence d'Histidine. En présence d'un agent mutagène, on évalue le 
taux de bactéries révertant sur milieu non permissif. Seules les bactéries ayant subi une mutation qualifiée 
de réverse pourront proliférer. Certaines souches ont des mutations frameshift et le phénotype mutant peut 
être retrouvé par des agents toxiques induisant des mutations frameshift et d'autres types de souches ont des 
bases substituées (nucléotides altérés) et le phénotype sauvage est réverté par des agents induisant des 
substitutions de bases (DeMarini, 1991). 

Le test d'Ames sur Salmonella typhimurium est utilisé pour évaluer la mutagénicité des polluants 
dans l'eau et les sédiments. Associé à des techniques performantes de concentration et d'extraction des 
molécules présentes dans les sédiments ou dans l'eau, cette technique est encore appliquée aujourd'hui 
(Hashizune et al., 1992). Toutefois, la limite essentielle de ce test vient du fait que la plupart des 
contaminants chimiques sont mutagènes après avoir subi une activation métabolique (Maccubin et al., 
1991). Cependant, récemment des travaux réalisés par Narbonne et al. {1993) ont clairement démontré que 
la fraction postmitochondriale S9 extraite de la glande digestive de moule (Mytilus galloprovincialis) 
pouvait activer le benzo(a)pyrène et le 2-aminoanthracène. Les métabolites se sont avérés mutagènes sur 
bactéries (test d'Ames). Ces travaux montrent que, dans certaines conditions, le test d'Ames est applicable à 
l'environnement marin. · 

Ce test, réalisé à l'origine sur en milieu solide, a été adapté en milieu liquide Q-lubard, 1984). Il est 
réalisable directement sur les eaux douces sans préparation des échantillons. Une étude comparative 
(micronoyaux, SOS chromotest, Ames) réalisée par Le Curieux et al. (1993) révèle que ce test est très 
sensible. 

2. Tests sur cellules eucaryotes : analyse moléculaire de la mutagénèse 

Gènes présentant un avantage sélectif 

Les mutations géniques peuvent être mise en évidence sur des cellules eucaryotes en culture au 
locus de gènes présentant un avantage sélectif. C'est le cas des locus Hypoxanthine-guanine 
Phosphorybosyl Transférase (HPR1), Thymidine Kinase (TK), APRT {Adénine Phosphorybosyl 
Transférase), Na+/K+ ATPase (tableau V). 

Pour déterminer le pouvoir mutagène d'agents génotoxiques au locus de ces gènes, il faut 
déterminer l'effet cytotoxique et la fréquence des mutations. Par le suite une étude qualitative permettra de 
déterminer le type de mutations au niveau moléculaire. On peut citer le cas du gène HPRT (Jones et al., 
1985) qui est sans doute le mieux caractérisé (schéma D). 
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Génotype Fonction du gène Type de mutations Agent sélectif 

HPRT 6-Thio-guanine 

APRT+/- Enzymes non Large spectre de Dia Amino Purine 
essentielles mutations 

TK+/- Bromodeoxyuridine 

Na+/K+ Enzymes essentielles Substitution de bases Ouabaïne 
ATPase 
EF2 Toxine diphtérique 
(Facteur d'élongation n• 2) 

Tableau V : Gènes présentant un avantage sélectif. 
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Différents facteurs ont contribué au développement du gène HPRT comme gène marqueur dans 
les études de mutagenèse : 

comme gène lié au chromosome X, HPRT est hémizygote dans les cellules mâles et 
fonctionnellement hémizygote dans les cellules femelles, ce qui rend ce locus 
particulièrement utile à l'étude des mutations récessives 

- HPRT est une enzyme non essentielle à la croissance de cellules en culture puisque les 
purines peuvent être fournies par une synthèse de novo. La résistance aux analogues 
toxiques des purines (6-thio-guanine, 8 aza-guanine) vient de la perte de fonction du 
gène HPRT (Stout et Caskey, 1985) 

Les délétions, insertions, mutations ponctuelles produites dans le gène sont responsables de la 
perte de fonction de l'enzyme. L'analyse moléculaire par les techniques de PCR {Kôberle et al., 1993), 
Southem blot, Northem blot, permet à la fois l'identification des mutants et l'analyse des mécanismes 
moléculaires à l'origine des mutations. Pour les délétions, des translocations chromosomiques sont 
impliquées. Les mutations ponctuelles seraient responsables des mutations spontanées ou provoquées par 
les UV. 

Ces systèmes tests in vitro ont été utilisés pour étudier la génotoxicité des rejets et effluents 
industriels (revue Houk, 1992). 

Plusieurs raisons peuvent encourager le développement de ces études in vivo chez le poisson : 

- de nombreux agents mutagènes et/ou cancérigènes induisent des mutations au locus HPRT 
in vivo; 

- de part sa taille {41,5 Kb chez l'homme), ce gène est particulièrement sensible aux agents 
génotoxiques. 

La séquence du gène HPRT est connue chez l'homme, le hamster et la souris (Melton et al., 1984; 
Konecki et al., 1982; Jolly et al., 1983). La séquence du eDNA est maintenant connue chez le rat (Jansen et 
al., 1992). Elle n'est pas connue chez les poissons. 

Gènes ne présentant pas un avantage sélectif 

L'analyse moléculaire de la mutagenèse est parfois effectuée dans le diagnostic des cancers chez 
l'homme. Les gènes étudiés (proto-oncogènes, anti-oncogènes) sont des marqueurs de mutagenèse et des 
marqueurs potentiels de cancérogenèse. 

Chez les poissons marins, il apparaîtrait que l'expression d'oncogènes est associee à la 
cancérogenèse comme chez les mammifères (Mc Mahon et al. 1988, 1990). La présence du proto
oncogène Ki-ras activé a été décelée dans des lésions hépatiques cancéreuses chez Pleuronectes 
america nus vivant dans un milieu pollué par des P AH. 

Des résultats plus récents de Moore et Evans {1992) viennent renforcer cette hypothèse : 
l'expression de l'oncogène N -ras est observée chez Limanda limanda vivant en présence de sédiments 
contaminés de la mer du Nord. 

