N

N

Intéréts du test des cometes pour ’évaluation de la
génotoxicité environnementale

Sébastien Lemiere

» To cite this version:

Sébastien Lemiere. Intéréts du test des cometes pour I’évaluation de la génotoxicité environnementale.
Toxicologie. Université Paul Verlaine - Metz, 2004. Francais. NNT: 2004METZ005S . tel-01750248

HAL Id: tel-01750248
https://hal.univ-lorraine.fr /tel-01750248
Submitted on 29 Mar 2018

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01750248
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE
DE LORRAINE

AVERTISSEMENT

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de
soutenance et mis a disposition de I'ensemble de Ila
communauté universitaire élargie.

Il est soumis a la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci
implique une obligation de citation et de réeférencement lors de
I'utilisation de ce document.

D'autre part, toute contrefacon, plagiat, reproduction illicite
encourt une poursuite penale.

Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr

LIENS

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg droi.php
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm




T - . Pt R "‘"
LT Q? A S

\ ; k JEHBITE DEMETE

‘ URIVEr

Ne Inv. Q,O‘OH ©A 4 s

Cote

UNIVERSITE DE METZ - UFR Sci F.A. Q /‘.,\ '50 L /

0S

Laboratoire d’Ecotoxicité, Santé Environnemet

Loc.

THESE DE DOCTORAT
de I'Université de Metz
Mention « Sciences de la Vie »
Discipline "Toxicologie de I’Environnement"

soutenue le 9 juillet 2004

Intérét du test des Cometes pour I'évaluation de
la génotoxicité environnementale

Sébastien LEMIERE

Membres du jury :

J.K. CHIPMAN, Professeur
School of Biosciences, University of Birmingham —~ Edgbaston, Rapporteur

A. DEVAUX, Docteur HDR
ENTPE, Vaulx en Velin, Rapporteur

H. BESSI-LAHRACH, Professeur habilité
Faculté des Sciences et Techniques de Mohammedia, Examinateur

C. COSSU-LEGUILLE, Docteur
Laboratoire ESE, Université de Metz, co-Directeur de Thése

P. VASSEUR, Professeur
Laboratoire ESE, Université de Metz, Directeur de Thése



A mes parents, Nadine et Jean-Pierre,
ce travail est en partie le leur ...

A Marie-Thérese Lemiere, ma grand-mere...



Je voudrais remercier, en premier lieu, Madame Paule Vasseur, Professeur a
I'Université de Metz et Directrice du laboratoire Ecotoxicité et Santé Environnementale. Je ne
saurais exprimer en quelques mots, le profond respect et la sincere admiration que j’ai pour
elle et pour son travail. Je tiens a lui témoigner ma gratitude pour m’avoir encadré pendant

cette these et m'avoir accueilli dans son laboratoire.

La deuxieme personne vers qui iront mes remerciements est le Dr. Carole Cossu-
Leguille, Maitre de Conférences a I'Université de Metz. Pour sa disponibilité, sa patience, sa
gentillesse et ['intérét qu’elle a su porter a cette étude et a la rédaction de ce mémoire. Merci,

sincerement...

Je suis trés sensible a I’honneur que me font Monsieur Alain Devaux, Ingénieur de
Recherche a I'INRA, et Monsieur J. Kevin Chipman, Professeur a ['Université de
Birmingham, en acceptant de juger ce travail et d’en étre les rapporteurs. Sans oublier
Madame Halima Bessi-Lahrach, Professeur habilité de I'Université de Mohammedia, pour sa

participation dans ce jury.

Je remercie toute l'équipe des "Récollets"” (sic...) pour leur accueil... Ces années m’ont
permis d’apprécier leurs nombreuses qualités humaines... Claudine, Maryline, Rosy, Anne-
Marie, Chantal, Marie-Andrée... presque des secondes mamans lorraines... pour nos

discussions culturelles et artisanales, les pauses cafés, les découvertes culinaires...

Merci a Marie de m’avoir supporté au cours de ces années et Dieu sait si je peux étre
difficile a vivre... 1l y aurait plusieurs chapitres a écrire sur notre amitié... Merci également a
Augusta et Mathieu -il y aurait la matiére également... Simon et Sandrine, Geoffrey, Sylvie,
Gilles, Anne-Marie, et tous les autres... pour tous ces SOUVenirs COMMUNS... pour votre
geénérosité, votre amitié, votre patience et vos attentions... Je n'oublie pas les étudiants de

l'ESE : les Stéphanie(s), Sophie, Anna... Pour une certaine ambiance et nos conversations...

Une derniére pensée enfin vers mes proches coutangais, mes freres et ma sceur, ma

famille et vers tous ces gens qui me manquent...

A Fred également...



SOMMAIRE

INTRODUCTION

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
I. LES HYDROCARBURES AROMATIQUES POLYCYCLIQUES

I.1. GENERALITES
1.2. HAPS ET DOMMAGES A L’ADN
1.3. HAPS ET STRESS OXYDANT

II. LES DOMMAGES A L’ADN
III. TECHNIQUES D’ETUDES DES DOMMAGES A L’ADN

II1.1. LE TEST DES COMETES

III.1.A. Historique et évolutions

I11.1.B. Nature des dommages mis en évidence
II1.1.C. Avantages et Limites de I’essai

II1.1.D. Domaines d’applications

II1.2. LA 8-0X0-7,8-DIHYDRO-2’-DEOXYGUANOSINE

II1.3. AUTRES TECHNIQUES SPECIFIQUES DE RECHERCHE DE DOMMAGES A L’ADN

I1.3.A. La recherche de sites abasiques
I11.3.B. La recherche d’adduits a I’ADN

N AW

14

17
17
18
19
22
23
26
26
26

II1.4. MISE EN EVIDENCE DE L’ACTIVATION DES SYSTEMES DE REPARATION, MUTATIONS

GENIQUES ET MICRONOYAUX

IV. APPLICATIONS DU TEST DES COMETES

IV.1. APPLICATIONS DU TEST DES COMETES AUX ORGANISMES TERRESTRES

IV.1.A. Etudes avec des rongeurs
IV.1.A.a. Expositions au laboratoire
IV.1.A.b. Expositions in situ
IV.1.B. Autres organismes terrestres

IV.2. APPLICATIONS DU TEST DES COMETES AUX ORGANISMES AQUATIQUES

IV.2.A. Les bivalves

IV.2.A.a. Expositions au laboratoire
IV.2.A.b. Expositions in situ

IV.2.B. Autres organismes aquatiques

28

31

31
31
31
35
36
36
36
36
39
40

V. LA 8-0X0-7,8-DIHYDRO-2’-DEOXYGUANOSINE CHEZ LES ORGANISMES

AQUATIQUES

42



SOMMAIRE

MATERIELS ET METHODES
L.MATERIELS BIOLOGIQUES

I.1. LES BIVALVES

L1.A. Mytilus edulis

I.1.A.a. Systématique

1.1.A.b. Echantillonnage et conservation

I.1.A.c. Préparation des rations de nourriture et analyses de contamination
1.1.B. Unio tumidus

I.1.B.a. Systématique

I.1.B.b. Morphologie et habitat

I.1.B.c. Echantillonnage et conservation des animaux
1.2. RATS WISTAR

[.2.A. Systématique

1.2.B. Origine et conditions d’élevage

II. PROTOCOLES EXPERIMENTAUX DES DIFFERENTS ESSAIS

45
45

45
45
45
46
46
46
46
47
48
48
48
49

49

I1.1. PROTOCOLES DE PRELEVEMENTS DES TISSUS ET OBTENTION DES SUSPENSIONS

CELLULAIRES
IL.1.A. Prélévement du sang total des rats

49
49

I1.1.B. Prélévements et obtention de suspensions cellulaires a partir des tissus solides de rat

(Foie, Moelle osseuse)
I1.1.C. Prélévement de I’hémolymphe chez Unio tumidus

50
50

I1.1.D. Prélévement et obtention de suspensions cellulaires & partir des tissus solides

(branchies et glande digestive) d’Unio tumidus

I1.1.E. Qualité de la suspension cellulaire

IL.2. PROTOCOLE EXPERIMENTAL DU TEST DES COMETES
I1.2.A. Dépbts des gels sur les lames

I1.2.B. Lyse cellulaire

I11.2.C. Déroulement de I’ADN

I1.2.D. Electrophorese

I1.2.E. Neutralisation

I1.2.F. Mise en attente des lames (déshydratation)

I1.2.G. Lecture des lames

11.2.H. Paramétres mesurés, expression des résultats et analyse statistique

I1.3. PROTOCOLE EXPERIMENTAL DU DOSAGE DE LA 8-0X0-7,8-DIHYDRO-2’-

DEOXYGUANOSINE
I1.3.A. Extraction et hydrolyse de I’ADN

I1.3.B. Conditions chromatographiques, de détection et expression des résultats

51
51
52
52
53
53
53
54
54
54
55

56
56
57

I1.4. PROTOCOLE EXPERIMENTAL DE COLORATION ET D’OBSERVATION DES MICRONOYAUX

S8



SOMMAIRE

III. PROTOCOLES D’EXPOSITIONS 59

I11.1. EXPOSITIONS ALIMENTAIRES DE RATS AVEC DES BIVALVES CONTAMINES PAR LES

POLLUANTS DE MAREE NOIRE 59
I1I.1.A. Etude des dommages a I’ADN suite a des expositions alimentaires 59
I11.1.B. Etude de la réversibilité des dommages 4 I’ADN suite & des expositions alimentaires
60
I11.2. EXPOSITIONS IN VIVO AU BENZO(A)PYRENE ET AU FER FERRIQUE DES UNIO TUMIDUS
61
RESULTATS 62
PREMIERE PARTIE 62
Premiére étude (ARTICLE 1) 64
Seconde étude (ARTICLE 2) 79
Troisiéme étude (ARTICLE 3) 95
SECONDE PARTIE (ARTICLE 4) 106
DISCUSSION GENERALE 122

CONCLUSION 130



SOMMAIRE

INTRODUCTION

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE
L. LES HYDROCARBURES AROMATIQUES POLYCYCLIQUES

I.1. GENERALITES
1.2. HAPS ET DOMMAGES A L’ADN
1.3. HAPS ET STRESS OXYDANT

II. LES DOMMAGES A L°ADN
III. TECHNIQUES D’ETUDES DES DOMMAGES A L’ADN

IIL.1. LE TEST DES COMETES

II1.1.A. Historique et évolutions

III.1.B. Nature des dommages mis en évidence
II.1.C. Avantages et Limites de 1’essai

[1.1.D. Domaines d’applications

I11.2. LA 8-0X0-7,8-DIHYDRO-2’-DEOXYGUANOSINE

I11.3. AUTRES TECHNIQUES SPECIFIQUES DE RECHERCHE DE DOMMAGES A L’ADN

II1.3.A. La recherche de sites abasiques
II1.3.B. La recherche d’adduits a I’ADN

& W

14

17
17
18
19
22
23
26
26
26

I11.4. MISE EN EVIDENCE DE L’ACTIVATION DES SYSTEMES DE REPARATION, MUTATIONS

GENIQUES ET MICRONOYAUX

IV. APPLICATIONS DU TEST DES COMETES

IV.1. APPLICATIONS DU TEST DES COMETES AUX ORGANISMES TERRESTRES

IV.1.A. Etudes avec des rongeurs
IV.1.A.a. Expositions au laboratoire
IV.1.A.b. Expositions in situ
IV.1.B. Autres organismes terrestres

IV.2. APPLICATIONS DU TEST DES COMETES AUX ORGANISMES AQUATIQUES

IV.2.A. Les bivalves

IV.2.A.a. Expositions au laboratoire
IV.2.A.b. Expositions in situ

IV.2.B. Autres organismes aquatiques

28

31

31
31
31
35
36
36
36
36
39
40

V. LA 8-0X0-7,8-DIHYDRO-2’-DEOXYGUANOSINE CHEZ LES ORGANISMES

AQUATIQUES

42



SOMMAIRE

MATERIELS ET METHODES
LMATERIELS BIOLOGIQUES

I.1. LES BIVALVES

I.1.A. Mytilus edulis

[.1.A.a. Systématique

I.1.A.b. Echantillonnage et conservation

I.1.A.c. Préparation des rations de nourriture et analyses de contamination
1.1.B. Unio tumidus

1.1.B.a. Systématique

I.1.B.b. Morphologie et habitat

1.1.B.c. Echantillonnage et conservation des animaux
I.2. RATS WISTAR

1.2.A. Systématique

1.2.B. Origine et conditions d’élevage

II. PROTOCOLES EXPERIMENTAUX DES DIFFERENTS ESSAIS

45
45

45
45
45
46
46
46
46
47
48
48
48
49

49

I1.1. PROTOCOLES DE PRELEVEMENTS DES TISSUS ET OBTENTION DES SUSPENSIONS

CELLULAIRES
II.1.A. Prélévement du sang total des rats

49
49

I1.1.B. Prélévements et obtention de suspensions cellulaires a partir des tissus solides de rat

(Foie, Moelle osseuse)
I1.1.C. Prélevement de 1’hémolymphe chez Unio tumidus

50
50

I1.1.D. Prélévement et obtention de suspensions cellulaires a partir des tissus solides

(branchies et glande digestive) d’Unio tumidus

II.1.E. Qualité de la suspension cellulaire

11.2. PROTOCOLE EXPERIMENTAL DU TEST DES COMETES
I1.2.A. Dépdts des gels sur les lames

I1.2.B. Lyse cellulaire

I1.2.C. Déroulement de I’ADN

I1.2.D. Electrophorese

I1.2.E. Neutralisation

I1.2.F. Mise en attente des lames (déshydratation)

I1.2.G. Lecture des lames

I1.2.H. Paramétres mesurés, expression des résultats et analyse statistique

I1.3. PROTOCOLE EXPERIMENTAL DU DOSAGE DE LA 8-0X0-7,8-DIHYDRO-2’-

DEOXYGUANOSINE
I1.3.A. Extraction et hydrolyse de I’ADN

I1.3.B. Conditions chromatographiques, de détection et expression des résultats

51
51
52
52
53
53
53
54
54
54
55

56
56
57

I1.4. PROTOCOLE EXPERIMENTAL DE COLORATION ET D’OBSERVATION DES MICRONOYAUX

58



SOMMAIRE

II1. PROTOCOLES D’EXPOSITIONS 59

II1.1. EXPOSITIONS ALIMENTAIRES DE RATS AVEC DES BIVALVES CONTAMINES PAR LES

POLLUANTS DE MAREE NOIRE 59
III.1.A. Etude des dommages a I’ADN suite a des expositions alimentaires 59
II1.1.B. Etude de la réversibilité¢ des dommages & I’ADN suite a des expositions alimentaires
60
I11.2. EXPOSITIONS IN VIVO AU BENZO(A)PYRENE ET AU FER FERRIQUE DES UNIO TUMIDUS
61
RESULTATS 62
PREMIERE PARTIE 62
Premiére étude (ARTICLE 1) 64
Seconde étude (ARTICLE 2) 79
Troisiéme étude (ARTICLE 3) 95
SECONDE PARTIE (ARTICLE 4) 106
DISCUSSION GENERALE 122

CONCLUSION 130



LISTES & INDEX

LISTE DES FIGURES

Figure 1 : Formule développée du -7a,8(3-dihydroxy-9B,10B-époxy-7,8,9,10-tétrahydrobenzo(a)pyrene

Figure 2 : Voies principales d'activation du benzo(a)pyréne qui peuvent conduire 4 des dommages a
I’ADN in vivo

Figure 3 : Réductions de la molécule de dioxygene et formation des especes réactives de l'oxygene
(anion superoxyde (O,™), peroxyde d’hydrogéne (H,0,) et radical hydroxyle (OH"))

Figure 4 : Principaux produits d'oxydation des pyrimidines et des purines, consécutifs a un stress
oxydant

Figure 5 : Types d’approches en surveillance environnementale : parameétres mesurables a différents
niveaux d’organisation biologique et dans le biotope

Figure 6 : Représentation schématique des conséquences cellulaires éventuelles de 1’exposition a un
agent génotoxique

Figure 7: Niveaux d’études de génotoxicité environnementale: de [’exposition a un agent
génotoxique aux effets biologiques somatiques ultimes

Figure 8 : Principales Iésions a I’ADN induites par I’exposition & des agents génotoxiques
Figure 9 : Sites potentiels de formation d’adduits sur les bases de I’ADN

Figure 10 : Structures chimiques de la thymine glycol (5,6-dihydroxy-5,6-dihydrothymine), de la 5,6-
dihydrothymine et du photoproduit pyrimidine(6-4)pyrimidone

Figure 11 : Principales origines des cassures a I’ADN

Figure 12 : Principales étapes du test des comeétes

Figure 13 : Exemples d’observations de noyaux par le test des cometes

Figure 14 : Exemple d'observation qualifiée de cellule hérisson ou cellule fantome

Figure 15 : Nature chimique de la 8-ox0-7,8-dihydroguanine et représentation du mésappariement de
la 8-0x0-7,8-dihydroguanine avec 1’adénine qui peut conduire 2 la transversion G:C = A:T

Figure 16 : Attaque de la 2°-déoxyguanosine par I’oxygene singulet

Figure 17 : Attaque de la guanine par le radical hydroxyle et formation du précurseur radicalaire de la
8-oxoGua

Figure 18 : Principe de la technique de détection des sites AP
Figure 19 : Diagramme schématique illustrant la formation de micronoyaux
Figure 20 : photographie d’un Unio tumidus

Figure 21 : Principales étapes du protocole expérimental du test des cométes



LISTES & INDEX

Figure 22 : Schéma expérimental de 1'é¢tude sur la réversibilité des dommages a 'ADN suite a
l'exposition alimentaire

Article 1

Figure 1 : DNA damage in hepatocytes of rats fed during 15 or 30 days with either standard food (St),
mussels sampled in a non-impacted site (M) and mussels sampled in poorly (M") and heavily (M)
contaminated areas.

Figure 2 : DNA damage in bone marrow cells of rats fed during 15 or 30 days with either standard
food (St), mussels sampled in a non-impacted site (M?) and mussels sampled in poorly (M") and

heavily (M™") contaminated areas.

Figure 3 : DNA damage in nucleated cells of peripheral blood of rats fed during 15 or 30 days with
either standard food (St), mussels sampled in a non-impacted site (M") and mussels sampled in poorly
(M") and heavily (M"™™) contaminated areas.

Figure 4 : Frequencies of micronucleated cells in bone marrow cells and in nucleated cells of
peripheral blood for rats fed during 15 or 30 days with either standard food (St), mussels sampled in a
non-impacted site (M") and mussels sampled in poorly (M") and heavily (M"") contaminated areas.

Article 2

Figure 1 : DNA damage in hepatocytes of rats fed during 15 or 30 days with either standard food (C),
mussels sampled in a non impacted site (CM), or in areas impacted to various degrees by the oil slick
(M+, M and M+++)

Figure 2 : DNA damage in bone marrow cells of rats fed during 15 or 30 days with either standard
food (C), mussels sampled in a non impacted site (CM), or in areas impacted to various degrees by the
oil slick (M", M™ and M™)

Figure 3 : DNA damage in peripheral blood nucleated cells of rats fed during 15 or 30 days with either
standard food (C), mussels sampled in a non impacted site (CM), or in areas impacted to various
degrees by the oil slick (M*, M™ and M™™)

Figure 4 : Examples of nuclei observations in each class of DNA damage

Atrticle 3

Figure 1: Evolution of the proportions of cells observed in the classes of DNA damage : 20-40%, 40-
60 % , 60-80 % and > 80 % (Tail DNA) for hepatocytes and bone marrow cells of rats fed during 15
days with standard food or with mussels sampled in a non impacted site (CM), or in less and more
impacted areas (M" and M™"), and sacrificed at spread out dates : three days after the end of food
exposure (t ), seven days later (t7) and fourteen days later (t.14)

Article 4

Figure 1 : Lipid peroxidation index (MDA) in the digestive gland (a) and the gills (b) of Unio tumidus
exposed to benzo(a)pyrene and/or ferric iron during 6 days



LISTES & INDEX

Figure 2 : Levels of 8-oxodGuo in the digestive gland (a) and the gills (b) of Unio tumidus exposed to
benzo(a)pyrene and/or ferric iron during 6 days

Figure 3 : DNA breaks (averaged Tail DNA and S.E.M.) in the three cells population ((a) hemocytes,
(b) digestive gland cells and (c) gill cells) of Unio tumidus exposed to benzo(a)pyrene and/or ferric
iron during 6 days

Figure 4 : Relationships between the responses of the three parameters (DNA breaks (Tail DNA),
oxidative DNA damage (8-oxodGuo) and lipid peroxidation (MDA)) in the digestive gland and the
gills of Unio tumidus after 6 days of exposure to benzo(a)pyrene and ferric iron or to mixtures of the
two compounds



LISTES & INDEX

LISTE DES TABLEAUX

Tableau I : Caractéristiques et classification de la série des seize HAPs en terme de cancérogénicité et
de génotoxicité

Tableau II : Principales techniques d’étude des cassures a I’ADN

Tableau III : Principaux avantages et inconvénients du test des cométes pour 1’étude des dommages a
I’ADN

Tableau IV : Doses, concentrations minimales d’agent génotoxique ou modalité la plus réduite,
induisant un effet significatif (dommages a I’ADN), relevées dans les travaux ayant appliqué le test
des cométes en complément d’autres essais pour I’étude des dommages a I’ ADN suite aux expositions

Tableau V : Principales techniques d’étude de la 8-oxo-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine
Tableau VI : Principales techniques d’études des adduits a I’ADN

Tableau VII : Travaux rapportés dans la littérature d’association pour I’étude de la génotoxicité, du
test des cométes et de la recherche de micronoyaux avec des poissons et de bivalves, suite a des
expositions in vivo, au laboratoire ou des expositions in situ

Tableau VIII : Applications du test des cométes pour I’étude des dommages a I’ADN, avec des
cellules de bivalves marins exposés au laboratoire en conditions contrdlées in vitro & in vivo

Tableau IX : Applications du test des comeétes pour 1’étude des dommages a I’ADN, avec des cellules
de bivalves dulgaquicoles exposés au laboratoire en conditions contrdlées in vitro & in vivo

Tableau X : Applications du test des cometes pour I’étude des dommages a I’ADN avec des cellules
de bivalves marins et dulgaquicoles exposés in situ

Tableau XI : Travaux rapportés dans la littérature de I’application de la recherche de 8-oxo-7,8-
dihydro-2'-déoxyguanosine comme marqueur des dommages oxydatifs a ’ADN, dans les tissus de
poissons et d’invertébrés aquatiques exposés au laboratoire, en conditions contrélées, in vivo

Tableau XII : Travaux rapportés dans la littérature de I’application de la recherche de 8-o0xo0-7,8-
dihydro-2'-déoxyguanosine comme marqueur des dommages oxydatifs & I’ADN, dans les tissus de
poissons et de bivalves exposés in situ

Tableau XIII : Séquence des différentes étapes du protocole d’extraction et d’hydrolyse de ’ADN a
partir des tissus (branchies, glande digestive) d’Unio tumidus en utilisant le kit « Oxytek DNA
Isolation kit », référence 0805001 de la gamme ZeptoMetrix

Tableau XIV : Récapitulatif des conditions d'expositions lors des deux premiéres expérimentations
avec un repas de moules tous les 2 jours (premiére étude) et un repas de moules tous les jours (seconde
étude)

Tableau XV : Récapitulatif des conditions d'expositions lors de l'expérience sur la réversibilité des
dommages a I'ADN suite a I'exposition alimentaire

Tableau XVI : Composition des différents milieux d’intoxication de I'exposition définitive in vivo au
Benzo(a)pyrene et au fer ferrique d'Unio tumidus

Tableau XVII : Récapitulatif des différents lots de nourriture utilisés dans les expositions alimentaires
de rats avec des bivalves contaminés par les polluants de marée noire



LISTES & INDEX

Article 1

Table 1: PAHs and related contaminants in the food constituted with either standard croquettes (St), or
mussels sampled in a non-impacted site (M") and in poorly (M") and heavily (M™) contaminated
areas

Table 2 : Distribution parameters of DNA damage in the three cell populations by Comet assay
(expressed in terms of DNA percentage in the tail) in rats fed during 15 or 30 days (15 or 30) with
food constituted with either standard croquettes (St), or mussels sampled in a non-impacted site (M)
and in poorly (M") and heavily (M""") contaminated areas

Article 2

Table 1: PAHs and related contaminants in standard croquettes (C), and mussels sampled in a non
impacted site (CM), and in impacted areas (M"; M™"; M) : chemical analyses of the 16 PAHs on the
priority list of US-EPA by HPLC (in pg/kg dry weight) and analysis of substituted and related PAHs
by GC-MS (in pg/kg dry weight)

Table 2 : Distribution parameters of DNA damage in the three cell populations by comet assay
(expressed in terms of DNA percentage in the tail : averaged Tail DNA and S.E.M.) for rats fed during
15 or 30 days with food constituted with either standard croquettes (C), or mussels sampled in a non
impacted site (CM) and in less and more impacted areas (M"; M™; M™™)

Table 3 : PAH concentrations in the batches of control and contaminated mussels and corresponding
daily intake of rats fed with mussels

Article 3

Table 1: PAHs and related contaminants in standard food (C) and in mussels sampled in a non
impacted site (CM), and in impacted areas (M" and M)

Table 2 : DNA damage (averaged TAIL DNA percentages and S.E.M.) in the three cell populations
by comet assay for rats fed during 15 days with either standard food or mussels and sacrificed at
spread out dates 3 days after the end of food exposure (t;), 7 days later (t.7) and 14 days later (t.14)

Article 4
Table 1 : Lipid peroxydation index, oxidative DNA damage and DNA breaks, in the digestive gland,

in the gills and in the hemocytes of Unio tumidus exposed to benzo(a)pyrene and/or ferric iron during
6 days
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Introduction

L’exposition aux agents chimiques et physiques de 1’environnement peut générer
directement ou indirectement des dommages & I’ADN. Ces Iésions participent a la
mutagenese et a l'initiation de la cancérogenése et leur possible impact sur le génome des
populations naturelles constitue une préoccupation justifiée. L'objectif de notre travail était la
mise en ceuvre du test des cometes dans des études de génotoxicité environnementale. Cette
technique récente permet la mesure du degré de dommages a I’ADN au sein d’une population
cellulaire nucléée. En toxicologie génétique, de nombreux essais sont applicables a la
recherche des lésions de I'ADN, mais les travaux avec des organismes exposés a des
échantillons de l'environnement ou des individus autochtones exposés in situ sont restés rares

Jjusqu'au développement du test des cometes.

Dans le contexte de la marée noire de 1’Erika et de celui plus large des hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAPs), nous avons étudié, au moyen de ce test, les dommages a
I'ADN, chez des mammiféres contaminés par la voie alimentaire, et chez un invertébré d'eau

douce, Unio tumidus, suite a une exposition directe par le milieu.

La premiéere partie de ce travail, s’inscrivait dans le cadre du programme de recherche
« Approche des risques sanitaires par étude du transfert de la contamination et de la toxicité
des polluants de I’ERIKA par la voie alimentaire ».

20 000 tonnes de fioul ont été déversées dans I’océan suite au naufrage du pétrolier
maltais Erika et cette marée noire a touché plus de 400 km de cétes frangaises, en Bretagne.
Le produit, que transportait I’Erika, consistait en un fuel lourd, de type n°2, résidu de
distillation du pétrole brut. Dans cette fraction se trouvent concentrés les composés toxiques
du pétrole dont une forte proportion d’hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs). Ces
HAPs sont des polluants persistants, au caractére mutagéne et/ou cancérigéne reconnu. Ils
suivent au sein des organismes diverses voies de métabolisation dont certaines potentialisent
leur caractére génotoxique et peuvent conduire a l'apparition de dommages a I'ADN. Les
bivalves sont reconnus pour bioaccumuler les contaminants minéraux et organiques,
notamment les HAPs et ces organismes sont largement utilisés dans les études sur les
conséquences des marées noires et plus généralement comme organismes sentinelles, du fait
de leur large distribution, de leur nature sessile, et de leur intérét socio-économique
(mytiliculture, conchyliculture, ostréiculture...). Des effets & long terme pouvaient étre

suspectés suite a une exposition directe aux polluants de la marée noire de I'ERIKA ou lors



Introduction

de leur transfert via la chaine alimentaire, des moules jusqu’aux consommateurs. C'est
pourquoi 1’Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA) a aussitot
recommandé le dosage des HAPs dans les moules au moment du naufrage et a fixé a 500 pg
de HAPs par kg de matiére séche la valeur limite de contamination des produits de la mer.
Peu de données sont disponibles sur le rdle des invertébrés dans le transfert de contamination
et de toxicité des polluants et des agents génotoxiques, vis a vis des niveaux trophiques
supérieurs et des mammiféres. Nous avons souhaité en partie répondre a cette question, en
étudiant les dommages 4 'ADN par le test des cometes chez des rats, ayant été nourris par des

moules, Mytilus edulis, échantillonnées sur des sites impactés par la marée noire de 1'Erika.

Dans la seconde partie de ce travail, le test des cométes a ét¢ mis en ceuvre chez un
invertébré d'eau douce, Unio tumidus, suite a des expositions directes, in vivo, par le milieu.
De nombreux biomarqueurs ont été développés chez ce bivalve et ce dernier s’est révélé un
organisme bioindicateur de pollution fiable. Nos objectifs étaient 1'étude des
complémentarités de la mesure des dommages a I’ADN dans une approche multimarqueur, en
vue d'applications ultérieures sur le terrain, en conditions environnementales ainsi que I'étude
des liens entre un stress oxydant et les effets génotoxiques chez cet invertébré benthique. Ce
travail a été réalisé en exposant des bivalves, en conditions contrdlées, au benzo(a)pyréne
(B(a)P), représentant type de la famille des HAPs, et au fer ferrique. Des effets de synergies
génotoxiques entre ces deux composés ont été rapportés dans la littérature. Dans I'optique de
la comparaison des réponses dans différents tissus d'Unio tumidus (hémolymphe, glande
digestive et branchies), notre recherche s’est articulée autour de I’étude des dommages a
I’ADN a I’aide du test des cometes et de 1'évaluation des dommages cellulaires oxydatifs
(recherche de la 8-0x0-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine, marqueur des dommages oxydatifs a

I'ADN et du malondialdéhyde, marqueur de dommages oxydatifs membranaires).

Avant de présenter les résultats de nos travaux, nous commencerons par aborder
briévement quelques généralités sur les hydrocarbures aromatiques polycyliques et leur
génotoxicité. Nous développerons ensuite les différents types de dommages a I’ADN et leurs
techniques d’études, applicables en biosurveillance environnementale ou au laboratoire. Un
intérét particulier sera accordé au test des cométes et des exemples d’applications de cette

technique avec les rongeurs et les bivalves illustreront notre propos.
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L. Les Hydrocarbures aromatiques polycycliques

I1.1. Généralités

La famille des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs), encore appelés
hydrocarbures aromatiques polycondensés, regroupe des composés organiques, a au moins
deux noyaux aromatiques accolés a structure plane, formés lors de la combustion incomplete
de molécules carbonées. Ils sont présents dans les fumées d’incinération, les gaz
d’échappements des véhicules automobiles, les résidus de cracking et de distillation des
pétroles, les goudrons ou les suies. Ce sont des polluants persistants dans I’environnement ou
ils se trouvent sous forme de mélanges complexes. La plupart des composés a plus de quatre
noyaux aromatiques présentent un caractere mutagene et/ou cancérigéne (IARC, 1973 ;
1987). La cancérogénicité des HAPs pour 'homme, suite & l'exposition par inhalation ou
contact cutané est reconnue. Les données sur leur potentiel cancérigéne par voie orale sont
moins nombreuses. Pourtant des effets a long terme peuvent étre suspectés, suite a une
exposition directe ou lors du transfert de ces composés via la chaine alimentaire, jusqu’a
I’homme (Schneider et al, 2002), mais les études d’évaluation des risques sont pour la
plupart rétrospectives et consistent en la comparaison des niveaux de contamination et les
seuils individuels pour chaque composé, sans prendre en compte 1’exposition en situation
réelle afin d’intégrer la biodisponibilité des polluants, leurs interactions possibles et leur

toxicite.

Seize HAPs ont été reconnus comme prioritaires lors d’études de biomonitoring par
’US-EPA (OFR, 1982). Leur liste est la suivante : naphtaléne, acénaphthyléne, acénaphtene,
fluoréne, phénanthréne, anthracéne, fluorantheéne, pyréne, benzo(a)anthracéne, chrysene,
benzo(b)fluoranthéne, benzo(k)fluoranthéne, benzo(a)pyréne, dibenzo(ah)anthracene,
benzo(ghi)péryléne et indéno(1,2,3-cd)pyréne. Les caractéristiques et la classification de ces
HAPs en terme de cancérogénicité et de génotoxicité sont présentées dans le tableau I. Leur
dosage a été recommandé dans les produits de la mer, et principalement les bivalves (moules
et huitres) par I’ Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA) au moment des
naufrages de I’Erika et du Prestige (AFSSA, 2000, 2003). La valeur-guide de 500 ug de HAPs

(somme des seize) par kg de matiére séche a été définie comme le seuil de contamination des



Classification

a b Cancérogénicité Classification Génotoxicité
CAS TEFs (SCF)d
(IARC)*
Naphtalene 91-20-3 0,001 png

Acénaphthyléne 208-96-8 0,001 id
Acénaphténe 83-32-9 0,001 id

Fluoréne 86-73-7 0,001 3 id
Phénanthréne 85-01-8 0,001 3 e

Anthracéne 120-12-7 0,01 3 ng
Fluoranthéne 206-44-0 0,001 3 e

Pyréne 129-00-0 0,001 3 ng
Benzo(a)anthracéne 56-55-3 0,1 2A g
Chryséne 218-01-9 0,01 3 g
Benzo(b)fluoranthéne 205-99-2 0,1 2B g
Benzo(k)fluoranthéne 207-08-9 0,1 2B g
Benzo(a)pyrene 50-32-8 1 2A g
Dibenzo(ah)anthracéne 53-70-3 5 2B g
Benzo(ghi)péryléne 191-24-2 0,01 3 g
Indéno(1,2,3-cd)pyrene 193-39-5 0,1 2B g

Tableau I : Caractéristiques et classification de la série des seize HAPs en terme de cancérogénicité et de génotoxicité

? Chemical Abstracts Service registry number

PFacteurs d’équivalent toxique définis par Nisbet et LaGoy (1992)

“Classification IARC des cancérigénes : 2A : cancérigéne probable pour I’homme ; 2B : cancérigéne possible pour I’homme ; 3 : non classifiable en terme de
cancérogénicité (IARC, 1987)

Evaluation de la génotoxicité par le Comité Scientifique Européen de 1’Alimentation (SCF : Scientific Committee on Food) : png : probablement non
génotoxique ; id : données inadéquates ; e : données équivoques ; ng : non génotoxique ; g : génotoxique (SCF, 2002)
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produits de la mer, au-dessus duquel leur consommation et leur commercialisation sont
interdites. Les Agences de I’eau ont fixé des seuils de qualité de 1’eau pour 6 HAPs. Ces
seuils de qualité, en terme de protection de I’écosysteme, qui définissent la classe 4, ou 1’eau
peut-étre considérée comme de trés mauvaise qualité sont de 5 ug/L. pour le B(a)P et de 28
ug/L pour le fluoranthéne, le benzo(b)fluoranthéne, le benzo(k)fluorantheéne, le
benzo(ghi)péryléne et 1’indéno(1,2,3-cd)pyrene (Systeme d’évaluation de la qualité de I’eau,
1997).