L'analyse moléculaire de la mutagenèse constituerait une approche nouvelle chez les 
poissons. Jusqu'à présent elle a été abordée par J'analyse moléculaire de la protéine mutée en ce basant sur 
la conservation des séquences au cours de l'évolution (Mc Mahon, 1990; Moore et Evans, 1992). 
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On comprend bien que l'analyse moléculaire du gène chez ces espèces nécessite tout d'abord de 
connaître la séquence exacte du gène. Par la suite on cherchera à mettre en évidence des modifications 
qualitatives (mutations ponctuelles, délétions, insertion) ou quantitatives (surexpression). Différentes 
méthodes permettent l'analyse moléculaire des gènes mutés. 

Ces méthodes ont été largement utilisées pour les oncogènes de la famille ras mais sont 
applicables à n'importe quel autre oncogène (tableau VI). A l'origine, la technique utilisée pour la détection 
de mutations ponctuelles était basée sur l'analyse des foyers de transformation. 

a) Analyse des foyers de transformation 

En recherchant le pouvoir transformant d'un gène, on suppose que le gène a subi une mutation 
ponctuelle. 

L'ADN de cellules tumorales est extrait et transfecté dans des cellules fibroblastiques en culture 
(lignée NIH3T3). Environ 2 semaines après, des foyers de transformation peuvent être observés et l'ADN 
de ces cellules est ensuite analysé. 

Si cette technique était initialement utilisée, on s'est rendu compte que certaines mutations 
ponctuelles de ras ne sont pas efficaces pour transformer les cellules NIH3T3 et ne donnent des foyers 
qu'après un temps de latence assez long. 

L'efficacité de détection a été améliorée en utilisant le système de formation de tumeurs in vivo 
chez la souris athymique (souris nude). Cette approche reste encore trop lourde et trop longue pour 
permettre des études systématiques. 

b) Analyse de la séquence 

Sans se substituer aux techniques précédentes, l'approche actuelle consiste à comparer les 
différences de séquences entre le gène normal et le gène activé. 

b.l Analyse du polymorphisme de restriction de l'ADN (Restriction Fragment Lenght 
Polymorphism: RFLP) 

On appelle polymorphisme de restriction des variations individuelles de la séquence de l'ADN. 
Elles sont mises en évidence par la méthode de Southem qui montre des différences individuelles dans la 
taille des fragments de restriction obtenus avec une enzyme donnée et une sonde spécifique. 

Un RFLP est défini par un couple sonde/enzyme de restriction et correspond à un emplacement 
strictement défini sur le génome, c'est à dire un locus génétique. Il se caractérise par sa variation d'un 
individu à l'autre et sa transmission mendélienne: c'est un marqueur génétique. Les différentes versions 
correspondant à un même emplacement sur le génome (locus) sont exclusives les unes des autres sur un 
même chromosome : ce sont des allèles (Kaplan et Delpech, 1990). On parlera d'allèles sauvages (ou 
normal) et d'allèles mutés. 

L'analyse des RFLP permet de mettre en évidence des modifications qualitatives (mutations 
ponctuelles, délétions ou insertion). 

Un fragment de l'ADN est amplifié par la réaction de polymérisation en chaîne (Polymerase 
Chain Reaction:PCR) entre deux amorces encadrant la région contenant le codon à analyser. La détection 
de la mutation consiste à utiliser une enzyme de restriction qui reconnaît et clive spécifiquement une 
séquence comportant le codon non muté. Un exemple peut être donné avec le codon 12 du gène ras 
(Yamasaki et al., 1992) : 
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Analyse des Analyse de la séquence Analyse de la 
Foyers de protéine 

transformation 
RFLP Hybridation Différentielle MSPA 

ADN/ADN ADN/ARN 
Extraction- Extraction- Extraction- Extraction- Extraction- Extraction-
purification purification purification purification purification purification 

Injection souris PCR PCR Hybridation PCR Hybridation/AC 
(avec prim ers spécifique de la 

mutés) mutation 
(ELISA) 

protocole Analyse histo- Digestion- Hybridation/ Digestion Electrophorèse 
d'analyse pathologique enzymatique sonde mutée RNaseA 

Sou them Dot blot Electrophorèse Transfert 
ou hybridation 

Electrophorèse 
gel dénaturant 

ou 
Modification 

chimique 
ou 

Electrophorèse 
Réponses Gène muté sans Localisation et Localisation et Identification Identification et Identification et 
attendues identification de identification de identification de de la mutation localisation de localisation de 

la mutation ni la mutation la mutation mutation en la mutation 
localisation proportion 

minoritaire 
Temps 

pour 
environ 8 2 à 3 semaines 10 jours 10 jours 10 jours 10 jours 10 jours 
analyses 

Tableau VI Méthodes d'analyse des mutations ponctuelles 
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codon 12 normal codon 12 muté 

site Mspl absence de site Mspl 

----- CCGG ----- ----- CAGG -----
----- GGCC ----- ----- GTCC -----

Lorsque le fragment amplifié est digéré par l'enzyme Mspl, pour la séquence normale, un 
fragment de 355 pb est obtenu. La mutation abolit ce site et la taille du fragment de restriction 
sera différente ( 411 pb). 

Les fragments sont séparés par électrophorèse en gel d'agarose et visualisés par fluorescence en 
présence de bromure d'éthidium. 

Ce procédé comporte toutefois un risque d'ambiguïté si l'amplification n'est pas parfaitement 
spécifique et si la digestion enzymatique est incomplète. Il est donc conseillé de recourir à une hybridation 
fmale avec une sonde spécifique du gène ras (Yamasaki et al. 1992). Ces analyses restent longues à mettre 
en oeuvre. 

b.2 Hybridation différentielle 

*Hybridation différentielle ADN/ADN 

On peut mettre en évidence une mutation par hybridation différentielle de l'ADN à analyser et 
d'une sonde nucléotidique dont on utilise les 2 versions, normale et mutée (méthode du misappariement ou 
mismatch) (Verlaan de Vrie et al., 1986). 