Le benzo(a)pyrene, représentant type de la famille des HAPs, substance de référence
dans de nombreuses études de cancérogenese et classé 2A (probablement cancérigéne pour
I’homme) par ’IARC, est souvent utilis¢ comme indicateur de la contamination par les HAPs
dans les échantillons environnementaux. Parmi les seize HAPs, deux sont classés en classe
2A (cancérigeéne probable pour I’homme : B(a)P et benzo(a)anthracéne), quatre en classe 2B
(cancérigéne possible pour I’homme : benzo(b)fluoranthene, le benzo(k)fluoranthéne le
dibenzo(ah)anthraceéne et ’'indéno(1,2,3-cd)pyreéne et sept en classe 3 (non classifiable en
terme de geénotoxicité pour 1’homme: le fluoréne, le phénanthréne, 1’anthracene, le
fluoranthéne, le pyréne, le chrysene et le benzo(ghi)pérylene).

Nisbet et LaGoy (1992) ont défini des facteurs d'équivalent toxique (TEFs) pour
rapporter la contamination par les HAPs en quantités d'équivalent toxique au B(a)P (TEQs).
Ces facteurs se basent sur la toxicité propre a chaque composé -notammment sur leur
mutagenicité et leur cancérogénicité- et sont rapportés au potentiel toxique du benzo(a)pyrene
dont le TEF est pris pour unité. Seul le TEF du dibenzo(a,h)anthracéne est supérieur a celui
du B(a)P.

I.2. HAPs et dommages a ’ADN

Le métabolisme des HAPs est complexe. Sur les seize HAPs, huit sont reconnus
comme génotoxique par la voie alimentaire (benzo(a)anthracéne, chryséne,
benzo(b)fluoranthéne, benzo(k)fluoranthéne, benzo(a)pyréne, dibenzo(ah)anthracéne,

benzo(ghi)péryléne et indéno(1,2,3-cd)pyrene) (Scientific Committee on Food, 2002).
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Les HAPs peuvent suivre au sein des organismes diverses voies de métabolisation, qui
sont a Dorigine de leur génotoxicité et de leur cancérogénicité, comme la formation
d’intermédiaires diol époxyde lors de réactions d'oxydation catalysées par les
monooxygénases & cytochromes P450. Ainsi pour le B(a)P, le cancérigéne ultime le plus
réactif est son dérivé -70,8B-dihydroxy-9B,10B-époxy-7,8,9,10-tétrahydrobenzo(a)pyrene
(benzopyréne diol époxyde (BPDE)).

Figure 1 : Formule développée du -7a,8B-dihydroxy-9f,10B-époxy-7,8,9,10-
tétrahydrobenzo(a)pyrene

Le B(a)P est métabolisé en une vingtaine de métabolites oxydés et en un grand nombre
de composés conjugués. Les principales voies d'activation du B(a)P, qui peuvent conduire a
des dommages a I'ADN, sont présentées sur la figure 2 (Canova et al, 1998). La voie
majoritaire chez les mammiféres (voie 1 sur la figure) est une oxydation réalisée par une
monooxygénase a cytochrome P450 et conduit a la formation d'époxydes, de phénols, de diols
et de tétrols (Sims et al., 1974). La voie 2 illustre la déshydrogénation des diols qui conduit a
la formation de quinones (Penning, 1993), la voie 3 conduit & la formation de radicaux
cations, suite & une oxydation a un électron et la voie 4 & la formation de I'ion carbénium
benzylique, métabolite nucléophile qui peut se fixer a I'ADN.

La monooxygénation et l'oxydation & un électron sont considérés comme les deux
voies majoritaires d'activation métaboliques chez les mammiferes pour le B(a)P et les HAPs
en général. Il faut noter que chez les moules marines Mytilus sp., la formation de
benzo(a)pyréne quinones est une voie importante (Michel e al, 1995 Mitchelmore et
al.,1998 b).
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1.3. HAPs et stress oxydant

Les dérivés quinoniques des HAPs, par le biais du cycle redox des quinones,
entraineront la formation d'espéces réactives (radical anionique semiquinone et especes

réactives de l'oxygeéne), responsables dans la cellule d'un stress oxydant.

In vivo, aux conditions physiologiques, un équilibre existe entre la production
d’especes réactives et les défenses antioxydantes. Le déséquilibre de la balance prooxydants-
antioxydants en faveur des radicaux libres entrainera un stress oxydant (Sies, 1991).
L’oxygéne moléculaire (O2) peut conduire aux especes réactives de l'oxygene (ROS) par suite
soit d’une activation photodynamique qui produit ’oxygeéne singulet ('0,), soit d’une
activation réductrice générant I’anion superoxyde (0;™), puis le peroxyde d’hydrogene (H202)

et le radical hydroxyle (OH") (figure 3) (Cossu et al., 1997 a).

Les ROS n'ont pas le méme potentiel de réactivite. L'oxygéne singulet trés labile va
interagir avec les molécules cellulaires proches de son lieu de formation (Epe, 1993) de méme
que le radical hydroxyle (Halliwell et Gutteridge, 1984). Le peroxyde d’hydrogeéne et ’anion
superoxyde sont plus diffusibles et moins réactifs (Cossu et al, 1997 a). Les principaux
constituants cellulaires cibles des ROS sont les lipides membranaires, les proteines et les
acides nucléiques. Leur formation s'effectue au niveau intracellulaire dans les mitochondries,
dans le réticulum endoplasmique, dans les peroxysomes, dans le noyau ainsi que dans le
cytoplasme. Dans le milieu extracellulaire, l'autooxydation de 'hémoglobine, des flavines
réduites, des quinones et des catécholamines peut génerer également des espéces réactives de

l'oxygéne (Kehrer, 1993).

De nombreux composés peuvent induire, soit directement, soit indirectement un stress
oxydant : certains métaux, les dérivés quinoniques, les composés nitroaromatiques, le lindane,
les polychlorobiphényls, les HAPs... (Cossu et al., 1997 a ; Charissou, 2002). La cellule
dispose d'un ensemble de systemes de protection pour limiter I'action toxique de ces especes

réactives.
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La distribution des systémes de défense selon les tissus est tres inégale. On pourra
distinguer trois types de systémes de protection, préventifs ou curatifs contre les attaques
radicalaires :

- des systémes enzymatiques qui limitent la génération des ROS (les superoxyde
dismutases, les glutathion peroxydases selenium-dépendante et sélenium-
indépendante, et la catalase) (Mc Cord et Fridovich, 1969 ; Flohe et al., 1973 ;
Lawrence et Burk, 1976 ; Cossu et al., 1997 a),

- des molécules antioxydantes, qui piégent les radicaux libres et regroupent de
nombreux composés alimentaires comme les polyphénols, les caroténoides et les
lycopénes (Griffiths ef al., 2002) ainsi que certains composés endogénes comme la
mélatonine (Reiter, 1996), le glutathion réduit (Deneke et Fanburg, 1989), la
vitamine C (Drake et al., 1996), l'a-tocophérol (Dmitriev et Ivanova, 1994) et
l'ubiquinol Qi (coenzyme Qo) (Witting et al., 1998),

- et des mécanismes de réparation pour les dommages induits par les radicaux libres
au niveau de I'ADN, des protéines ou des lipides (Griffiths et al., 2002 ; Wallace,
2002).

L’ADN nucléaire et mitochondrial sont des cibles importantes d’attaques radicalaires
et les principaux dommages oxydatifs a 'ADN consécutifs a un stress oxydant sont les

suivants (figure 4) :

- la thymine glycol, modification de la thymine la plus commune, formée suite a
l'exposition 4 des agents oxydants comme le peroxyde d'hydrogeéne, le
permanganate de potassium ou les radiations jonisantes (Breimer et Lindhal, 1985
: Wallace, 2002),

- la cytosine glycol, suite a I'attaque de la cytosine par le radical hydroxyle. Ce
produit instable se désamine rapidement en uracile glycol ou se déshydrate pour
former la 5-hydroxycytosine (Von Sonntag, 1987).

- La 8-oxoguanine, produit majoritaire consécutif a une attaque radicalaire de la
guanine (Dizdaroglu et al., 1991),

- et la 8-oxoadénine, produit de l'oxydation en C8 de l'adénine (Halliwell et
Dizdaroglu, 1992).
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11. Les dommages a I’ADN

Le développement des études écotoxicologiques, ces derni¢res années, résulte de la
nécessité de la détection des effets toxiques et génotoxiques des polluants. Et ce, en terme de
gestion de la qualité des milieux naturels, de prévention de I’altération des populations
exposées et de I’intérét de préservation a long terme des espéces vivantes, des écosystémes et

de I’homme.

De nombreuses substances polluent les écosystémes aquatiques, qu’ils soient marins
ou dulgaquicoles. En effet, ce compartiment se trouve étre le réceptacle de nombreux rejets
urbains, industriels, domestiques ou agricoles sans oublier les apports atmosphériques par le
biais des précipitations ou du ruissellement par exemple, ou les accidents de pollution. On
évalue 2 5 % la part des composés génotoxiques sur la globalité des polluants
anthropogéniques émis dans les écosystemes (Rajaguru ez al., 2001) et il est établi que le
milieu aquatique est contaminé par des agents génotoxiques de manicre non négligeable
(Black et al., 1996). La fragilit¢ de ces milieux est plus qu’évidente : les accidents de
pollution, la désertion des eaux contaminées et les mortalités élevées des organismes
aquatiques, la fréquence croissante de malformations et de tumeurs chez les poissons, peuvent
inquiéter et soulignent le besoin au niveau des individus, d’outils prédictifs d’altérations des

peuplements.

Cela peut expliquer le développement des biomarqueurs et de multiples méthodes pour
évaluer D’impact des polluants chimiques sur les organismes et 1’état de santé de
Penvironnement (figure 5). Les instances gouvernementales et les organisations
internationales ont reconnu en effet que I’évaluation du risque environnemental et la
définition de seuils de qualité ne pouvaient plus se baser seulement sur des analyses physico-
chimiques mais devaient inclure les effets biologiques déléteres des contaminants sur les
biocénoses et ce, aux différents niveaux d’organisation biologique (Systéme d’évaluation de
la qualité de I’eau, 1997 ; Lagadic et al., 1997, 1998).

La justification des études de génotoxicité environnementale, se trouve dans le role
universel de la molécule d’ADN, support du patrimoine génétique, et dans le caractere
potentiellement transmissible des altérations de l'information génétique. En effet, dans le

noyau de toutes les cellules vivantes, végétales ou animales, I’ADN présente une organisation
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et une structure complexe, qui peuvent étre altérées par des agents génotoxiques. La
transmissibilité éventuelle d’atteintes & I’information génétique et l'impact possible sur les

génomes des populations, représentent des préoccupations essentielles aux écotoxicologistes.

Les dommages a I’ADN peuvent étre générés directement ou indirectement par
I’exposition aux agents chimiques et physiques de I’environnement (radiations UV, radiations
ionisantes, contaminants chimiques...) (Samson, 1992). Des dommages endogenes, existent
également, mais a un degré moindre, du fait d’erreurs de la réplication (Rajski et al., 2000),
des mécanismes de réparation (Speit et Hartmann, 1995), d’instabilités en conditions
physiologiques de certaines liaisons, de ’accumulation ou de la production de métabolites et
d’intermédiaires métaboliques cellulaires réactifs, et de la génération au niveau des
mitochondries et du réticulum endoplasmique d’especes réactives de 1’oxygene (ROS)

(Lindahl et Nyberg, 1972 ; Eastman et Barry, 1992).

Les conséquences biologiques des Iésions a I’ ADN sont les suivantes (figure 6) :
- elles peuvent induire la mort cellulaire,
- les mécanismes de réparation de I’ADN peuvent restaurer la structure de
I’ADN endommaggé,
- une mutation peut apparaitre ou persister a I’issue des processus de

réparation inopérants ou défaillants.

Les dommages a I’ADN représentent la cause majeure d’apparition des mutations au
sein des génomes cellulaires (Moustacchi, 2000). On admet aujourd’hui que ces mutations
participent a 1’initiation de la cancérogenése chez les vertébrés, a 1’apparition de genotoxic
disease syndrome chez les invertébrés, a I’embryotoxicité et a 1a tératogenese (Kurelec, 1993 ;
Nacci et al., 1996 ; Depledge, 1998 ; Moustacchi, 2000). Les dysfonctionnements au cours de
divisions cellulaires (perte/gain d’un chromosome (aneuploidie), perte/gain d’un lot de
chromosomes (haplo/polyploidie)) y participent au méme titre (Depledge, 1998 ; Griffiths et
al., 2002).

Dans le cas d’un agent génotoxique, 1’exposition peut se traduire par différentes
modalités consécutives (figure 7) : induction de dommages a I’ADN et des mécanismes de

réparation du génome, mutation génique, altération chromosomique, mort cellulaire,
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processus de tumorisation, nécrose, inaptitude a la reproduction, susceptibilité aux maladies,
1étalité, voire atteinte des populations. Ces modifications pourront étre observées aux niveaux
moléculaire, cellulaire, tissulaire ou de 1’organisme, voire des peuplements (Kurelec, 1993 ;

Nunn et al., 1996).

Les dommages a I’ADN, se situent en amont des mutations géniques et
chromosomiques et restent susceptibles d’étre pris en charge par les mécanismes de réparation
(Léonard, 1990 ; Friedberg, 1995 b ; Moustacchi, 2000). Si I’occurrence de ces dommages a
I’ADN est considérée plutét comme un marqueur d’exposition en écotoxicologie (Shugart,
1990), leurs implications dans la mutagenése pourrait permettre de les considerer comme un

marqueur d’effets toxiques (Vasseur et Cossu-Leguille, 2003).

Pour des applications en surveillance de génotoxicité environnementale, des outils de
diagnostic, rapides, peu coliteux, précis et reproductibles étaient nécessaires. Belpaeme et al.
constataient en 1998, qu’aucun marqueur de génotoxicité ne remplissait l'ensemble de ces
conditions. Certains essais, comme le test d’échange de chromatides-sceurs, sont des
techniques longues & mettre en ceuvre. D’autres, telles la recherche d’adduits a la molécule
d’ADN ou I’élution alcaline, restent encore onéreux ; les techniques cytogénétiques -
recherche d’aberrations chromosomiques, test des micronoyaux- sont parfois controversees.
Les auteurs se sont alors intéressés a une technique plus récente, le test des cometes (encore
appelé Comet assay ou single-cell gel electrophoresis assay), bien connu aujourd’hui pour ses
nombreux avantages (Singh et al., 1988, McKelvey-Martin et al., 1993 ; Fairbairn et al,
1995 a ; Collins ef al., 1997 ; Rojas et al., 1999). Cette technique permet la mesure du degré
de dommages 4 ’ADN au sein d’une population cellulaire nucléée. Ses applications dans

divers domaines, de la recherche médicale a I’écotoxicologie, sont trés nombreuses.

On classe généralement les dommages & I’ADN selon leur nature chimique ou leur
localisation sur la molécule d’ADN. Sur un segment donné de cette molécule, la fréquence et
la nature des lésions consécutives a un agent génotoxique, dépend & la fois de la nature
chimique de cet agent, de sa réactivité, mais aussi de la séquence nucléotidique affectée par

cet agent (Friedberg, 1995 a).

10



Synthése Bibliographique

Les types majeurs de 1ésions a I’ADN, d’origines endogénes ou exogeénes, qui peuvent

se produire au niveau moléculaire, sont les suivants (figure 8) :

les sites abasiques (sites AP), apuriniques ou apyrimidiniques, sur la molécule d’ADN

peuvent étre induits ou spontanés. Ils constituent un type commun de dommages a
I’ADN (Friedberg, 1985 ; Matsumoto et al., 1994), au caractére promutagene et peuvent
bloquer la réplication (Schaaper et al., 1982, 1983 ; Loeb et Preston, 1986). L’instabilité
de la liaison glycosylique (base-désoxyribose), aux conditions physiologiques, constitue
la cause principale de création des sites AP (von Sonntag, 1987 ; Evans et Cooke,
2004). On estime 2 plusieurs milliers de bases puriques et plusieurs centaines de bases
pyrimidiques, les pertes, par ces phénomenes, au sein d’un noyau de cellule, chez un
mammifére (Lindahl et Nyberg, 1972). Ainsi I’ADN cellulaire subirait des pertes de
bases puriques estimées entre 250 et 500 par heure (Lindahl et Karlstrém, 1973). Sinon,
ces sites AP peuvent étre générés lors des processus de réparation par excision de base
et par les radicaux libres, endogénes ou consécutifs a un stress oxydant (Memisoglu et

Samson, 2000 ; Evans et Cooke, 2004).

Les modifications_de bases consistent en des modifications chimiques et se révelent

souvent promutagénes (Léonard, 1990 ; Samson, 1992 ; Aqualina, 1994 ; Moustacchi,
2000). Les plus courantes comprennent :
- des alkylations, par addition de groupements méthyls ou alkyls (Aqualina,
1994 ; Bouziane et al., 1998 ; Ehrlich, 2002),
- des désaminations par perte des groupements —NHj, qui peuvent €tre instables,
notamment aprés méthylation de la cytosine, et qui conduisent a des
mésappariements (Aqualina, 1994 ; Lutsenko et Bhagwat, 1999),

- des hydroxylations et des oxydations par les ROS et les radiations ionisantes

par exemple (von Sonntag, 1987 ; Memisoglu et Samson, 2000),

- la formation de diméres, principalement les dimeres de pyrimidines,

consécutifs aux rayonnements UV et qui provoquent des distorsions dans la
structure hélicoidale de I’ADN (Léonard, 1990 ; Friedberg, 1995 b),

- la formation de pontages entre les 2 brins ou sur le méme brin (McHugh et al.,

2001) ou entre un brin et une protéine, suite notamment a 1’exposition aux UV

(Moss et al., 1997).
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Les adduits & ’ADN sont constitués de nucléotides sur lesquels se sont fixés de

maniére covalente les mutagénes chimiques (Swenberg et al, 1995 ; de Kok ef al,
2002). La propriété commune aux molécules susceptibles de former des adduits a
’ADN, est leur caractére électrophile. Les sites électrophiles (déficience d’un ou
plusieurs électrons) se lient avec les sites nucléophiles, rencontrés au niveau des
protéines et de I’ADN, pour former des liaisons covalentes, qui conduisent a la
formation d’adduits. Les sites nucléophiles de I’ADN, sont principalement les noyaux
puriques et pyrimidiques et les liaisons phosphates (Swenberg et al., 1995 ; de Kok et
al., 2002 ; Esaka et al., 2003 ; Marnett, 2003 ; Farmer, 2004). Ainsi, il existe 17 sites
potentiels (figure 9) de formation d’adduits au niveau des bases (La et Swenberg, 1996 ;
Esaka et al, 2003). Les adduits peuvent provoquer tout comme les dimeres de
pyrimidines des distorsions de la conformation de la molécule d’ADN et bloquer la
réplication et la transcription (Léonard, 1990). Leur participation a la mutagenese et a
I’initiation de la cancérogenése est indiscutée aujourd’hui (Lutz, 1979 ; Kriek ef al,
1998 ; Otteneder et Lutz, 1999 ; de Kok et al., 2002 ; Farmer, 2004).

Les coupures simple- et double-brin : peu d'agents induisent des cassures franches a

'ADN. Les plus connues sont les radiations ionisantes (Léonard, 1990). Par le biais du
métabolisme de certains composés exogénes, voire endogénes, des coupures simple- et
double-brin peuvent étre induites du fait de la production d’especes radicalaires
(Eastman et Barry, 1992 ; Moller et Wallin, 1998).

Si la plupart des dommages & 'ADN n’apparaissent pas sous forme de coupures mais
plutét de modifications des bases ou des groupements phosphates, les cassures de brins
a ’ADN peuvent résulter de intervention des mécanismes de réparation de ces
dommages : activités des ADN glycosylases, des endonucléases... (Eastman et Barry,
1992 ; Speit et Hartmann, 1995 ; Collins et al., 1997).

En conditions alcalines, certaines lésions a ’ADN se traduiront par des coupures de
brins (Ahnstrom, 1988 ; Olive, 1990). Ces sites, qualifiés d’alcali labiles, comprennent
notamment les sites AP, certains adduits, la thymine glycol (5,6-dihydroxy-5,6-
dihydrothymine), la 5,6-dihydrothymine, des photoproduits comme la pyrimidine(6-
4)pyrimidone (figure 10) et certaines lésions induites par la bléomycine (Horvathova et
al., 1998 ; Aso et al., 1999 ; Higurashi et al., 2003).
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Les coupures de brins peuvent également étre consécutives a I’intercalation d’un
xénobiotique, aux adduits et aux diméres de pyrimidines, qui bloquent la fourchette de
réplication (Léonard, 1990) ou & ’activation de certaines enzymes telles que les
topoisomérases, les nucléases et les hydrolases lysosomales (Eastman et Barry, 1992 ;
Horvathova et al., 1998). Différentes origines des cassures simple- et double-brin sont
représentées sur la figure 11. Les conséquences éventuelles des coupures double-brin de
I’ADN sont des effets clastogénes, et la formation possible de micronoyaux
intracytoplasmiques (Edwards et al., 1994, Van Goethem et al., 1997 ; Klobucar e al,
2003).
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I11. Techniques d’études des dommages a I’ ADN

Historiquement, c’est une technique basée sur la vitesse de sédimentation de
molécules d’ADN radiomarquées sur gradient de sucrose en conditions alcalines (velocity
sedimentation ; Burgi et Hershey, 1963) qui fut utilisée pour 1I’étude des dommages a I’ADN
(Ahnstrom, 1988), et ce depuis les travaux de Davidson et al. (1964) qui avaient montré son
aptitude a détecter les cassures de brins et ceux de McGrath et Williams (1966), qui avaient

développé des conditions alcalines pour ’essai.

La recherche de coupures a I’ADN préside en général, a I’é¢tude des dommages a
I’ADN (Ahnstrom, 1988) car de nombreux dommages a I’ADN peuvent étre convertis en
coupures, soit par l’intervention incompléte des systemes de réparation par excision-
resynthése, soit en utilisant des conditions d’essai alcalines pour 1’expression des sites alcali
labiles. Certains types de dommages pourront étre détectés par des techniques spécifiques.
C’est le cas notamment des sites AP, des dommages oxydatifs a I’ADN ou des adduits (Kubo

et al., 1992 ; Walker, 1995 ; Cadet et al., 1999 ; Griffiths e al., 2002 ; Evans et Cooke, 2004).

Différentes techniques de détection des cassures a I’ADN ont été¢ développées ensuite
et ont été parfois mises en ceuvre en écotoxicologie, pour I’étude directe des dommages a
I’ADN, suite a des expositions in situ ou in vivo. Beaucoup de protocoles pour 1’étude des
dommages a I’ADN, utilisaient initialement des mesures de radioactivités spécifiques
nécessitant une incubation des cellules en présence [*H] thymidine préalablement,
remplacées depuis par des alternatives fluorimétriques, en utilisant des colorants comme le
Hoechst 33258 (Waldmann ez al., 1995 ; Bolognesi et al., 1996, 1999) ou le Hoechst 33342
(Gagné et al., 1995). Les principales techniques, dont les caractéristiques sont rapportées dans

le tableau 11, sont :

- D’élution alcaline (Kohn et Grimeg-Ewig, 1973) basée sur I’élution de I’ADN sur

une membrane filtrante aprés lyse des cellules a pH alcalin. Le taux d’élution
augmente avec le nombre de coupures simple-brin et de sites alcali labiles, et les
molécules d’ADN double-brin sont retenues sur le filtre. Le degré de dommages

est exprimé par une valeur F, facteur de scission des brins basé sur la cinétique
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TECHNIQUES Commentaires Références

- premieres techniques d’études
- mesures de radioactivité et préincubation nécessaire des Burgi et
cellules Hershey, 1963
- temps de centrifugation importants Cook et Brazell,
- sensibilité limitée : alcalilabilité réduite des dommages 1978
dans les nucléoides

Techniques de
sédimentation sur
gradient de sucrose

- mesures de radioactivité sur les fractions d’élution
(standard interne et double marquage) et préincubation
nécessaire des cellules

. . Kohn et
Elut; lcali - mesures en fluorimétrie possibles Gri Ewi
ution alcafine - Seuil de sensibilité : 1 cassure par chromosome ou 0,1 rmeg-twig,
cassures /10'' Da 1973

- protocole modifié avec des endonucléases pour la
détection de dommages spécifiques

- mesures de radioactivité et préincubation nécessaire
Essai de précipitation des cellules
alcaline - mesures en fluorimétrie possibles

- Seuil de sensibilité : similaire 4 ’élution alcaline

Olive, 1988

- mesures de radioactivité, en fluorimétrie, ou en
‘ cytométrie de flux
Essai de translation - sensibilité limitée : pas d’expression des sites alcali Snyder et
des coupures labiles Matheson, 1985
- utilisation principale en biologie moléculaire pour la
création de sondes radiomarquées

- mesures de radioactivité (standard interne et double Ahnstrém et
Essai de déroulement marquage) et préincubation nécessaire des cellules Edwardsson,
alcalin - mesures en fluorimétrie (FADU) 1974 Birnboim

- Limite de détection : 0,! cassures /10" Da et Jevcak, 1981

- sensibilité : 0,1 a 1 cassures pour 109 Da

Test des cométes - microscopie a fluorescence Singh et al,
1988
- approche cellule par cellule
- Sensibilité limitée : pas d’expression des sites alcali o
Electrophorese en gel labiles aux conditions de pH utilisé Maniatis et al.,
d'agarose dADN - Ratio coupures simple-brin / double-brin en conduisant 1982
Electrophorése en I’essai a pH 12 et a pH 7 respectivement Schwartz et
champs pulsé - mauvaise séparation pour les faibles niveaux de Cantor, 1984
dommages
- technique en microplaque par fluorimétrie
- traitement rapide de nombreux échantillons Miiller et al
- pas de fluorochrome intercalant comme le BeT 1998 v
FAST Micromethod ® -  rapidité de 1’essai (2h)
. . Batel et al,
- Seuil de sensibilité : rapporté similaire au test des 1999

cometes (limité pourtant aux cassures simple-brin et aux
sites alcali labiles)

Tableau II : Principales techniques d’étude des cassures a I’ADN

FADU : essai fluorimétrique de déroulement de I'ADN ; BeT : bromure d’éthidium
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d’élution ou par le ratio ADN retenu sur le filtre / ADN total ou encore le taux
d’ADN libre.

- L’essai de précipitation alcaline (Olive, 1988) utilisant la précipitation de I’ADN

en conditions alcalines en présence de dodécyl sulfate de sodium (SDS) et de
chlorure de potassium (KCl) a 4° C. Des dommages a I’ADN entrainent la
présence de fragments qui ne précipiteront pas, méme apres centrifugation. Le
niveau des dommages a I’ADN est alors exprimé par le ratio ADN culot / ADN

total ou par le taux d’ADN libre.

- L’essai de translation des coupures (Snyder et Matheson, 1985) dont le principe se

base sur 1’incorporation de nucléotides marqués au niveau des cassures simple-brin

de la molécule d’ADN par I'ADN polymérase 1.

- L’essai de déroulement alcalin (Ahnstrém et Edwardsson, 1974 ; Birnboim et

Jevcak, 1981) qui consiste en 1’observation de la séparation des brins d'ADN en
conditions alcalines, due a la rupture des liaisons hydrogéne. La vitesse de
déroulement est dépendante de la longueur des brins appariés et les niveaux de
dommages a I’ADN sont exprimés par des valeurs F (facteurs de scission des brins

basés sur la cinétique de déroulement).

- Le test des comeétes (Singh er al., 1988) dont le principe repose sur Ia

microélectrophorese de noyaux de cellules isolées, en conditions alcalines, en gel

d'agarose sur lames de microscope.

- Les techniques d’électrophorese basées sur la migration de fragments de molécules

d'ADN tissulaires aprés extraction, en gel d'agarose selon leurs tailles et la
comparaison a des témoins de migration (Maniatis et al, 1982 ; Schwartz et
Cantor, 1984).

Les techniques de 1’élution alcaline, de 1’essai de déroulement de I’ADN et du test des
cométes ont rencontré un franc succes et ont pris le relais des techniques de sédimentation.

Elles furent utilisées en premier lieu chez les mammiféres. Pour le protocole du test des
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cométes, il faut reconnaitre que Singh er al. (1988) et auparavant Ostling et Johénson (1984)
se sont inspirés de techniques préexistantes pour I’étude de I’ADN et des dommages & cette
molécule, comme la sédimentation des nucléoides (Cook et Brazell, 1978) et des techniques

d’électrophorese en gel d’agarose (Maniatis et al., 1982 ; Schwartz et Cantor, 1984).

Une technique récente, la FAST Micromethod®, technique miniaturisée en
microplaque, est basée sur I’observation de la dénaturation de I’ADN, plus ou moins rapide
selon la présence de dommages. L’établissement d’un complexe trés stable entre I’ADN
double-brin et le fluorochrome PicoGreen®, en conditions fortement alcalines permet de
suivre la cinétique de dénaturation de I’ADN double-brin et de calculer le facteur de scission
des brins. Cet essai permet I’analyse simultanée de plusieurs échantillons et devrait connaitre
un succés grandissant dans ces applications en milieu environnemental (Miiller ef al., 1998 ;
Batel et al., 1999). Bihari et al. (2002) ont observé une sensibilité équivalente de cet essai
comparativement a celle du test des cometes lors de 1’exposition de cellules HeLa aux UVC,
aux rayonnements y et a la 4-nitroquinoline-N-oxide (4-NQO), avec un coefficient de
variation moins élevé (27 % contre 53 % pour le test des cometes) lors de 1’exposition a la 4-

NQO.

Les seuils de sensibilité sont un point important a développer. Ils ne sont pas exprimes
de maniére homogéne dans la littérature (Ahnstrém, 1988 ; Griffiths et al., 2002). Pour les
différentes techniques de mesure des dommages a I’ADN, ils ne sont généralement pas
exprimés en terme de nombre minimal de dommages observés, mais plutét en terme de plus
faible dose d’agent génotoxique utilisée pour laquelle un effet est détecté (Ahnstrom, 1988).
Dans le cas des rayonnements X, le taux de cassures consécutives & une exposition donnée,
peut étre connu : par exemple on évalue les effets d’une dose de 400 rads a 4000 cassures et
sites alcali labiles au sein de I’ADN nucléaire de lymphocytes irradiés (Singh et al., 1989,

1991 b) et ceci pourrait permettre de calibrer les différentes méthodes (Ahnstrém, 1988).
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II1.1. Le Test des cométes

Cette technique d’électrophorése, de noyaux de cellules isolées en gel d’agarose, sur
lames de microscope, en conditions alcalines, rencontre un intérét certain a I’heure actuelle
car elle permet la mesure du degré de dommages 4 I’ADN au sein d’une population cellulaire
et non au niveau tissulaire comme la plupart des autres techniques d'étude des dommages a
I'ADN.

II1.1.A. Historique et évolutions

L’idée originale de ce test revient & Rydberg et Johanson en 1978. Ce furent les
premiers 4 quantifier les dommages & ’ADN dans des cellules isolées de mammiferes
incluses dans de I’agarose sur lame de microscope. Aprés lyse de ces cellules en conditions
alcalines, permettant le déroulement partiel de la chromatine, et marquage a I’acridine orange,
la mesure du rapport fluorescence verte / fluorescence rouge, traduisant le rapport entre les
molécules d’ADN double-brin et simple-brin, apportait une information sur Iintégrité¢ du
génome et la mesure du degré de dommages a I’ADN. Plus tard, Ostling et Johénson (1984)
apportérent quelques modifications et donnérent & I’essai son nom de test des cometes. Ils
ajoutérent au protocole une bréve étape d’électrophorése en conditions neutres et optérent
pour une coloration au bromure d’éthidium. Mais cette technique ne permettait que la
détection des cassures double-brin.

11 fallut attendre I’introduction d’une électrophorése en conditions alcalines par Singh
et al. (1988) pour pouvoir détecter les cassures simple-brin ainsi que les sites alcali-labiles.
Cette version du test des cométes a remporté depuis un vif succés et ses applications se sont
répandues a de nombreux types cellulaires. Les différentes étapes du protocole expérimental
sont illustrées sur la figure 12 ci-contre. Aprés exposition, in vivo ou in vitro, les cellules
eucaryotes sont emprisonnées dans un gel d'agarose et lysées dans un tampon contenant des
détergents et une forte concentration en sels. L'ADN est dénaturé et une courte €lectrophorese
est réalisée. Aprés marquage au bromure d'éthidium, 'ADN d'une cellule intacte apparait
comme une sphére (figure 13 a). L'ADN d'une cellule 1ésée s'étire progressivement vers

I'anode proportionnellement au nombre de cassures (figure 13 b). L'évaluation des lésions
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DEPOT DES GELS SUR LES LAMES
“. Premier Gel: Apgarose Standard 4 0,8 %o

Second Gel : mélange Agarose bas point de fusion 1
% + suspension cellulaire (V/V)

Troisiéme Gel : Agarose bas point de fusion 0,5 %

L. pH >13 LYSE

ELECTROPHORESE DEROULEMENT
de 1’ADN
:
Ry
iy
@\
T

Microzcopie a

COLORATION fluorescence
ANALYSE d’image

NEUTRALISATION
DESHYDRATATION

Figure 12 : Principales étapes du test des cometes (d’aprés Rojas et al., 1999)
BeT : bromure d’éthidium

Figure 13 : Exemples d’observations de noyaux par le test des cometes :
(a) noyau intact d’hépatocyte de rat
(b) noyau d’hépatocyte de rat présentant des dommages a I’ADN
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peut s'effectuer soit d'une fagon semi-quantitative par le classement des comeétes selon des
types préalablement définis, soit de maniére quantitative a ’aide d'un analyseur d'image
couplé a un logiciel de traitement.