La séquence contenant le codon à analyser est amplifiée par PCR. Chaque échantillon est ensuite 
hybridé par des oligonucléotides spécifiques des différents allèles (Sugio et al., 1992). Dans des conditions 
stringentes d'hybridation, la sonde pour la version normale ne s'hybride qu'avec la séquence normale et la 
sonde pour la version mutée qu'avec la séquence mutée. 

La détection des hybrides peut être réalisée de différentes manières (tableau VI) : 

- par la technique de dot blot utilisant une sonde oligonucléotidique marquée 
- par électrophorèse en gel dénaturant 
- par modification chimique des hétéroduplex instables 

Ces techniques restent délicates (conditions d'hybridation) et longues car il est nécessaire de 
multiplier l'utilisation des sondes oligonucléotidiques pour détecter les différentes mutations (Diamond et 
al., 1988; Sloan et al., 1990). 

*Hybridation différentielle ADN/ARN 

Une hybridation différentielle ADN/ARN est parfois utilisée pour détecter les mutations 
ponctuelles. Un oligonucléotide à ARN marqué portant la séquence du gène normal est hybridé avec l'ADN 
extrait de l'échantillon. L'hétéroduplex est ensuite digéré par la RNase A, enzyme qui dégrade l'ARN non 
hybridé (tableau VI). 
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b.3 Séquençage et amplification élective 

*Séquençage 

Auparavant, en raison de sa lourdeur, le séquençage ne pourrait être considéré comme une 
méthode de détection des mutations car il nécessiterait un clonage préalable de l'ADN à analyser. 
Cependant une simplification méthodologique de première importance a été apportée par le procédé 
d'amplification par PCR directement couplé au séquençage. Plusieurs variantes de cette technique existe 
actuellement. 

• Amplification élective de la mutation (DNA amplification by Mutation Specifie PCR Assay : 
MSPA) 

Cette méthode est basée sur l'amplification élective de la région mutée par la technique de PCR 
(Ehlen et Dubeau, 1989). Les primers utilisés pour la PCR contiennent en 3' la séquence du codon muté. 
Seule la séquence mutée s'hybride avec le primer et permettra ainsi l'amplification. 

Cette méthode présente l'avantage considérable de pouvoir mettre en évidence des fragments 
mutés même si ceux-ci sont présents en proportion minoritaire au sein d'une population d'allèles sauvages 
(tableau VI). 

De toute évidence cette méthode doit pouvoir s'appliquer à la recherche systématique de 
mutations ponctuelles. Cependant il est nécessaire de confirmer l'existence de la mutation par séquençage 
ou RFLP (Nelson et al., 1992). 

Cette technique peut être modifiée pour permettre l'analyse simultanée de plusieurs codons 
(mulptiplex allele specifie PCR) (Wu dy et al., 1989). 

c) Analyse de la protéine 

Dans de nombreux cas de tumeurs, des mutations géniques conduisent à une surexpression de la 
protéine mutée et à l'augmentation de sa stabilité. Une méthode immunohistochimique utilisant un anticorps 
dirigé contre la protéine mutée permet de détecter et parfois de quantifier la protéine. 

Cette méthode est très souvent utilisée dans le diagnostic, elle offre l'avantage d'être facilement 
réalisable et donc applicable dans une recherche systématique (Brandt-Rauf, 1991). Cependant elle reste 
essentiellement qualitative. Cette méthode est utilisée pour détecter les protéines p21ras, erb-B, myc,p53. 

La plupart de ces techniques sont complémentaires, elles permettent d'obtenir des renseignements 
sur le(s) mécanisme(s) à l'origine de l'activation des gènes (tableau VI). 

Deux méthodes restent particulièrement intéressantes et applicables à la recherche systématique 
de mutations ponctuelles : l'amplification élective (MSPA) offre l'avantage de mettre en évidence une 
mutation présente en proportion minoritaire et l'analyse des RFLP est intéressante à condition qu'elle soit 
réalisée dans des conditions optimales (amplification spécifique et digestion complète). Aucune de ces 
techniques n'a été appliquée chez les poissons et les mollusques. 

d) Analyse des messagers 

Nous avons vu que le traitement par des agents chimiques provoquaient une modification de 
l'expression des gènes. Ces modifications peuvent être quantifiées par l'analyse du taux des messagers par 
les techniques de dot blot et de Northern blot. 

,J 
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II. MUTATIONS CHROMOSOMIQUES 

1. Aberrations de structure 

Les aberrations de structure (chromatidiennes et chromosomiques) sont dues à l'action d'un agent 
clastogène sur l'ADN. A partir de tissus (analyse in vivo) ou de cellules en culture, ces aberrations pourront 
être détectées par l'analyse des chromosomes des cellules en métaphase. 

Quelques exemples d'application à l'environnement peuvent être sités. Means et al. (1988) ont 
mis en évidence des aberrations chromosomiques chez les embryons et les adultes de Cyprinodon 
variegatus et Moro ne saxitis. 

Appliqué à la détection de la génotoxicité dans des zones d'effluents de décharges, ce test s'est 
révélé positif sur des embryons de Cyprinodon variegatus vivant dans ces sites (Daniels et al., 1989). 

Ce test a été appliqué chez l'embryon d'oursin violet, Strongylcentrotus purpuratus (Hose, 1987). 
Une augmentation dose-dépendante a été observée après exposition au benzo(a)pyrène. 

Des aberrations chromosomiques provoquées par des effluents industriels ont été mise en 
évidence sur des systèmes tests in vitro utilisant Aspergillus nidulans (Kafer et al., 1982) ou sur cellules en 
culture (CHO et lymphocytes) (Latt et al., 1977; Clive 1977). 

Cette méthode est réalisable in vitro à condition d'utiliser un système exogène d'activation 
métabolique. Les essais in vivo tirent parti du métabolisme de l'animal et une corrélation est établie chez 
l'homme et chez certains rongeurs entre le taux d'aberrations chromosomiques et le pouvoir cancérogène de 
certaines classes chimiques. Cette méthode est plus informative sur la nature des lésions que le test du 
micronoyaux. Cependant elle reste difficilement applicable à une étude systématique (main d'oeuvre 
expérimentée, examens longs à réaliser, clastogènes tissus-spécifiques). 