Plusieurs articles de synthése font référence a ce test (Mc Kelvey-Martin ef al., 1993 ;
Fairbairn et al., 1995 a ; Collins et al., 1997 ; Rojas et al., 1999 ; Tice et al., 2000 ; Hartmann
et al., 2003) et soulignent les étapes critiques a maitriser, lors d'applications a différents types

cellulaires.

Des versions modifiées du protocole intégrent I’utilisation d’enzymes de réparation,
comme I’endonucléase III, la formamidopyrimidine glycosylase (Fpg) ou la nucléase
d’excision uvrABC (Collins et al., 1997). Ainsi la Fpg permet la détection des dommages
oxydatifs aux purines (Collins et al., 1996 ; Wozniak et Blasiak, 2003) de méme que
Pendonucléase III, celle des pyrimidines oxydées (Collins et al., 1995 ; Wozniak et Blasiak,
2003) ou la T4 endonucléase V, les dimeéres de pyrimidines (Woollons et al., 1997) et la
nucléase uvrABC, les pontages protéine-ADN (Collins ez al., 1997). Certains auteurs couplent
I'hybridation in situ (FISH) au test des cometes d’ou le nom de technique Comet-FISH qui
permet la détection de séquences spécifiques au sein du test des cométes (Santos et al., 1997).
La mesure de taux de dommages spécifiques a certaines régions du génome est alors possible
(Mc Kelvey-Martin et al., 1997). L’essai de diffusion (ou essai Tear-drop) permet d’étudier
’apoptose (Olive et al., 1993). L’étape d’électrophorése est simplement omise par rapport au

test des comeétes.

I11.1.B. Nature des dommages mis en évidence

La conduite des étapes de déroulement de I’ADN et d’électrophorése a certains pH,
dans le test des cometes permet la détection différentielle (Horvathova et al., 1998 ; Menke et
al., 2001 ; Wozniak et Blasiak, 2003) :

- des cassures double-brin a pH <9,0

- des cassures simple- et double-brin, du fait de la dénaturation des liaisons
hydrogéne de la double hélice I’ADN a pH < 12,1

- des cassures simple- et double-brin et d’une majorité de sites alcali labiles & pH
>13.
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Outre les cassures de brins et les sites alcali labiles, cette technique permet la détection
indirecte des 1ésions telles que les adduits ou les ponts intra-brins, parce qu’ils ralentissent la
migration de I’ADN dans le champ électrophorétique (Pfithler et Wolf, 1996 ; Horvathova et
al., 1998) ou via l'intervention des systemes de réparation par excision-resynthése (Speit et
Hartmann, 1995). Théoriquement le test des cometes peut mettre en évidence 1’action des
radiations, des mutagenes directs, des promutagenes, des agents alkylants, des intercalants et
des dommages oxydatifs. En 1998, plus de 212 produits avaient été testés sur différents types
cellulaires (Anderson et al., 1998). Cet essai permet également de détecter les processus
apoptotiques qui se traduisent par des coupures réguliéres & chaque nucléosome de ’ADN
nucléaire (Olive ef al., 1993 ; Steinert, 1996). Dans le cas de l'apoptose, les cometes formées
sont alors atypiques et caractéristiques, quelquefois qualifiées de cellules « fantdmes » ou
cellules « hérissons » (figure 14). Des travaux récents contestent cependant que ces
observations correspondent & des cellules apoptotiques (Rundell ez al., 2003 ; Meintieres et

al.,, 2003).

IT1.1.C. Avantages et Limites de I’essai

Le test des comeétes apparait aujourd’hui comme une technique privilégiée d’étude des
dommages a I’ADN comme I’atteste le nombre croissant de publications qui s’y réferent dans
la littérature (plus de 150, rien que pour I'année 1998 (Marzin, 1999)), dans les nombreux
domaines d’applications de I’é¢tude des dommages a I’ADN (Collins et al., 1997 ; Anderson
et al, 1998 ; Rojas et al, 1999). Ce succeés actuel, peut €tre expliqué par ses nombreux
avantages, comme sa sensibilité et son approche cellule par cellule et le nombre limite des ses
inconvénients (ce test aborde peu les aspects fondamentaux des dommages a I'ADN et

nécessite de travailler sur des cellules préalablement dissociées) (tableau III).

Sa sensibilité est intéressante méme si plusieurs seuils de sensibilité, pour cet essai,
ont pu étre avancés dans la littérature. Ces seuils restent plus bas que pour les autres
techniques : de 100 cassures a 1000 cassures par noyau (Singh et al., 1991 a ; Collins et al.,
1997) ou de 0,1 a 1 cassures pour 10° daltons (Gedik et al., 1992 ; Collins et al., 1997). Les
concentrations (ou les doses) minimales d’agent génotoxique ou la modalité testée, pour

lesquelles un effet est observé, pour différents essais réalisés en parallele au test des cometes,
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Figure 14 : Exemple d'observation qualifiée de cellule hérisson ou cellule fantdme (noyau
d'hémocyte d'Unio tumidus exposé in vitro au peroxyde d'hydrogéne (2500 uM, 2 heures a 4 ° C))

Principaux avantages

Principaux inconvénients

- Approche cellule par cellule
- Applicable a toute cellule nucléée

- pas de mise en culture ou en incubation des
cellules nécessaire au préalable

- Rapide, simple, flexible, pas d’utilisation de
produits marqués radioactifs

- Nécessite peu de cellules (de 20000 a 50000
cellules)

- Trés sensible : seuils de sensibilité avancés :

e 1000 cassures par noyau soit le taux
de dommages induits par une dose de
50 mGrays de rayons X (Singh et al.,
1991 a)

e 100 cassures par noyau (Collins et al.,
1997)

e 200 cassures par noyau (Rojas et al.,
1999)

e 0,1 cassures pour 10° daltons (Gedik
etal., 1992)

e 1 cassures pour 10° daltons (Collins et
al., 1997)

- Détection des cassures simple- et double-brin et
des sites alcali labiles

- Détection des effets des radiations, des mutagénes
directs, des promutagenes, des agents alkylants,
intercalants, des dommages oxydatifs, de
I’apoptose (Olive et al., 1993 ; Steinert, 1996) et
des mécanismes de réparation par excision-
resynthese (Speit et Hartmann, 1995)

- Informations sur des cellules isolées

- Niveau de bruit de fond généralement élevé chez les
organismes exposeés in situ

- Outil qui ne recherche pas les aspects fondamentaux
des dommages a 1’ADN ni la réponse de la cellule a
ces dommages

- Nécessité de travailler sur une suspension cellulaire
et la digestion enzymatique (trypsine) des tissus ou la
récupération des cellules en culture par grattage
(scraping) peuvent provoquer des dommages
supplémentaires (Singh er al., 1991 a; Birmelin et
al., 1998)

Tableau III : Principaux avantages et inconvénients du test des cométes pour

I’étude des dommages a I’ADN (d’apres Singh et al., 1988, Mc Kelvey-Martin et al., 1993 ;
Fairbairn et al., 1995 ; Collins et al., 1997 ; Horvathova et al., 1998 ; Mitchelmore et Chipman,
1998 a; Wilson et al., 1998 ; Rojas et al., 1999 et Tice et al., 2000)
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sont rapportées dans le tableau IV. Il apparait de ces quelques études que le test des cometes
apporte des résultats positifs, a des concentrations plus basses que les autres techniques, pour
les composés chimiques étudiés et les conclusions des auteurs lui sont largement favorables.
Slamenova et al. (1997) lui reprochent cependant une faible discrimination (saturation de la

réponse) aux plus fortes doses.

Mikhailov et al. (2000) soulignent un autre avantage du test des cometes : son
approche cellule par cellule, qui présente un intérét certain, comparativement aux approches
globales (ADN tissulaire) des autres techniques. Singh et al. (1989) avaient les premiers mis
en évidence la spécificité de cette technique en la comparant a 1’élution alcaline et a une
technique d’électrophorése en gel d’agarose. Ils ont montré une aptitude équivalente des
différents essais a détecter les sites alcali labiles endogénes dans des spermatozoides humains
et murins (soit entre 10° et 107 sites par génome). Mais leurs travaux soulignaient surtout
I’approche cellulaire individuelle du test des cométes. La présence des sites alcali labiles au
sein des noyaux est homogene dans la population des spermatozoides et ces sites ne
correspondent pas a des dommages a I’ADN, mais plutdt & une caractéristique physiologique
de ’ADN tres condensé, et cette homogénéité de distribution n’a pu étre mise en évidence
que par le test des cometes.

C’est également cette spécificité du test des cometes, qui a permis de démontrer
I’absence de réparation des dommages a I’ADN dans certaines cellules d’une population de
lymphocytes humains (Singh et al., 1990). Une proportion de cellules (entre 4 et 16 %)
présentait encore des dommages a I'ADN, au bout de deux heures, aprés une irradiation aux
rayons X (200 rads), et cela principalement chez les donneurs agés (70-91 ans); les
techniques de 1’élution alcaline et de sédimentation des nucléoides n’avaient pas pu accéder a

cette conclusion lors d'études antérieures.

Le test des cométes nécessite peu de cellules : de 2.10* 2 5.10* cellules contre 10° par
essai pour 1’élution alcaline (Mitchelmore et Chipman, 1998 a) et présente peu d’artefacts
(Collins et al., 1997). Son approche cellule par cellule, apporte des informations sur les
dommages a I’ADN certes au niveau de la cellule, mais également sur leur distribution au sein
de la population cellulaire, voire méme au niveau tissulaire, a la condition de pouvoir
distinguer les différents types cellulaires sur les lames par des diametres nucléaires différents.

Permettant une mesure directe du degré de dommages a I’ADN, il est aussi sensible (voire
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Type cellulaire Lymphocytes humains Cellules VHI10, HepG2 et V79 MEL Raji
Chocs thermiques (43 °C)
Rayonnements y EMS BPDE MNNG Mimosine (durée postincubatoire
nécessaire)
Elution alcaline 2 Grays 5SmM 20 uM 1 ug/L - -
Translation des coupures Jamais ms en 80 mM 10 uyM - - -
évidence
Test des cometes - 0,5 mM 1,25 uM 0,1 pg/L 150 uM Oh
Essai de déroulement
alcalin ) ) ) 1-2 pg/L ) )
Essai de précipitation
! - - - - - lh
alcaline
Sedzmentatlz)'n'fies ) i ) ) 150 uM )
nucléoides
Référence Leroy et al., 1996 Slamenova et al., 1997 Mikhailov et al., 2000  Fairbairn et al., 1995 b

Tableau IV : Doses, concentrations minimales d’agent génotoxique, ou modalité la plus réduite, induisant un effet significatif

(dommages a I’ADN), relevées dans les travaux ayant appliqué le test des comeétes en complément d’autres essais pour I’étude

des dommages a I’ADN suite aux expositions

MEL : cellules érythroleucémiques de souris ; EMS : éthylméthane sulfonate ; MNNG : N-méthyl-N -nitrosoguanidine ; BPDE : benzo(a)pyréne diol

époxyde
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méme plus) que les techniques antérieures pour 1’étude des dommages a I’ADN. La rapidité
de sa mise en ceuvre et sa souplesse constituent également des avantages non négligeables

(Belpaeme et al., 1998).

Cependant, cet outil ne permet pas de rechercher les aspects fondamentaux des
dommages a I’ADN, et la réponse de la cellule a ces dommages. La contrainte de travailler
sur une suspension cellulaire limite quelquefois ses applications, les auteurs préférant

travailler sur des cellules déja dissociées (échantillon sanguin, hémolymphe...).

Le manque de standardisation de son protocole entre les différents laboratoires et
I’hétérogénéité de I’expression des résultats dans la littérature, rend difficile les comparaisons
des différents travaux publiés (Belpaeme et al., 1998). Ainsi, les dommages a I’ADN étudiés
par le test des cometes peuvent étre exprimés selon différents paramétres mesurés par les
analyseurs d’image, comme par exemple le pourcentage d’ADN dans la queue des cométes, la
longueur de celle-ci, I’ Extent Tail Moment (ETM, produit des deux paramétres précédent) ou
comme le résultat d’un classement empirique des observations, sans quantification des
dommages. Les niveaux de dommages a 'ADN sont représentés par les taux moyens du
parametre considéré, par la distribution de ce paramétre dans la population cellulaire (médiane
et quartiles) ou encore par la distribution des cellules selon les valeurs individuelles du
parametre ou dans différentes classes arbitraires pour 1’observation semi-quantitative. Pour un
méme parametre, la définition peut varier selon les auteurs: pour le Tail Moment par
exemple, il est généralement exprimé comme le produit de la longueur de la queue par la
proportion d’ADN dans celle-ci (Extent Tail Moment), alors qu’Olive et al. (1996) définissent
ce parametre comme le produit de la proportion d’ADN dans la queue par la distance entre le
centre de gravité de la queue et le centre de gravité de la téte de la comeéte, calculé a partir de
’intensité de fluorescence (Olive Tail Moment).

Schnurstein et Braunbeck (2001) se sont intéressés dans leur étude avec des
échantillons d’eaux du Rhin et de I’Elbe, aux parameétres qui permettent d’exprimer ces
dommages a I’ADN. Ils ont appliqué le test des cometes a des cellules de foie et de branchies
de Brachydanio rerio, exposées & des échantillons d’eaux. Ils ont observé des différences
d’interprétations selon le parametre employé pour exprimer le degré de dommages a I’ADN.
Ils ne soulignent aucune différence entre le parametre du pourcentage d’ADN dans la queue et

celui du Tail Moment alors que 1’expression basée sur la longueur de la queue des cometes est
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moins discriminante en terme de significativité des résultats: le nombre d’échantillons

positifs en se basant sur les résultats de ce paramétre est plus important.

I11.1.D. Domaines d’applications

Les applications du test des comeétes ne se sont pas limitées a la toxicologie génétique.
Des applications cliniques ont été développées rapidement. Grace a sa sensibilité et a sa
flexibilité, I’étude des dommages a I’ ADN est possible par cet essai au niveau des populations
autochtones et les applications en écotoxicologie sont de plus en plus fréquentes (Cotelle et
Férard, 1999), particuliérement en milieu aquatique (Mitchelmore et Chipman, 1998 a ; Lee et
Steinert, 2003).

Les différents domaines d’applications du test des cométes sont les suivants :

- Toxicologie génétique

- Mécanismes de réparation de ’ADN

- Cycle cellulaire et apoptose

- Effets des radicaux libres

- Nutrition : régimes, compléments, additifs, antioxydants...

- Epidémiologie : expositions professionnelles, stérilité...

- Recherche médicale et clinique : embryologie, cancérologie,
essais thérapeutiques, pathologies (diabéte, Xeroderma
pigmentosum...)

- Ecotoxicologie.

Un tableau en annexe I présente une liste non exhaustive d’exemples de travaux, dans

ces différents domaines d’application.

22



Synthése Bibliographique

I11.2. La 8-0x0-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine

La 8-oxo0-7,8-dihydroguanine (8-oxoGua) (figure 15) et son nucléoside correspondant,
la 8-0x0-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine (8-oxodGuo), parfois appelé 8-hydroxy-2’-
déoxyguanosine, sont considérés comme des marqueurs des dommages oxydatifs a ’ADN

(Collins et al., 1996).

La molécule d’ADN est une cible importante d’attaques radicalaires. On estime le taux
d’attaques oxydatives & I’ADN, a entre 10* et 10° réactions par cellule et par jour (Carr et
Balz, 1999). La prise en charge des dommages oxydatifs par les mécanismes de réparation
n’étant pas parfaite, ces lésions oxydatives s’accumulent avec 1’age et certaines participent a
la mutagenése, a la cancérogenése, et aux processus de vieillissement cellulaire (Epe, 1993 ;
Adams et al., 2001 ; de Souza-Pinto et al., 2001 ; Chen et al., 2003). Leur prévalence est
également associée a de nombreuses pathologies humaines comme les cancers, I’arthrite et les
maladies neurodégénératives (Halliwell et Gutteridge, 1984 ; Abdi et Ali, 1999 ; Carr et Balz,
1999).

En ce qui concerne la recherche des produits d’oxydation des bases, les auteurs se sont
intéressés majoritairement aux modifications de la guanine et de la thymine (Cadet et al,
1999 ; Evans et Cooke, 2004) et la recherche de 8-oxodGuo est le paramétre d’étude des
dommages oxydatifs 2 ’ADN le plus mis en ceuvre dans les études de biomonitoring des
populations humaines et animales exposées, par suite de la disponibilité a colit modéré de
détecteurs électrochimiques permettant les mesures quantitatives. Sa mesure présente en effet
un intérét notable, du fait de sa signification biologique (dommages oxydatifs 8 I’ADN) et de
ses conséquences cellulaires éventuelles (mutations, cytotoxicité...) (Collins et al, 1996 ;

Griffiths et al., 2002 ; de Almeida et al., 2003 a et b).