2. Micronoyaux 

La formation de micronoyaux résulte de fragments de chromosomes qui ne sont pas incorporés 
dans le noyau fille au moment de la mitose (Schmid, 1975). L'absence de centromère due à des cassures 
(agent clastogène) ou à une désorganisation du noyau (agent aneuploïdogène) entraîne la formation de ces 
fragments de chromosomes (Schéma E). La formation de micronoyaux a aussi une origine virale. A 
l'origine, ce test était réalisé sur érythrocytes de la moelle osseuse, il est effectué également sur érythrocytes 
circulants (Mc Gregor et al., 1980). 

Cette technique a été améliorée pour tenter de faire la différence entre les micronoyaux induits par 
un agent clastogène ou par un agent anaeuploïdogène (Uig et Sweamgin, 1986; Yamamoto et Kikuchi, 
1980). 

Actuellement, 3 critères sont à considérer : la taille du micronoyau, le contenu en DNA, et le 
pourcentage de micronoyau ayant des bandes C positives (Vanparys et al., 1990). Les bandes C 
correspondent à de l'ADN péricentromérique et leur fréquence est augmentée en présence d'agents 
aneuploïdogènes (Van Hummelen, 1992). 

Le test micronoyaux a été mis au point sur érythrocytes circulant de poissons d'eau douce, 
Oreochronis mossambica (Hanna et al., 1985) et sur hépatocytes de truite-arc-en-ciel (Williams et 
Metcalfe, 1992). Effectué couramment chez les amphibiens Pleurodeles walti (Jaylet et al., 1987), il a 
permis la constitution d'une base de données. Son protocole a été standardisé par une norme AFNOR 
(AFNOR, 1987). . 
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L'induction de micronucléus est observée chez les moules Mytilus edulis exposées à des 
génotoxiques ou vivant dans des zones de rejets (Wrisberg, 1990). Ce test est effectué également chez les 
poissons marins (Landot et Kocan, 1983) ct chez les huîtres. La fréquence de micronoyaux dans les 
érythrocytes circulants de poissons vivant dans des sites contaminés au sud de la Californie est augmentée 
(Hose et al., 1987). 

Ce test tire partie du métabolisme de l'animal. La corrélation avec le pouvoir cancérogène de 
certaines classes chimiques est établie et la base de données est importante chez les vertébrés supérieurs. 
Toutefois, elle présente les mêmes inconvénients que l'analyse des aberrations chromosomiques (analyses 
longues, spécificité tissulaire de certains clastogènes). Ce test donne moins d'informations sur la nature des 
aberrations que l'analyse des métaphases s'il n'est pas associé à d'autres tests. Ces deux tests ont fait partie 
des essais du projet européen de détection des agents aneuploïdogène (Parry et Sors, 1993). Ces deux 
essais peuvent permettre de rechercher les modifications du nombre de chromosomes (comme 
l'aneuploïdie), bien qu'il n'existe pas à l'heure actuelle de ligne directrice pour un essai spécifique de 
l'aneuploïdie. 

3. Electrophorèse en champs pulsé 

Les mutations peuvent porter sur plusieurs paires de bases et conduire à des insertions ou des 
délétions dans le gène. Ces modifications de structure pourront être détectées en réalisant un caryotype 
électrophorétique après électrophorèse en champs pulsé. 

Cette méthode a été utilisée pour étudier la génotoxicité de molécules tel que le N-méthyl-N'
nitro-N-nitroso-guanidine et le cis-platine(II)diaminechloride sur la levure Saccharomyces cerevisiae 
(Ehler et al., 1991). Elle est surtout réalisée chez les procaryotes et les eucaryotes inférieures. Cette 
méthode pourrait être appliquée aux microorganismes marins. 

III. ALTERATIONS PRIMAIRES DE L'ADN 

La génotoxicité associée à un environnement pollué peut être déterminée par l'analyse des 
altérations primaires de l'ADN tel que : 

-les adduits à l'ADN, 
- les cassures simples brins, 
- les échanges de chromatides soeurs, 
-la réparation de l'ADN. 

Un certain nombre de tests permettent de détecter les altérations primaires de l'ADN. Ces tests 
peuvent être réalisés à la fois pour mettre en évidence un effet génotoxique d'un xénobiotique et pour tenter 
de mettre en évidence les mécanismes impliqués. 

1. Adduits à l'ADN 

Les agents génotoxiques peuvent exercer leur action en se liant par covalence à l'ADN et forment 
des adduits. Certains adduits peuvent aboutir à l'établissement de mutations à l'origine de la transformation 
et de la formation de tumeurs. Il existe une corrélation entre la concentration en adduits et l'induction de 
mutations géniques et d'aberrations chromosomiques. Il existe aussi une corrélation entre l'apparition de 
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tumeurs et le taux d'adduits à l'ADN après exposition aux amines aromatiques, aux PAHs et aux 
nitrosamines chez l'homme (Beland ct Poirier, 1993). 

La génotoxicité des PAH s'exerce par la liaison de leurs métabolites à l'ADN. Chez l'animal, les 
PAH induisent des cancers de la peau, de l'estomac, du poumon et des glandes mammaires. Ils résultent 
d'une conversion métabolique en dihydrodiol epoxides. Le plus souvent, la guanine est la base cible de ces 
réactifs électrophiles. 

Les agents alkylants, tel que les composés N-alkylnitroso, constituent un important groupe de 
cancérigènes présents dans l'environnement. Ils provoquent le transfert de groupes alkyl (méthyl, éthyl, 
hydroxyéthyl...) sur un site nucléophile de l'ADN, préférentiellement l'atome N7 de la guanine (Beranek, 
1990). 

On peut mettre en évidence des adduits à l'ADN de génotoxiques connus par des techniques 
d'immunologie. On peut surtout rechercher des génotoxiques par des méthodes physico-chimiques 
analyse HPLC (Rahn et al., 1982), spectrométrie de masse (Giam et al., 1989) ou post-marquage au 32P. 