Sur la vingtaine de produits que génerent sur I’ADN les especes radicalaires
consécutives a un stress oxydant endogéne ou associé au métabolisme de xénobiotiques, la 8-
oxoguanine est la plus abondante car la guanine a le potentiel d’oxydation le plus bas (Cadet
et al., 1999). On estime que cette base participe de 30 a 50 % a la totalit¢ des dommages
oxydatifs (Dizdaroglu ef al., 1991).
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Figure 15 : Nature chimique de la 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8-hydroxyguanine (8-OHGua)
et 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8-oxoGua)) et représentation du mésappariement de la 8-oxo-

7,8-dihydroguanine avec 1’adénine qui peut conduire a la transversion G:C = A:T (Cheng et
al., 1992, Wood et al., 1990)
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Le radical hydroxyle, le radical peroxynitrite et I’oxygene singulet peuvent générer ce
produit (von Sonntag, 1987 ; Devasagayam et al., 1991). Ainsi la 8-oxoGua peut se former
par dégradation d’un endoperoxyde instable (figure 16) ou par fixation du radical hydroxyle
en C8 de la guanine (figure 17). L’adénine comme la guanine, peut étre attaquée en C4, C5 et
C8. La thymine quant a elle, formera des thymines glycols et la 5-hydroxyméthyluracile
(Halliwell et Dizdaroglu, 1992).

Une variété d’expositions, d’agents et de processus physiologiques peuvent induire
des augmentations des niveaux de 8-oxoGua et de 8-oxodGuo. On peut citer par exemple,
chez ’homme, un effort sportif important (Palazzetti ef al., 2003), le tabagisme actif (Asami
et al., 1997), les radiations ionisantes (Ogawa et al., 2003) ou UV (Cooke et al., 2000) et chez
les rongeurs, le nickel (Kasprzak et al., 1997), ’amiante (Fung et al., 1997), I’aflatoxine B1
(Shen et al., 1995) et les fumées de diesel (Tsurudome et al., 1999).

Son caractére promutageéne est reconnu: elle peut causer des mutations par
transversion apres la réplication (Malyarchuk et al., 2003) et induire des mésappariements et
des transversions Guanine:Cytosine (G:C) = Adénine:Thymine (A:T) (Wood et al., 1990 ;
Cheng et al., 1992).

Les différentes techniques applicables a 1’étude de la 8-oxodGuo au niveau de I’ADN
sont répertoriées dans le tableau V. Les techniques de chromatographie liquide haute
performance avec détection électrochimique (HPLC-EC) et de chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS) sont les plus utilisées par les auteurs,
pour I’étude des dommages oxydatifs a I’ADN et en biologie des radicaux libres (Cadet et al.,
1999 ; Griffiths et al., 2002).

Les niveaux de bases mesurés par ces différentes techniques peuvent varier du fait
d’artefacts d’oxydations lors de 1’extraction, de 1’hydrolyse de I’ADN et de la dérivation
(sylilation nécessaire en spectrométrie de masse). Ainsi, on estime que le facteur de
surestimation des niveaux de 8-oxodGuo par la GC-MS est compris entre 10 et 50 et la
représentativité des résultats par cette technique est sujette actuellement a de vives
controverses (Cadet et al., 1999 ; Collins et al., 2004).

La technique HPLC-EC reste la moins discutée, depuis D’introduction de

desferroxamine dans les différents tampons d’extraction de I’ADN et d’homogénéisation des
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Seuil de sensibilité

Quantité

TECHNIQUE 8-oxodGuo/ 10° dGuo rgixﬁr]i;\lle Commentaires : avantages et limifes Références
(8-0x0dGuo /10" Da ) * ‘
nécessaire (ug)
1 Artefacts d’oxydation lors de 'extraction et de [’hydrolyse de ’ADN Ames, 1988
. . . Floyd et al., 1986
(0,61) Dosage dans les fluides biologiques
HPLC-EC 10-100 . , S le T la desfi e, 1 . . Fauxetal, 1992
0,01 Ooxydatl’on del -ADN 11m1te,e par le Tempo, la desferroxamine, le traitement a Shigenaga ef al., 1990, 1994
(0,0061) 4°C et I’extraction par la méthode chaotropique au Na I Cadet et al., 1999
Dosage simultané de plusieurs bases oxydées Dizdaroglu, 1994
GC-SM (SIM) 1 50 Niveaux de base plus élevés que par HPLC-EC (artefacts d’oxydation lors de Cadet et al., 1998, 1999
(0,61) ’extraction et de ’hydrolyse de I’ ADN et de la dérivation) Kasai, 1997
Sensibilité limitée pour les faibles taux de dommages Collins ez al., 2004
Degan et al., 1991
« ELISA-like » 350 5 10-100 Réactions croisées avec d’autres lésions a I’ ADN, dosage semi-quantitatif Yin et al., 1995
(3,05) Radak et al., 2000
Absence d’extraction ou d’hydrolyse de I’ADN (pas d’autooxydation)
. . 5 Méthode in situ par analyse d’image Seino et al., 2002
Immunohistochimie (3.05) 10-100 Ni extraction, ni hydrolyse de I’ADN Kato et al., 2001
Réactions croisées avec d’autres lésions a ’ADN
Versions modifices Conversion des bases oxydées en coupures de brins L I 1996. 1997
du test des cometes. de Méthodes générales applicables a I’étude de nombreux dommages par g(())o;ns etal, 1996, 1997,
\ . . ’ 10-50 I’utilisation d’endonucléases spécifiques de réparation : exonucléase III pour
I’essai de déroulement 10 . . L Cadet ez al., 1999
de ' ADN et de (6,1-30,5) les sites AP, formamidopyrimidine glycosylase pour la 8-OxoGua et les Gedik et al.. 1998
1 &lution alcaline formamidopyrimidines (cycle purique ouvert), endonucléase III pour les Griffiths et ;I., 2002
pyrimidines oxydées, T4 endonucléase V pour les dimeres de pyrimidines. ..
Elegl‘[lr qphorese 10 Dosage dans les fluides biologiques Ullrich et Grune, 1997,
ZZFI fa1reﬂ imétrique 6.1) 60 Sensibilité limitée pour les faibles taux de dommages Mei et al.,2003
ou Z(I:élcot?octllli?nique au ’ Sensibilité augmentée par la détection électrochimique Esaka et al., 2003
10 Faible quantité d’échantillons Collins et al., 2004
Postmarquage au [**P] 6.1 1 Surestimation des niveaux de bases Cadet et al., 1998, 1999
(6,1) Griffiths et al., 2002

Long et difficilement applicable en routine

Tableau V : Principales techniques d’étude de la 8-0x0-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine (8-oxodGuo)

* les seuils de sensibilité exprimés en 8-oxodGuo / 10'' Da sont donnés 2 titre indicatif car ils ont été dérivés des seuils exprimés en 8-oxodGuo / 10° dGuo et
des facteurs d’équivalence de Griffiths ef al., 2002, qui ne concernent que I’ADN des cellules humaines ; sites AP : sites abasiques ; Tempo : 2,2,6,6-
tétraméthylpipéridine-N-oxyl ; HPLC-EC : Chromatographie Liquide Haute performance, détection électrochimique ; GC-MS : chromatographie en phase
gazeuse couplée a la spectrométrie de masse ; SIM : Selected lon Monitoring ; ELISA : enzyme-linked immunosorbent assay ; Nal : lodure de sodium.
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tissus et de la méthode d’extraction chaotropique de I’ADN au Nal (iodure de sodium), qui
permettent de limiter les artefacts d’oxydation consécutifs a la préparation des échantillons

(Cadet et al., 1999 ; Ravanat et al., 2001 ; Collins et al., 2004).

Des mécanismes de réparation spécifiques (glycosylases) de cette base oxydée existent
au sein de la cellule (de Souza-Pinto et al., 2001). Une conséquence indirecte de cette
réparation est 1’élimination de la 8-0xoGua et de la 8-oxodGuo et leurs dosages possibles dans
les urines lors de 1’excrétion chez I’homme (Carr et Balz, 1999 ; Mei et al., 2001 ; Mei et al,,
2003).
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111.3. Autres techniques spécifiques de recherche de dommages a I’ADN

II1.3.A. La recherche de sites abasiques

Les sites abasiques (sites AP) peuvent étre quantifiés spécifiquement par un protocole
basé sur la réaction d’une sonde moléculaire, la N-(aminooxyacétyl)-N'-(D-biotinoyl)
hydrazine ou ARP (Aldehyde reagent probe), avec le groupement d'aldéhyde, exposé, au
niveau du site abasique (figure 18) et la quantification colorimétrique des complexes liés, par
la mesure d’activité enzymatique de la peroxydase de raifort couplée a la sonde (Kubo et al.,
1992). La sensibilit¢ minimale de cet essai est la détection des effets d’une irradiation aux
rayons X de 10 rads (0,1 Grays) (Atamna et al., 2000).

A T’heure actuelle, aucune application n’a été relevée en milieu environnemental,
malgré la commercialisation des réactifs en kit et la miniaturisation de cet essai en
microplaque (Kow et Dare, 2000 ; Molecular Probes, 2004), peut-étre a cause de la spécificité
de cet essai qui ne permet la détection que d’un type de dommage 4 I’ADN parmi d’autres,
mais également parce que les sites AP sont des Iésions alcali labiles qui peuvent étre détectées
par les techniques d’études générales des dommages 4 I’ADN comme 1’élution alcaline ou le

test des cometes.

II1.3.B. La recherche d’adduits a PADN

L’¢étude des adduits a I’ADN a rencontré un plus grand intérét de la part des auteurs,
dans le domaine de I’écotoxicologie (Walker, 1995 ; Griffiths er al., 2002). Différentes
techniques sont applicables & la détection des adduits & I’ADN (Tableau VI). En
€cogénotoxicologie, c’est le postmarquage au Phosphore 32 qui a été le plus largement mis en

ceuvre.
Ainsi, ’application de cette méthode, chez des phoques (Phocea vitulina richardsi),

suite & la pollution pétroliere de 1I’Exxon Valdez, a montré des adduits (ADN hépatique),

résultant d’une exposition aux HAPs, sur les autoradiogrammes des individus exposés, par
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Figure 18 : Principe de la technique de détection des sites AP (d’aprés Kow et Dare, 2000 ; Molecular Probes, 2004) :

(a) Equilibre aux conditions physiologiques, entre les sites AP sous forme cyclique fermée (95 %) et cyclique ouverte (aldéhyde) (5 %)

(b) Structure de I'ARP (dldehyde reagent probe) ou N-(aminooxyacétyl)-N'-(D-biotinoyl) hydrazine

(c) Réaction de I'ARP en concentration excessive, avec le groupement aldéhyde exposé des sites AP (la réaction avec I'ARP entraine la

conversion de la majorité des sites AP sous leur forme cyclique ouverte)
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rapport aux témoins. La présence de ces adduits était associée a ’augmentation des taux de

métabolites biliaires aromatiques fluorescents (Reichert ez al., 1999).

Une étude comparative interespéces, sur les conséquences de la marée noire du Sea
Empress, souligne des différences entre vertébrés et invertébrés, en terme de prévalence des
adduits & ’ADN, et qui peuvent étre imputées a des différences de métabolisme des
xénobiotiques (Harvey ef al,, 1999). Une augmentation quantitative (au maximum 50 fois
plus) et qualitative des adduits a I’ADN hépatique de trois espéces de poissons (Lypophys
pholis, Pleuronectes platessa, Limanda limanda) a été observée, alors qu’aucun adduit,
consécutif a I’exposition aux hydrocarbures de la marée noire, n’a pu étre mis en évidence
pour ’ADN total extrait de 1’éponge Halichondra panicea ou de la moule Mytilus edulis.
Cette absence de réponse chez Mytilus edulis, en terme d’adduits a I’ADN, consécutive a
Pexposition aux composés de pétrole brut relargués dans le milieu marin, avait déja été

soulignée par les travaux de Solé et al. (1996) aprés le naufrage de 1’4egean Sea.
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Seuil de sensitivité

Quantité d’ADN

TECHNIQUE Séparation Adduit/ 10® bases  Exemples d’agents nécessaire (j1g) Cott Commentaires
(Adduit /10" Da) #
Postmarquage au [*’P] CCM 0,1 Goudrons, ochratoxine, HAPs, 2-10 élevé Screening des cancérogénes
(3,00) tabagisme, stress oxydatif Applicable 4 ’analyse des adduits résultant de
I’exposition a des mixtures complexes
Sous-estimation possible (étapes critiques :
séparation CCM et phosphorylation des
nucléotides)
Pas d’identification des adduits et préexistence
de spots endogenes
HPLC 0,2-10 HAPs 10 élevé Moins sensible (a moins d’analyser une plus
(6,12-30,6) grande quantité d’échantillon)
CE 0,1 B(a)P 10 elevé Permet des injections multiples de I’échantillon
(3,06)
Immunohistochimie ELISA 1-4 Aflatoxines, cisplatine, stress >100 raisonnable Haute spécificité mais nécessité de disposer
(30,6-122,4) oxydatif, UV, goudrons d’anticorps contre les adduits recherchés
Probléme de réaction croisée avec d’autres
adduits
(spécifiquement utilisé pour les cancérigénes et
certaines classes de cancérigenes)
CE 20 BPDE 0,5-2 élevé Faible quantité d’échantillon mais moindre
(612) spécificité
Fluorescence HPLC 0,5-7 Aflatoxines, HAPs, B(a)P >100 bas Applicable uniquement aux composés
(15,3-214,2) fluorescents
Spectrométrie de masse GC/LC 0,3-10 HAPs, B(a)]l), , >100 élevé Identification de la structure de I’adduit
(9,18-306) malondialdéhyde, tabagisme s AP
; ; Nécessité de dérivation
N-nitrosamines
CE 0,4-40 Styréne, BPDE, phényl glycidyl >100 élevé Détection augmentée par empilement des

(12,24-1224)

éthers

échantillons

Tableau VI : Principales techniques d’études des adduits a I’ ADN (adapté de De Kok et al., 2002)

* les seuils de sensibilité exprimés en adduit / 10'* Da sont donnés 4 titre indicatif, car ils ont été dérivés des seuils exprimés en adduit / 10® bases ; CCM : chromatographie
sur couche mince ; HPLC : chromatographie liquide haute performance ; CE : électrophorése capillaire ; LC : chromatographie liquide ; GC : chromatographie en phase
gazeuse ; HAPs : hydrocarbures aromatiques polycycliques ; B(a)P : benzo(a)pyrene ; BPDE : benzo(a)pyrene diol époxyde.
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I11.4. Mise en évidence de I'activation des systémes de réparation, mutations

géniques et micronoyaux

La recherche de mutations géniques, de mutations et d’aberrations chromosomiques et
nucléaires se placent dans les techniques de détection indirecte des dommages a ’ADN
(Depledge, 1998), ainsi que les techniques basées sur la mise en évidence de 1’activation des

mécanismes de réparation de ’ADN (Salles et al., 1995).

La technique d’étude de la synthése non programmeée de I’ADN (UDS, unscheduled
DNA synthesis, OCDE 486, 1997), introduite par Djordjevic et Tolmach en 1967, se base sur
la mise en évidence de la synthése de novo d’ADN, indépendante de la réplication, lors de
I’intervention des mécanismes de réparation. Des protocoles autoradiographiques sont utilisés
pour quantifier cette synthése d’ADN par incorporation de [*H]thymidine. Des grains de
radioactivité apparaissent alors au sein des noyaux des cellules sur les autoradiogrammes, lors
de lintervention des mécanismes de réparation par excision-resynthése. Des protocoles
utilisent alternativement la scintigraphie en milieu liquide ou la cytométrie de flux pour
mettre en évidence la synthése de novo d’ADN, mais ces derniers ne permettent pas de
différencier les cellules en phase de réplication des cellules ou interviennent les mécanismes
de réparation du génome (Lo et al., 1994 ; Selden et al.,, 1994). Un protocole similaire a la
technique autoradiographique a été¢ appliqué chez Mytilus edulis, pour mettre en évidence des
différences d’efficacité des mécanismes de réparation selon 1’dge des individus : des baisses
de 42 % et de 37 % ont pu étre observées chez les individus des classes d’ages 6-8 ans et > a
10 ans respectivement, comparativement aux individus de la classe 2-4 ans (Accomando ef

al., 1999).

Un test récent, le test 3D® (DNA Damaged Detection, Laboratoires SFRI, Bordeaux,
France) se base sur un principe similaire adapté in vitro, en microplaque, avec un cocktail
d’enzymes de réparation isolées de cellules humaines, qui insere au niveau des dommages des
nucléotides marqués a la biotine, reconnus ensuite par une sonde moléculaire couplée a une
peroxydase (Salles et al., 1995). Les travaux de Le Pennec et Le Pennec (2001) relatent son
application chez la moule Mytilus edulis, avec des acini de glande digestive cultivés in vitro.

Avec ce test, dans ces systémes cellulaires de glande digestive, la 4-nitroquinoline-N-oxide
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(4-NQO) se révele génotoxique a la dose de 1 mM avec une augmentation des dommages a
I’ADN d’un facteur 2,6. Les réponses observées pour le méthylméthane sulfonate (MMS, 1
mM), le chlorure de cadmium (10* et 10° M), et I’atrazine (10° M) sont plus ou moins
claires en terme de génotoxicité, le facteur d’augmentation des dommages a I’ADN pour ces

composés étant compris entre 1 et 2.

Les mutations géniques chez des organismes exposés in situ peuvent également
informer sur les expositions passées a un agent génotoxique. Elles correspondent & des
modifications de séquence des génes et constituent des accidents de copie des bases puriques
ou pyrimidiques se produisant généralement lors de la réparation et de la réplication de I'ADN
(Etienne, 1996 ; Christmann ef al, 2003; Sarasin, 2003). Elles sont détectables
principalement par des techniques de biologie moléculaire (Atenziar et al., 2001 ; Belfiore et

Anderson, 2001, Rodius et al., 2002).

Des anomalies structurales des chromosomes et du noyau peuvent enfin traduire des
dommages a2 ’ADN et I’exposition & un agent génotoxique (Van Goethem et al., 1997 ;
Barliene et Lovejoy, 2000). La recherche d'aberrations chromosomiques (observation des
plaques équatoriales métaphasiques en microscopie optique aprés coloration histochimique),
la recherche de micronoyaux et d’altérations nucléaires, et le test d'échange des chromatides
sceurs sont des méthodologies applicables a leur étude (Zahkarov et Egolina, 1968 ; Hose,
1994).

Les micronoyaux sont un exemple intéressant d’altérations nucléaires. L’évaluation de
la fréquence des cellules présentant un ou plusieurs micronoyaux au sein d’une population
cellulaire apporte une mesure simple et rapide des effets clastogenes (Hose, 1994). Ce test est
d’ailleurs un des plus employés pour les essais de génotoxicité chez les mammiferes depuis
son introduction par Boller et Schmid en 1970. Un micronoyau est une masse
intracytoplasmique de chromatine, ressemblant au noyau principal et facilement observable
dans des cellules interphasiques (Countryman et Heddle, 1976). Il correspond a des fragments
chromosomiques ou 4 des chromosomes entiers persistant au moment de I’anaphase. Ce
marqueur indirect de génotoxicité traduit un dommage génomique consécutif a I’action d’une
substance clastogéne ou a 1’altération du fuseau mitotique (figure 19) (Brunetti et al., 1992 ;

Dopp et al., 1996). Un micronoyau se forme des la télophase et son apparition présente
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Figure 19 : Diagramme schématique illustrant la formation de micronoyaux (d’apres Fenech,
1997)
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’inconvénient d’étre dépendante d’une division cellulaire. Les micronoyaux sont observés en
microscopie optique aprés coloration des cellules. En écotoxicologie, cette recherche a
rencontré un franc succés, surtout en milieu aquatique. De nombreuses publications abordent
par exemple des applications de ce test chez les bivalves que ce soit lors d’études au
laboratoire (Venier ef al., 1997 ; Pavlica et al., 2000 ; Carvalho Pinto-Silva et al., 2003), lors
d’études d'impact (Burgeot et al., 1996 ; Brunetti et al., 1998) ou lors d’études de transfert
(Mersch et Beauvais, 1997 ; Vasseur ef al., 1999).

Ce test est de plus en plus réguliérement associé au test des cométes pour 1’évaluation
de la génotoxicité, a différents niveaux. Des exemples d’applications chez les organismes
aquatiques sont présentés dans le tableau VII. Des réponses paralléles pour ces deux
paramétres sont généralement observées, avec quelquefois un décalage dans le temps de
réponse. Plus rarement, leurs résultats ne s’accordent pas, comme dans I’étude in situ de
Bombail et al. (2001). 11 faut noter que les auteurs avaient travaillé avec des individus
autochtones (Pholis gunellus) et non des individus transférés d’un site de référence vers un
site contaminé ou dont on suppose la contamination, comme cela est possible avec les
bivalves. IlIs avancent pour expliquer I’absence de résultats positifs par le test des cometes
I’hypothése de mécanismes de réparation plus efficaces chez les individus chroniquement

€XpOSEs.

L’association de ces deux marqueurs de génotoxicité se justifie parce qu’ils traduisent
des niveaux d’étude et d’intégration de la génotoxicité et des conséquences, différents. Leurs
caractéristiques propres peuvent expliquer les variations de réponse, quantitativement et
temporellement. Les résultats du test des comeétes traduisent une réponse immédiate. Les
dommages & ’ADN sont généralement transitoires (Pandrangi et al., 1995 ; Russo et al,
2004). Tls reflétent l’interaction entre la génération de dommages a I’ADN et leurs
mécanismes de réparation (Klobucar et al, 2003). Ils sont donc caractérisés par leur
expression précoce et le fait qu’ils soient susceptibles d’étre réparés. Un micronoyau
représente un dommage génotoxique plus grave, irréversible car il n’est pas soumis a la
réparation et va perdurer jusqu’a la mort de la cellule (Kirsch-Volders et al., 2003). Leur
fréquence est par conséquent plus rare que les dommages primaires & I’ADN. De plus, leur
apparition peut-étre également consécutive a 1’exposition a des substances aneugénes, qui
induisent des anomalies dans le nombre des chromosomes mais qui ne produisent pas

dommages détectables par le test des cométes (Aoyama et al., 2003).
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Types Observations :
I i Descripti ¢ : < Références
Organismes cellpla{res escription de I’étude effet Frc?quence des Dommages 4 I’ADN
utilisé€s micronoyaux
Classement des Classement des sites :
. Etude de transfert (Drava = Sava) sur 30 jours : sites (riviere Sava) : . : Klobucar
Dreissena . S . . . . . Sisak (x 5,3) > Oborovo (x
olvmornha hémocytes  pollutions industrielles et urbaines. 4 sites sur la riviére +  Sisak (x 10,5) > Oborovo 2.5) > Lukavek = Zagreb etal,
porymorp Sava et | site de référence sur la riviére Drava (Croatie) (x 6,5) > Lukavek (x 5,5) > e & 2003
e =Référence
Zagreb = Référence
alj:B(a)P =témoin alj:+ a30pg/Lxl1,25
a3j:Ades03pg/Lx1,9 a3j:Ades03pg/Lx1,2x
Relations doses — effets — temps. Expositions in vivo au x5etx 7,5 ,5etx 1,8 Siu et al
Perna viridis  hémocytes  B(a)P (0-0,3-3-30 pg/L) pendant 0-1-3-6-12 jours a 4+ a6j:Ades0,3 pg/Lx3,1 a6j:Ades3 pg/Lx2etx v
2004
20°C x62etx 12,5 2,2
a12j:Ades 0,3 ng/L x al2j:Adées3pg/lx12et
7,7x125etx 17,5 x 1,3
Etude du potentiel du test des comeétes et des Eté 1994 : sites pollués (x
micronoyaux' comme marqueurs de génotoxicité chez 7 aJoppaetx3,5a Sites de référence = sites
, le poisson. Gradient de pollutions industrielles. Queensferry) > site de . , . Bombail
Pholis . . ve  gn y 1o o pollués malgré un gradient
érythrocytes Echantillonnage d’individus autochtones durant 1’été + référence . s et al.,
gunnellus . . , . . de pollution (étudié
1994 et le printemps 1998. 2 sites non pollués en aval Printemps 1998 : sites seulement en 1998) 2001
de I’estuaire et 2 sites pollués en amont (Firth of Forth, pollués (x 1,6) > sites de
Ecosse, UK) (2 sites pollués et 1 de référence en 1994) référence
Etude de la génotoxicité d’un des plus toxiques Belpacme
Salmo trutta représentant des PCBs : expositions au PCB 77 P —
fario érythrocytes (concentrations réelles de 0-343-397-429-780-918-1027 - PCB77=temoin PCB 77 = temom elt;;l'g’
pg/mL) pendant 0-3-9-14 jours a 11°C
Etude dp blomonltgrlng. Pollutions mdust.rlelles, Site pollué (x 6) > site de Site pollué (x 3,4) > site de
domestiques et agricoles. Etude de la persistance des e e
Ganbusia dommages aprés maintien en stabulation au laboratoire réference référence Russo et
Holbrooki  SYHIOCYIES 00500 5). Bchantillonnage d’individus autochtones : 1 T - 8 100 de stabulation au N 4100 de stabulation au ), 5504

site de référence (Réserve naturelle des Astronies) et 1
site pollué sur la riviere Sarno (Italie)

laboratoire retour au
niveau basal

laboratoire retour au niveau
basal




Cyprinus
carpio

Carassius
aurarus

Brachydanio
rerio

érythrocytes

cellules
rénales

érythrocytes

hépatocytes
cellules

branchiales

Etude des effets génotoxiques de désinfectants utilisés pour
la potabilisation de I’eau. Suivi des individus sur le temps
(prélévements non invasifs) sur des bassins expérimentaux
dans la station de potabilisation des eaux du lac Trasimeno
(Castiglione del Lago, Italie) : 3 campagnes (automne,
hiver et été)

prélevements a Tg, 8 3 h ou a 10 jours et a 20 jours

NaClO : 1,25 mg/L
ClO; : 0,2 mg/L
acide peracétique (PAA) : 1 mg/L

Evaluation de la génotoxicité de chocs thermiques ( 34-36
et 38 °C pendant 3 h
+ 24 h de délai pour le test des cométes)

Etude de la génotoxicité du MMS : cinétique d’apparition
et de réparation des dommages a I’ADN et différences
intertissulaires. Expositions au MMS : 0-0,8-8-80 uM (3 j
+ 3- 6-9-12 jours de délai pour les micronoyaux et 4-8-12-
18-24-48-72 h + 24-72 h de délai pour le test des cométes)

=2 10 j pour tous les
animaux

# entre les campagnes & 20 j
dues a I’influence de la
température de I’eau
NaClO:x4,1 x6,5etx 5
(en automne, hiver et été
respectivement)
ClO;:x34 x4, 7etx 6 (en
automne, hiver et été
respectivement)

PAA = témoin

x72a34°Cx73a36°Cet
x4,13238°C

Uniquement étudiée chez les
érythrocytes
a+3j:Adés0,8 uMx2,2
x32etx22
a+6j:Ades8uM x 2,1 et
x 2,9

a+t9j:Ades0,8uM x2.5
x2,7etx3,4

a+12j = témoin

# entre les campagnes dues a
I’influence de la température
de I’eau :

N en été a + 20 jours pour les
3 produits (de x -1,5 a x -3,7)
Autres campagnes : NaClO :
+43 hx 1,6 en moyenne et +
a 20 jours x 3,55 en hiver
seulement

ClO,:+a 3hx14en
moyenne et - a +20 jours
PAA :-a 3h et+a?20 jours
X 2 en hiver seulement

x1,1a34°Cx1,1a36°Cet
ax1,3438°CNa24h
retour au niveau basal

Uniquement étudiés pour les
hépatocytes et les branchies
(non testé a 8 uM)

20,8 uM : MMS = témoin

a 80 uM : hépatocytes : + des
8hdex2ax7Mdes finde
I’expositiona+24 hx 6 eta
+72hx5

cellules branchiales : + dés 8h
X 4 en moyenne sur le temps
N des fin de ’exposition a
+24hx3,75eta+72hx3

Buschini
et al.,
2003

Anitha et
al., 2000

Deventer,
1996

Tableau VII : Travaux rapportés dans la littérature d’association pour 1’étude de la génotoxicité, du test des cometes et de la recherche de micronoyaux avec
des poissons et de bivalves, suite a des expositions in vivo, au laboratoire ou des expositions in situ

': prise en compte d’autres anomalies nucléaires en 1998, en plus de micronoyaux ; les facteurs de variations (x) sont donnés a titre indicatif car ils ont parfois été
calculés sur les figures lors de ’absence des tableaux de données ; + : effets significatifs ; - : absence d’effets significatifs ; 7 : augmentation des effets ; W : diminution
des effets ; = équivalence des effets ; > niveaux d’effets supérieurs ; # différence ; PAA : acide peracétique ; B(a)P : benzo(a)pyrene ; PCBs : polychlorobiphényls ; PCB
77 : 3,3°,4,4’-tétrachlorobiphényl ; MMS : méthylméthane sulfonate ; UK : Royaume Uni ; NaClO : hypochlorite de sodium ; ClO; : dioxyde de chlore.
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IV. Applications du test des comeétes

IV.1. Applications du test des cométes aux organismes terrestres

Les applications du test des cometes avec des organismes terrestres, concernent
majoritairement des animaux de laboratoire comme le rat et la souris avec lesquels les études
relevées dans la littérature sont nombreuses mais consistent pour la plupart en des expositions
aigu€s sur des temps courts, et il serait difficile d'en faire une synthése exhaustive. Nous
avons choisi de présenter quelques études, relatives a des expositions in vivo principalement,
qui illustreront notre propos sur différents points : différences intertissulaires, interespéces,
réversibilité des dommages & 'ADN, expositions aux HAPs, & des mélanges de polluants et

expositions par voie alimentaire...

IV.1.A. Etudes avec des rongeurs

IV.1.A.a. Expositions au laboratoire

Chez le rat et la souris, les hépatocytes sont un type cellulaire trés souvent étudié in
vivo, avec les cellules de moelle osseuse et les cellules nucléées du sang périphérique. Ces
dernieres sont trés utilisées in vitro. Les dommages au niveau des spermatozoides ou des
cellules nerveuses du cerveau ont pu également étre étudiés (Singh et al., 1989, 1995). Par
exemple, il a été observé que suite a I’ingestion d’éthanol (4 g/kg) chez des rats, des
dommages a I’ADN apparaissaient dans les cellules du cerveau et atteignaient un maximum

au bout de 4 heures. A 6 heures, un retour au niveau de base était observé (Singh ez al., 1995).

Les sensibilités, en terme de dommages a I’ADN mesurés par le test des cométes,
entre différents tissus de ces deux rongeurs ont largement été étudiées (Sasaki et al., 1997 a et
b ; Miyamae et al., 1997 ; Tsuda et al., 2000 ; Sasaki et al., 2002 ; Sekihashi et al., 2002). Ces
travaux soulignent la grande sensibilité du foie. Les dommages au niveau de cet organe de
métabolisation sont plus importants que ceux observés au niveau de la moelle osseuse, de

P’estomac ou du colon, notamment suite a I’exposition des souris ou des rats au
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méthylméthane sulfonate (MMS), a ’aflatoxine B1 ou 1’azobenzéne (Sekihashi et al., 2002).
Des sensibilités différentes entre la souris et le rat ont pu étre observées, par exemple, suite a
I'exposition dans les mémes conditions, a la pyréméthamine, un agent antiprotozoaire.
L'exposition per os aux doses uniques de 50 et 120 mg/kg de poids corporel, chez la souris et
le rat, induisait des réponses différentes, en terme de dommages a I’ADN mesurés par le test
des cométes dans les différents tissus. Chez les deux especes, la pyrémethamine produisait
des dommages 4 I’ADN dans le foie, le rein et les poumons. Des dommages & I’ADN dans les
cellules de la rate n'étaient observés que chez la souris. La génotoxicité au niveau hépatique
chez le rat était transitoire : elle était maximale a 1 heure. A 24 heures, un retour aux niveaux
de base a été observé. Chez la souris, des dommages persistaient encore a 24 heures dans les
hépatocytes alors qu’ils n'étaient maximaux qu’a 6 heures dans les poumons et a 24 heures

dans les cellules rénales (Sasaki et al., 1997 b).

Les dommages a I’ADN, consécutifs a I’exposition a divers composés chimiques, a
des doses fortes et dans les quelques heures qui suivent I’exposition unique, ont été étudiés au
moyen du test des comeétes, appliqué in vitro ou in vivo dans les cellules de rongeurs. De
nombreux exemples de travaux pourront étre retrouvés dans la littérature. La génotoxicité de
pesticides, par exemple a pu étre étudiée in vivo : c'est le cas du linuron (Scassellati-Sforzolini
et al., 1997), du fénarimol (Poli et al., 2003) ou du chlorothalonil (Godard et al., 1999). La
propriété d'induire des dommages a 'ADN de nombreux composés mutagenes et cancérigenes
a été confirmée en se basant sur des expositions a de multiples composés classifiés par des
organisations comme I’JARC ou ’OCDE (Miyamae et al., 1997 ; Sasaki et al., 1997 a et b,
1998 a, b et ¢, 2002 ; Henderson et al., 1998 ; Sekihashi et al., 2002 ; Lee et al., 2003). Les
conclusions de ces travaux soulignent que les résultats du test des cometes chez les rongeurs
in vivo, sont des indicateurs des potentialités cancérigénes des composés étudiés, malgré les
différences interespéces et intertissulaires qui ont pu étre observées et le fait que les auteurs
utilisent des doses importantes (> a 50 mg/kg). Des dommages significatifs sont généralement
mis en évidence dans ces études, mais 1I’évolution des dommages a I’ADN au cours du temps
est rarement suivie et les auteurs s’intéressent principalement aux effets dans les quelques

heures voire quelques jours post-exposition.

Quelques travaux ont étudiés la réversibilité des dommages & 'ADN observés suite

aux expositions, & des sels métalliques par exemple, comme le chlorure de mercure.
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L'exposition orale aux doses de 5,4 a 86,4 pug de HgCl, par kg de poids corporel se traduit par
une augmentation dose-dépendante des dommages a I’ADN dans les leucocytes (au maximum
d’un facteur 6), dans les premiéres 24 heures, mais la réparation de ces dommages est
apparente dés 48 heures et deux semaines aprés I’exposition, elle s’avére complete (Grover et
al., 2001). Le méme type d’observations existe lors d'une exposition de souris in vivo au
chlorure de nickel (3,4-108 mg/kg, poids corporel, per os, dose unique) (Dana Devi et al.,
2004). Des dommages a I'ADN apparaissent dans les leucocytes dans les premiéres 24 heures,
avec une augmentation maximale (x 6,25) pour la dose de 108 mg/kg (masse corporelle) a 48
heures. La diminution des dommages a I’ADN intervient dans les 72 heures. Au bout de deux
semaines, le niveau de dommages & I’ADN dans les leucocytes des souris exposées, ont
rejoint les valeurs observées dans les animaux témoins. La réponse est similaire suite a
’exposition au nitrate de plomb (exposition orale unique dans une gamme de concentrations
entre 0,7 et 89,6 mg/kg de poids corporel) et au dichromate de potassium (0,59 a 76 mg/kg de
poids corporel, dose unique per os) (Dana Devi et al., 2000, 2001). La réversibilité des
dommages 4 ’ADN observés, peut étre moins rapide. Ainsi, I'exposition de rats par gavage a
500, 1000 et 1500 mg/kg d’éthyléne glycol monométhyl éther (EGME) se traduit au bout de
deux semaines par des dommages a I’ADN dans la moelle osseuse et des dommages plus
importants dans les cellules testiculaires (globalement deux fois plus). Les rats ont été exposés
une seule fois a chaque dose. Cing et six semaines apres 1’exposition, le niveau de dommages
a PADN dans les tissus des souris exposées, est comparable aux observations chez les

témoins (Anderson et al., 1996).