Les adduits des PAH et des amines aromatiques peuvent être détectés par le post-marquage au 
32p. Cette technique est facilement adaptable et reste la plus sensible. 

Les méthodes immunochimiques, immunodosage par ELISA et immunocytochimie, utilisent des 
anticorps dirigés contre les différentes formes d'adduits pouvant exister (Strickland et al., 1984; Den 
Engelse et al., 1990). En ce qui concerne la sensibilité, les résultats obtenus prouvent que ces techniques 
sont comparables à l'analyse HPLC (Van Delft et al., 1993; Gorelick et Reeder, 1993). 

Les méthodologies évoluent et les techniques actuelles par spectrométrie de masse permettent des 
détections de l'ordre de la fentomole (Lay et al., 1993). 

Ce test a été appliqué aux poissons et aux moules (Mytilus galloprovincialis) vivant dans des 
zones polluées (Dunn et al., 1987; Kurelec et al., 1988). Ce test a également été réalisé pour déterminer la 
génotoxicité d'effluents industriels. 

Avec l'étude des micronucleus, il fait partie des tests de génotoxicité du programme européen de 
génotoxicité de l'environnement (Marafante et al., 1991). Toutefois, il n'est pas inclus dans les lignes 
directrices de l'OCDE. 

La demi-vie des adduits est assez longue (3 à 4 semaines), cette méthode s'applique donc à des 
études de génotoxicité aiguës et chroniques. 

Le taux d'adduits permet aussi de nous renseigner sur la capacité d'activation et sur la dose réelle 
absorbée. Le taux d'adduits à l'ADN est considéré comme un marqueur d'exposition. 

2. Echanges de chromatides soeurs 

Le taux d'échange de chromatides soeurs (SCE) constitue un test à cours terme destiné à déceler 
les échanges réciproques d'ADN entre deux chromatides-soeurs d'un chromosome se dédoublant. Le 
processus d'échange implique probablement une cassure et une réunion de l'ADN, bien que l'on sache peut 
de chose de sa base moléculaire. 

Cet essai fait appel à un système qui permet de différencier les deux chromatides soeurs 
(incorporation de BrdU) et ainsi de visualiser les échanges. 



35 

Ce test est surtout réalisé in vitro ct nécessite l'utilisation préalable d'un système exogène 
d'activation métabolique. Il a permis de mettre en évidence le potentiel clastogène des rejets urbains et des 
effluents industriels (Houk, 1993). 

Il est applicable in vivo, il a été utilisé pour évaluer la génotoxicité d'un environnement pollué 
(rejet industriel) sur les poissons et les amphibiens (Van der Gaag et al., 1990). · 

Une corrélation est établie avec le pouvoir cancérogène de certaines classes chimiques et la base 
de données est importante chez l'homme et les rongeurs. Cependant, l'analyse des métaphases est longue et 
les conséquences des SCE sont mal connue. 

3. Test d'élution alcaline 

Ce test est basé sur le principe que les lésions simple brin de l'ADN sont alcali-sensibles. Ces 
sites sont des indicateurs des dommages génétiques causés par les agents alkylants, molécules interagissant 
avec l'ADN en des sites multiples. Après hydrolyse en milieu basique, on obtient des fragments d'ADN 
d'autant plus petits qu'on aura de lésions. Le taux d'ADN double brin restant est inversement proportionnel 
au nombre de ruptures présentes. 

Les cassures simple brin de la molécule d'ADN sont augmentées chez les poissons exposés au 
benzo(a)pyrène (Shugart 1988a, 1988b), ou à des sédiments (Habig et Di Guilio, 1988). Dans des zones 
contaminées par des P AH et du Cadmium, la fréquence de cassures simple brin est augmentée dans le foie 
de Leponis auritus et Arius Jolis (Everaats et al., 1991 ). Dans des zones contaminées par des P AH, une 
augmentation significative des cassures d'ADN est également observée chez les mollusques (Nacci, 1992). 

Cette méthode est assez sensible, elle permet de détecter des taux faibles de dommages de l'ADN 
(Freeman et al., 1986). Elle permet d'établir une corrélation entre les cassures et l'activité cancérogène et 
mutagène. 

4. Réparation de l'ADN 

4.1 Test sur cellules procaryotes 

Un des tests couramment utilisé est basé sur l'activité des systèmes de réparation de l'ADN appelé 
"Rec assay" (Kada et al., 1974). Ce test, réalisé chez Bacillus subtilis, utilise deux souches différentes, une 
souche sauvage pour les enzymes de recombinaison (réparation) , rec +,et une souche mutante pour ces 
fonctions, rec-. L'altération de l'ADN est létale pour les souches rec- et est déterminée par comparaison 
entre les deux souches. Lors de la réparation de l'ADN bactérien, il y a réplication du prophage qui forme 
des particules virales intactes. 

Le test d'induction du prophage lambda chezE. coli (Rossman et al., 1984) est complémentaire 
au test d'Ames. La réponse au test d'Ames était négative pour des composés chlorés (Houk et DeMarini, 
1987; DeMarini et Brooks, 1991) des métaux (Rossman et al., 1984) et des solvants (DeMarini et al., 1991) 
et positive pour ce test. 

Ces deux tests sont fréquemment utilisés pour étudier la génotoxicité des effluents industriels 
(Houk, 1992). 
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4.2 Test sur cellules eucaryotes 

La mesure de la synthèse non programmée de l'ADN (Unscheduled DNA Synthesis : UDS) met 
en évidence la réparation de l'ADN après excision et élimination d'un fragment d'ADN contenant la région 
lésée. Les cellules qui ne synthétisent pas d'ADN (cellules en phase GO du cycle cellulaire), n'incorporent 
pas de thymidiné tritiée. Les cellules ayant subi des lésions de leur ADN le réparent et donc incorporent la 
thymidine. On peut déterminer l'incorporation de Thymidine marquée (Tritium ou fluorochrome) en 
examinant, par autoradiographie ou par comptage en scintillation liquide ou en fluorescence, l'ADN 
provenant de cellules traitées. 

Réalisé in vitro sur fibroblastes humains pour tester la génotoxicité des effluents industriels, ce 
test n'a pas donner de résultats reproductibles. In vivo, la réparation de l'ADN a été observée chez 
Pseudopleuronectes americanus présentant par ailleurs des lésions hépatiques et vivant dans un 
environnement contaminé par des PAH (Moore et Stegman, 1991). 

Ce test in vitro pourrait être appliqué aux cultures primaires d'hépatocytes de poissons. 
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PROPOSITION DES RECHERCHES EN GENOTOXICITE 
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Plusieurs phases constitueront ce projet mais il convient tout d'abord de résumer les 
connaissances acquises dans le domaine de la mutagenèse et de la cancérogenèse et sur la base desquelles 
pourrait être établi ce projet. 

Les mécanismes aboutissant à la cancérogenèse, depuis l'exposition à un cancérigène chimique, 
peuvent être présentés de manière conceptuelle. Les différentes classes de marqueurs ont été développés 
sur cette base (Schéma F) : 

-la mesure des adduits à l'ADN et aux protéines constituent des marqueurs d'exposition et 
de dose réelle absorbée 

- selon le cancérigène, le tissus ou le type cellulaire, la répartition des adduits à l'ADN peut 
être encore modifiée suite à l'intervention des systèmes de réparation (efficacité, fidélité de 
la réparation) 

l'absence de réparation entraîne alors l'établissement d'une mutation, effet biologique 
précoce, pouvant être à l'origine des événements initiant la transformation. Ces altérations 
peuvent être détectées en mesurant : 

- le taux de SCE ou de micronoyaux = marqueurs cytogénétiques 

- les mutations sur un gène présentant un avantage sélectif, HPRT, HLA ... = marqueurs 
de mutagenèse 

- les mutations survenues dans les gènes ras, p 53 = marqueurs de cancérogenèse 

l'expansion clonale de cellules mutées contribue à augmenter le nombre d'altérations 
génétiques (mutations, amplification géniques, délétions), évoluant progressivement vers le 
phénotype cancéreux 

Dans le cadre de propositions de recherches en génotoxicité de l'environnement marin, le choix 
des tests d'évaluation repose sur : 

- les données acquises chez les vertébrés supérieurs au cours des études de mutagenèse et de 
cancérogenèse 

les connaissances, encore très limitées, dans le domaine de la cancérogenèse chez les 
poissons et les mollusques 

-les difficultés méthodologiques 

- leurs applications à une étude systématique sur des organismes marins 
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Schéma F Bases conceptuelles pour le développement de biomarqucurs et leur application en 
épidémiologie moléculaire (d'après G. N. Wogan). 

Il est clair que la génotoxicité associée à l'environnement marin ne peut être déterminée par un 
seul essai. La diversité des effets génétiques empêche généralement d'en détecter plus d'un avec un seul 
système d'essai. 

Il serait donc souhaitable de pouvoir répondre aux questions suivantes : 

Les organismes vivant dans un environnement marin présentent-ils : 

- des altérations primaires de l'ADN ? 

- des mutations géniques ? 

- des mutations chromosomiques ? 

Chez les mammifères ct les rongeurs, de nombreuses données suggèrent que des cancers 
d'origines différentes partagent des mécanismes tel que l'activation des oncogènes et l'inactivation des 
gènes suppresseurs de tumeurs. Grâce à ces connaissances, l'analyse moléculaire des mutations géniques 
est possible dans le diagnostic du cancer chez l'homme. 
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Chez les poissons et les mollusques, la connaissance plus approfondie de la structure des 
génomes, de la nature des lésions, des mécanismes de la cancérogenèse est nécessaire pour une analyse 
moléculaire de la mutagenèse. 

Avant d'entreprendre de telles études, il serait préférable de s'assurer du pouvoir 
mutagène des molécules présentes dans cet environnement par des études de muta genèse utilisant des 
essais à court terme. 

Enfin la génotoxicité de l'environnement marin risque d'être différente selon les organismes 
marins (capacités métaboliques, ampleur de l'exposition et de la répartition). Il est nécessaire d'effectuer une 
étude histo-pathologique sur les différents organismes et il serait souhaitable que ces études soient 
associées à la caractérisation chimique de l'environnement marin dans lequel vivent les espèces étudiées et 
à la détermination des éléments chimiques d'origine anthropiques dans les organismes. 
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RECHERCHES SUR LA STRUCTURE DU GENOME : 

DEVELOPPEMENT POUR L'ANALYSE EN TOXICOLOGIE GENETIQUE 

Cette étude demande dans un premier temps de connaître parfaitement la séquence des gènes 
choisis pour les études de mutagenèse. Dans un deuxième temps la mise au point d'une technique de 
détection des mutations sera effectuée. 

Ce travail sera long, il serait donc également nécessaire d'envisager des études de mutagenèse 
plus classiques qui permettraient d'obtenir des informations plus rapidement (voir tests détaillés dans la 
2ème partie du projet). 

Nous avons vu que l'étude des mutations géniques chez les vertébrés supérieurs est réalisée sur 
des gènes présentant un avantage sélectif (HPRT le plus souvent) ou à partir des oncogènes (ras, p53). 

Ni la séquence, ni la protéine correspondant à un gène présentant un avantage sélectif ne sont 
décrites chez les poissons et les mollusques. 

Par contre, en ce qui concerne les oncogènes, chez Pleuronectes americanus vivant dans des 
zones contaminées en P AH (Boston Ha bor), des lésions hépatiques cancéreuses ont été observées et 
l'oncogène Ki-ras muté au niveau du codon 12 a été mis en évidence (Mc Mahon et al., 1990). Plus tard, 
Moore et Evans (1992) ont mis en évidence la protéine N-ras mutée chez Limanda limanda vivant en 
présence de sédiments contaminés de la mer du Nord. Cependant aucune séquence d'un gène ras n'est 
encore connue chez les poissons marins. 

Ces résultats ont orienté notre choix vers l'étude des mutations de l'oncogène ras. 

Plus qu'un marqueur de mutagenèse, ce gène est également un marqueur précoce du 
développement tumoral chez les vertébrés supérieurs. 

Cette étude, si elle est associée à des analyses histo-pathologiques, aura également pour 
objectif de comparer les mécanismes précoces du développement tumoral chez les vertébrés 
inférieurs et supérieurs. 

Le choix des espèces et des tissus à analyser repose sur les résultats acquis au laboratoire. Les 
travaux réalisés sur le foie de Callionymus lyra et Limanda limanda ont montré que l'éthoxyresofurine-0-
deethylase (EROD) était fortement induite dans des sites contaminés du littoral français (Baie de Seine) 
(Galgani et al., 1992). Compte tenu de ces résultats, il apparaît donc particulièrement intéressant de mener 
cette étude sur ces espèces. Toutefois, ce travail débutera sur le Callionyme, espèce ayant une plus large 
répartition sur le littoral français que la Limande (Manche et Atlantique). 

1. DETECTION DES MUTATIONS DE L'ONCOGENE RAS CHEZ LES CALLIONYMES 

La recherche de la séquence du proto-oncogène Ha-ras chez le Callionyme a été entreprise en 
exploitant la conservation des séquences de proto-oncogènes et en appliquant les techniques d'hybridation 
moléculaire et d'amplification élective (PCR). Toutefois pour avancer les recherches, il serait souhaitable de 
poursuivre la recherche de protéine ras mutée à l'aide d'anticorps spécifiques. 
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1. Recherche de protéine p21 ras mutée : étude préliminaire basée sur la séquence de saumon 

Il faut préciser que la séquence de l'oncogène ras est connue chez le saumon. Au niveau du 
codon 12, elle est identique à la séquence humaine, ce qui justifie l'emploi des anticorps humains pour ce 
travail. 

Ce travail a débuté par la recherche de la protéine p21 ras chez le callionyme échantillonné en 
Baie de Seine (Mars 93) par la technique de Western blot. Il est réalisé sur des Callionymes échantillonnés 
sur un site de référence- activité EROD la plus faible- et un site où l'activité EROD est la plus forte. 

2. Clonage et séquençage de l'ADNe ras 

Le séquençage du gène ras dans sa totalité est difficilement envisageable compte tenu du temps 
nécessaire pour ce travail. Seule la séquence correspondant aux exons 1 et 2 (régions où sont situées les 
mutations chez les vertébrés supérieurs) apparaît indispensable à notre étude. Nous envisageons donc de 
séquencer les régions exoniques. 

Afin de s'affranchir des introns, la séquence d'ADN complémentaire (ADNe) synthétisé in vitro 
par transcription inverse à partir des ARN messagers extraits chez le Callionyme. 

Les fragments d'ADNe sont ensuite synthétisés en grande quantité par PCR pour permettre soit 
un séquençage direct sur produits PCR, soit le clonage suivit du séquençage. 

Avant de disposer de Callionyme, une étude préliminaire chez la Feuille échantillonnée en 
Méditerranée a été effectuée afin de déterminer les conditions optimales pour la transcription inverse. 

Le séquençage des exons 1 et 2 vient d'être effectué chez le Callionyme, la recherche de la taille 
du transcrit et l'étude de son expression sont en cours. Les conséquences de ce travail sont la recherche de 
mutations ponctuelles. 

3. Détection des mutations ponctuelles 

Parmi les techniques citées plus haut, deux restent particulièrement intéressantes et applicables à 
la recherche systématique de mutations ponctuelles : 

- l'amplification élective (MSP A), 
-l'analyse des RFLP. 

L'amplification élective offre l'avantage de mettre en évidence une mutation présente en 
proportion minoritaire et l'analyse des RFLP est intéressante et sans doute plus rapide. 

Afin de s'assurer des conditions optimales d'analyses (spécificité de la PCR, digestion 
enzymatique complète), il est conseillé de recourir soit à une hybridation finale avec une sonde spécifique 
du gène ras, soit au micro-séquençage pour chaque échantillon 

Des témoins positifs correspondant aux différentes mutations possibles (ADN de lignées 
cellulaires exprimant le gène muté) doivent être réalisés pour permettre d'interpréter les résultats. Ces 
témoins sont d'autant plus utiles que .Je micro-séquençage n'est pas envisageable pour une étude 
comprenant un grand nombre d'échantillon. 
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Ce travail comprend les étapes suivantes : 

- détermination des conditions optimales pour l'étude des fragments de restriction : choix de 
l'enzyme de restriction, des primers ; 

- choix des lignées cellulaires témoins exprimant la mutation ; 

- détermination des conditions optimales pour l'hybridation différentielle : marquage de la 
sonde (radioélément ou chemiluminescence). 

La technique adoptée pour l'analyse des mutations devra prendre en compte les paramètres 
suivants et nécessite au préalable une étude comparative (méthodes MSPA et RFLP): 

- fiabilité, 
- sensibilité, 
- reproductibilité, 
- application à une étude systématique sur un grand nombre d'échantillons. 

La mise au point de la technique sera suivie d'une étude sur un site comme la baie de Seine. 
Il serait intéressant d'analyser des échantillons de mer du Nord, pouvant servir de références dans 

notre étude, compte tenu des résultats obtenus par Moore et Evans (1992) en mer du Nord (protéine N-ras 
mutée chez la Limande). Dans ce cadre, ce travail pourrait donner lieu par la suite à une collaboration avec 
des équipes étrangères. 

Ce travail sur la baie de Seine pourrait comprendre les études suivantes : 

1) l'analyse de l'activité EROD 
2) caractérisation chimique de l'environnement marin dans lequel vivent les espèces étudiées 
3) détermination des éléments chimiques d'origine anthropique dans les organismes 
4) l'analyse des mutations 
5) l'analyse histo-pathologique des tissus hépatiques 

II. CULTURE DE CELLULES DE POISSONS : GENE HPRT 

Comme nous l'avons vu, les mutations géniques peuvent être mise en évidence sur des cellules 
eucaryotes en culture au locus de gènes présentant un avantage sélectif. Le gène codant pour l'enzyme 
Hypoxanthine-guanine Phosphorybosyl Transférase (HPRT) est sans doute le mieux caractérisé chez les 
vertébrés supérieurs. 

Ce test est très utilisé en tant que test in vitro pour déterminer le pouvoir mutagène d'agents 
génotoxiques et d'effluents industriels. Il pourrait être appliqué directement in vivo sur des lymphocytes de 
poissons vivant dans des sites contaminés. 

Plusieurs raisons peuvent encourager le développement de ces études chez le poisson. Ce test 
présente de nombreux avantages : 

-réalisé in vivo, il fait intervenir le métabolisme de l'animal; 
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-de part sa taille {41,5 Kb chez l'homme), ce gène est particulièrement sensible aux agents 
génotoxiques ; 

- ce gène présente un avantage sélectif en culture cellulaire. 

Les conséquences de cet avantage sélectif sont : 

- la simplicité, la fiabilité et la rapidité de l'analyse en culture cellulaire. 

Par le suite, l'étude qualitative en biologie moléculaire permettant de déterminer le type de 
mutations est envisageable mais n'est pas indispensable. 

Cependant, chez le poisson, ce travail demande des études préliminaires. 

ll faut tout d'abord mettre en évidence le gène HPRT par les techniques de biologie moléculaire et 
réussir à maintenir en culture les lymphocytes de poissons marins. De nombreux travaux sont réalisés sur 
les cellules de truites et pourraient nous aider à mettre au point cette technique. 
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ETUDES DE MUTAGENESE: ESSAIS A COURT TERME 

1. MICRONOYAUX 

Ce test de génotoxicité couramment utilisé dans le milieu médical a été normalisé chez les 
amphibiens (A. Jaylet, 1987). Développé chez les poissons marins (R Kenneth et al., 1990) et d'eau douce 
(Williams et Metcalfe, 1992), il a été étendu aux bivalves marins tes que Mytilus galloprovincialis (Majone 
et al., 1990; Brunetti et al., 1992) et aux bivalves d'eau douce, l'Anodonte (Scarpato et al., 1990). 

Le laboratoire d'Ecotoxicologie de Nantes travaille actuellement sur la mise au point du test 
micronucleus sur l'huître creuse (Crassostrea gigas) pour la surveillance de sites contaminés. 

II. ANALYSE DES CARYOTYPES ELECTROPHORETIQUES 

Cette technique connaît un développement important dans l'étude des mutations géniques. Les 
mutations peuvent porter sur plusieurs paires de bases, provoquer des insertions ou des délétions dans le 
gène. Ces modifications de structure pourront être détectées par caryotype électrophorétique après 
électrophorèse en champs pulsé. Une étude est en cours chez la moule mytilus edulis (hépatopancréas et 
branchie) et le mulet Mu/lus barbatus (foie) échantillonnés en Méditerranée le long d'un gradient de 
pollution. 

III. TEST D'AMES: METHODE DE FLUCTUATION 

Il serait utile de déterminer le pouvoir mutagène associé à l'eau par un test rapide tel que le test 
d'Ames. Ce test est couramment utilisé pour évaluer la mutagénicité des polluants dans l'eau douce et les 
sédiments. 

Après extraction, concentration et activation des molécules par le S9, ce test d'Ames était réalisé 
classiquement en milieu solide (agar). La préparation des échantillons est longue et délicate (perte, 
modification de molécules). Une amélioration a été apporté qui permet de réaliser ce test en milieu liquide 
(test d'Ames: méthode de fluctuation). Il est réalisé sur les eaux douces sans extraction ni concentration des 
échantillons et pourrait être appliqué au milieu estuarien. 

IV. ADDUITS A L'ADN 

Ce test est très souvent utilisé dans les études de génotoxicité de l'environnement. Avec l'étude 
des micronucleus, il fait partie des tests de génotoxicité du programme européen de génotoxicité de 
l'environnement. 

Les méthodes immunochimiques, immunodosage par ELISA et immunocytochimie, utilisent des 
anticorps dirigés contre les différentes formes d'adduits pouvant exister (Strickland et al., 1984 ; Den 
Engelse et al., 1990). En ce qui concerne la sensibilité, les résultats obtenus sont comparables à ceux 
obtenus par analyse HPLC (Van Delft et al., 1993). Une étude préliminaire sera réalisée enMéditerranée en 
utilisant des anticorps humains pour déterminer les adduits à l'ADN de PAH. 
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CONCLUSION 

L'évaluation de la génotoxicité de l'environnement marin est une discipline récente. L'utilisation 
des techniques de biologie moléculaire dans ce domaine est inexistante. 

Ce projet devrait contribuer à répondre à différents objectifs. 

L'objectif initial est d'évaluer la génotoxicité associée à l'environnement marin, en déterminant 
l'exposition des poissons et des mollusques à l'environnement présumé génotoxique (marqueur 
d'exposition) et les risques de mutagenèse et de cancérogenèse (marqueur de risque). On peut obtenir ces 
informations en mesurant les adduits à l'ADN et en réalisant un test d'Ames. 

L'objectif final est de savoir si les organismes marins vivant dans un environnement pollué 
présentent des altérations génétiques. Il demande la connaissance plus approfondie de la structure du 
génome. Ces études sont indispensables et permettront d'acquérir les informations nécessaires pour le 
développement d'analyses moléculaire de la mutagénèse et devront être associées à des études d'histo
pathologie. 

L'association des méthodes de biologie moléculaire, permettant de détecter les altérations de 
l'ADN et des techniques de cytogénétiques, permettant de révéler l'exposition à un cancérigène, est 
nécessaire. Elle devrait contribuer dans un premier temps, à élucider le rôle des agents génotoxiques dans Ja 
mutagenèse et la cancérogenèse et dans un deuxième temps, à développer une stratégie pour la surveillance 
biologique. 

Enfin, l'utilisation de modèles d'études in vitro pourrait contribuer à l'évaluation de la génotoxicité 
des polluants. Chez les vertébrés supérieurs, la culture cellulaire est un outil indispensable, il serait 
intéressant de l'adapter chez les poissons marins et les mollusques pour des études de toxicité aiguë mais 
également dans un autre cadre à l'étude des phénomènes de résistance aux xénobiotiques. 
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