La génotoxicité du B(a)P a été quelque fois étudiée in vivo. Des effets significatifs au
niveau du foie (augmentation d'un facteur 5) et des poumons (augmentation d'un facteur 6)
ont pu étre observés A la dose de 250 mg/kg par voie intrapéritonéale, aprés 3 heures
d’exposition. Cependant 24 heures aprés l'injection, les dommages a 'ADN n'étaient plus
significatifs (Sasaki et al., 1997 a).

Vaghef ef al. (1996), ont quant a eux observé des dommages dans les hépatocytes de
souris mais pas au niveau de la moelle osseuse et du sang périphérique, suite a trois ingestions
consécutives de B(a)P sur trois jours. Les dommages a 'ADN étaient observés 16 heures
aprés la derniére ingestion. Les auteurs ont défini a 3 x 100 mg/kg de B(a)P (poids corporel)
dans les conditions étudiées, la LOEL (low observed effect level) ou modalité minimale qui

induit un effet toxique.
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Dans les études de Garry ef al. (2003 a et b), le benzo(a)pyrene induit des dommages
importants a 'ADN chez des rats au niveau des macrophages alvéolaires, des cellules
pulmonaires, des lymphocytes périphériques et des hépatocytes. L'exposition consistait en des
administrations uniques intratrachéales aux doses de 3,75 a 15 mg/kg (poids corporel) de
B(a)P. Les dommages les plus importants (soit environ 35 fois plus de dommages a I'ADN
exprimés en terme d'Olive Tail moment que dans les témoins), étaient observés dans les
cellules pulmonaires pour la dose de 15 mg/kg. Les effets génotoxiques de I’exposition au
B(a)P (3,75 mg/kg poids corporel) étaient doublés par la coexposition a 'hématite (Fe,Os) a
une dose de 3,75 mg/kg de poids corporel. L’hématite seule, n'induit pas de dommages dans
les types cellulaires investigués (Garry et al., 2003 a). Une augmentation dose-dépendante
entre 3 et 48 heures n'a été observée que suite a I'exposition selon le méme mode a 15 mg/kg

de B(a)P (poids corporel) (Garry et al., 2003 b).

Peu de travaux ont étudié la génotoxicité par voie orale des mélanges de polluants. Les
études de Miiller et al. (2004) et de Dybdahl et al. (2003) sur les particules de fumée de diesel
(DEP) avec des rats transgéniques Big Blue ont montré des dommages a I'ADN suite a
l'ingestion de nourriture contaminée pendant 21 jours. Différentes proportions de DEP dans Ia
nourriture ont été étudié¢es (de 0.2 a 80 mg/kg de DEP). Les niveaux de contaminations finales
(sommes des HAPs et des HAPs nitrosés recherchés) étaient tres faibles soit de 71,9 ng/kg a
28,7 ug /kg (poids corporel) quotidiennement dans la nourriture. Des dommages a ' ADN ont
été¢ mis en évidence dans les cellules pulmonaires dés le premier niveau de contamination
étudié (augmentation de x 5 a x 4 en moyenne pour les différents niveaux de contamination)
(Miiller et al., 2004). Une réponse similaire était observée dans les cellules de colon. Au
niveau du foie les dommages n'étaient significatifs que pour les niveaux de contamination de
8 et 80 mg/kg de DEP dans la nourriture (Dybdahl et al., 2003). Ces résultats n'étaient pas
associés avec une augmentation de la fréquence des mutations chez ces animaux

transgéniques dans les différents organes étudiés.

Les €tudes dans le domaine de I’alimentation ont pu montrer les propriétés protectrices
de certains produits ou certains régimes alimentaires induisant des dommages a ' ADN. Le jus
de pamplemousse par exemple, supprime la génotoxicité de la 2-amino-1-méthyl-6-
phénylimidazo[4,5-b]pyridine au niveau du colon (Miyata ef al., 2002). La consommation par

les rats de biére durant la semaine précédant ’exposition a des amines hétérocycliques réduit
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significativement (de 20 a 25 %) la génotoxicité de ces composés (Nozawa et al., 2004). La
consommation subaigué d'éthanol (10 %) pendant trois mois, provoque des dommages faibles
a ’ADN, mais seulement au niveau du sang (Fedeli et al., 2003).

L’¢tude de Cortés et al. (2001) met en évidence des dommages 4 I’ADN au niveau de
la rate, de la moelle osseuse et du sang périphérique de rats subissant une sévére malnutrition
pendant la lactation, sur 3 semaines. Les dommages a 'ADN sont 1,7 fois supérieurs dans la
rate, 3 fois dans les lymphocytes et 2,7 fois dans les cellules de moelle osseuse,
comparativement aux niveaux de base de dommages & I'ADN dans les différents types
cellulaires des animaux témoins qui ont regu une nourriture normale. Les auteurs avancent les
hypotheses suivantes pour expliquer leurs résultats :

- une deficience en nutriments essentiels, nécessaires a la synthése protéique
et au fonctionnement de certaines enzymes et notamment aux systémes
enzymatiques de réparation de I’ADN,

- et/ou des carences en composés antioxydants protecteurs qui ne piégeraient
plus les radicaux libres endogenes qui exerceraient alors leurs effets
toxiques,

- au niveau du sang, des désordres de la réponse immunitaire pourraient étre

liés aux effets observés.

IV.1.A.b. Expositions in situ

Les applications in situ du test des cometes sont trés rares comparativement aux études
au laboratoire, en conditions contrélées. Nous en avons relevé quatre dans la littérature avec
des populations naturelles de rongeurs brésiliens ou espagnols (Da Silva et al., 2000 aet b ;
Tanzarella et al., 2001 ; Festa et al, 2003). Les études de Da Silva et al. (2000 a et b)
concernent des rongeurs autochtones échantillonnés sur des sites subissant une pollution
miniere (charbon). Les dommages sur ces sites étaient plus importants et atteignaient un
niveau double par rapport aux niveaux observés chez les animaux provenant d'un site de
référence. Les études de Tanzarella et al. (2001) et de Festa et al. (2003) s'intéressent aux
conséquences d'un accident qui a entrainé la contamination de I'écosystéme par des métaux
lourds et de I'arsenic, et montre des dommages importants dans les leucocytes de Mus spretus

€xposes.
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IV.1.B. Autres organismes terrestres

Les études avec applications du test des cométes a d’autres organismes terrestres sont
plus nombreuses et concernent :

- des chiens (Shen et al., 2001),

- des chauves-souris (Meehan et al., 2004),

- des vers de terre (Verschaeve et Gilles, 1995 ; Salagovic et al., 1996 ; Zang
et al., 2000 ; Bustos-Obregon et Goicochea, 2002 ; Rajaguru et al., 2003),

- des oiseaux (Pastor et al., 2001 a et b, 2004),

- des ruminants (vache Aberdeen Angus ) (Picco et al., 2001),

- et des plantes (Navarette et al., 1997 ; Koppen et Angelis, 1998 ; Menke et
al., 2000, 2001 ; Poli et al., 2003).

Globalement ces études soulignent l'intérét du test des cometes pour 1'étude de la
génotoxicité environnementale ou la recherche médicale (Shen et al., 2001) et concernent

principalement des expositions au laboratoire ou in situ.

IV.2. Applications du test des cometes aux organismes aquatiques

Les applications du test des comeétes aux organismes aquatiques intéressent

principalement les bivalves et les poissons.

IV.2.A Les bivalves

IV.2.A.a. Expositions au laboratoire

Les différents travaux avec des cellules de bivalves, exposées in vitro ou in vivo au
laboratoire, avaient principalement comme objectifs 1’évaluation du potentiel du test des
cometes pour des applications ultérieures de biomonitoring ou 1’é¢tude des mécanismes de

génotoxicité de certaines substances chez les invertébrés aquatiques. Pour cela, ils mettent en
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ceuvre des expositions a des substances génotoxiques de référence, a des pesticides, et
quelquefois a des échantillons de I'environnement.

En ce qui concerne les différentes applications du test des cometes chez les bivalves,
les especes utilisées sont principalement marines, et la moule bleue, Mytilus edulis est
particuliérement représentée. Les applications avec des bivalves marins sont répertoriées dans

le tableau VIII et celles avec des bivalves dulgaquicoles dans le tableau IX.

L’utilisation de différents inhibiteurs enzymatiques (clotrimazole, dicoumarol, a-
naphtoflavone) lors d’expositions au B(a)P a permis de montrer que sa génotoxicité était
principalement due, chez Mytilus edulis, a la formation de dérivés quinoniques et non comme
chez les mammiféres d’intermédiaires diol-époxyde (Mitchelmore et al., 1998 b). Wilson ef al.
(1998) voyaient plutot I’intérét du test des comeétes sur cellules de glande digestive de Mytilus
edulis, dans le screening de composés et effluents susceptibles d’étre rejetés dans le milieu
marin. Dans cette optique, ils ont utilisé un antioxydant, I'acide ascorbique, pour diminuer le
taux de dommages chez les témoins et ainsi augmenter la sensibilité de ce test in vitro.
Mitchelmore et al. (1998 a), ont quant a eux utilisé un inhibiteur des systemes de réparation,
la cytosine-p-D-arabinofuranoside (ara-C) pour augmenter la sensibilité de la technique et la
réponse des cellules en terme de dommages a I’ADN, lors d’expositions de suspensions
cellulaires de glande digestive.

L’utilisation de tels antioxydants et d’inhibiteurs des systemes de réparation n’est
intéressante que dans des études des mécanismes de génotoxicité ou dans 1’optique d’un test
in vitro de diagnostic d’échantillons environnementaux et des substances chimiques mais elle
n’est pas envisageable dans celle d’applications in sifu, en tant qu’outil de diagnostic €co-

épidémiologique.

Dans tous les cas, la réponse des cellules de bivalves, quel que soit le type cellulaire
employé, est plus précoce et plus importante avec les composés induisant des cassures
franches a ’ADN (H,0;, N-méthyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG)...) qu’avec les
composés nécessitant une activation métabolique. La réponse des cellules au peroxyde
d’hydrogene, en terme de dommages & I’ADN est souvent la plus significative. Une
augmentation des dommages a I’ADN consécutive & une exposition in vitro a 0,1 mM d’H,0,
d’un facteur de 105 a méme été reportée dans les cellules de glande digestive d’Unio tumidus
(Labienec et al., 2003).
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Conditions expérimentales

Types
Organismes cellp!al’res Agents Mode . Expression Observations : dommages a ’ADN Références
utilisés . Gammes de concentrations
(substances) (durée) 1 testd des
testés d’exposition valeurs) testées résultats
0-10-20-50-100-200 uM H,O, Adés 10 uM x 2,2 x5x5,7x6,7 etx
7,2
H0, MX AV des 1 pMx3x5x525x54etx8
% d’ADN B(a)P A dés 10 uyM x 2 x 2,1 x34x48¢et | .
+ ara-C ’ ’ ’ Mitchel
MX (larfM) 0-0,1-1-10-50-100-200 uM dansla  x2,4 ot 1008 5
B(a)P 0-10-20-50-100-200 uM queue I-NPAdes 10 uMx2 x3,6x4,5x4,7etx N
1-NP 0-10-50-100-200-250 uM 4.8
2 de
NF 0-10-50-100-500-1000 M XNI674 dés 10 uM x 2,7, x3,45x5,6x6,2 et
+ ara-C +1 mM B(@)P +x3,9
+ PBN + 50 mM B(a)P + ara-C = B(a)P seul
+DC +25uM B(a)P + PBN N - 75 % B(a)P seul
Collules do B@P oAt S0uM LT M B(a)P + DC 7 + 81 % B(a)P seul
. ) + ANF in vitro +50 uM B(a)P + 3AT = B(a)P seul
Mytilus edulis dglande L CT (1h4a 15°C) 150 uM B(a)P + ANF = B(a)P seul
1gestive B(a)P + CT N -94 % B(a)P seul
+ara-C +1mM
£ ANF +50 M NP x 3
1-NP ;CT 50 uM ;50 % d&’ ADN 1-NP + ara-C & + 38 % 1-NP seul
; 150 uM Odans la 1-NP+ CT = 1-NP seul Mitchelmore
+ PBN +50mM o & 1-NPHANF N -61% I-NP seul etal, 1998 b
+ Zf;g +1mM 1 1-NP+ PBN M - 84 % 1-NP seul
* +50 uM NF +x4,5
NF 50 uM x4,
+CT " +50 uM NF + ara-C = NF seul
+ PBN +50 mM NF + ANF = NF seul
NF + CT = NF seul
0.5-5 NF+ PBN N -88 % NF seul
DDC +PBN rr’lM + 50 mM DDC + x 6,1 (0,5 mM) et x 5,6 (SmM)

DDC + PBN N -21 % (0,5 mM)
et W -26 % (5 mM) NF seul




in vitro

B(a)P 4 0,05 pM = témoin

0-0,05-0,25-0,5 \ . .
B(a)P (6h+12-24 M +24025uM x1,4a6hx28a+]12het-a
h de délai ) H +24 h
+a0,5uM x23a6hx4a+12het x8a
+24 h
. + O',5 HM Longueur B(a)P ‘(0,5 uM) + CP -a 6hpuisx 2,5a+12h Steinert,
+CP L (prétraitement etx4a+24h
in vitro . de la queue . VR 1996
Cuivre (6h+12-24 0-0,5-15-3 M €30 min) Cu 20,5 pM = temoin
h de délai ) —é1,5uMé6hetz‘1+12hetx2é+24h
Cellules de -a3uMpour6hetx2,4a+12hetx84a
Mytilus edulis glande +24h
digestive Cu(BuM)+CP -a 6heta+l2hpuisx2a
+24 h
% d’ADN 9 des niveaux de base selon la technique de Birmelin
- - - dansla  dissociation utilisée x 1,9 (0,01 % trypsine) ot al. 1998
queue et x 2,3 (0,1 % trypsine) v
nourriture quotidienne o/ 1> g
B(a)P in vivo contaminée : Isochrysis galbana A)dgn':‘EN ? :;.J ; Xll ’525 tet )1( ;’3 Large
(3-7-14j)  pré-éxposées 12h a 0-0,5-20 A ALt et al., 2002
ug/l, queue aldj Ax1,2 et-a20pug/lL
in vivo CdCl, in vitro = témoin
CdCl, (@8 0,2 mg/L CdCl, in vivo = témoin
a15°C) H,0, invitro +x 1,2
CdcCl, (1’{1’ (‘)}Zr;h) 0-0,7-1,5-15 mg/L CdCl, in vitro + H,O, in vitro A + 166 %
CdCl in vitro (lh) H202 SCUI . . . ” Ny
: invitro 0-0,7-1,5-15 mg/L + 100 pM o, ~ COChinvivot HiO, invitro 2 35 % .
Cellules + H,0, (1 h24°C) &’ ADN H,0; seul a 100 uM uniquement Pruski
Mpytilus edulis . invivo (4 i Réparation retardée des dommages encore et Dixon,
branchiales CdCl, (4 dansla . N
O puis in vitro 0,2 mg/L. +0-10-100 uM queue incomplete a +20 h 2002
- (1 oul,5h) 25 % de dommages encore présents
cdcl o vive (4 CdCl, +MgCl, (in vivo) + HyO, in vitro =
+(C (12C12 ou ll.r:z ‘:XZ((IJ.)) 0-0,2 mg/L. CdCl, in vivo + H,0, in vitro
MeCly) puis i vit rJO + 0-2 mg/L ou 0-2 mg/L CdCl, + ZnCl, (in vivo) + HyO, in vitro N -
+ 1,0, (1hadec) * 100 uM 55 % par rapport a CdCl, in vivo + H,0; in

VIitro




H, O, invitro A x5x7etx7
H,O, invivo Ax2x1,8etx 1,8

+
+ imvivoet  0-100-500- szs m}‘?’/ Tl NDMA in vitro Ax 1,2 x 1 3etx 1,8
H,0, AA in vitro 1000 uM ou - .tn:g n(; classement Préexpositions des individus : acide Wilson
NDMA ou (lha  0-5-25-100 fnourrii redans  empirique ascorbique pas d’effet sur les dommages etal., 1998
o-T 15°C) mM l? carsr © (H,0, et NDMA) a-tocopherol acétate N
Cellules a-T) des dommages aux faibles doses de -10 & -50
branchiales %
Mpytilus edulis H,0, 0-22,5-45-90 uM H,0, invitro A x 5x 8,75 etx 9,7
i vitro A :0-0,5-1-2-5 mg/L (4,6-9,1- A :MMS invitro Ax14x3,6x22etx
MMS (1ha1°C) 18,2-45,5 uM) 2,3
B:0,01-0,05-0,1-0,5 mg/L B:MMS invitro Ax6x5,65x 10etx 11 Rank et
(0,09-0,46-0,91-4,55 uM) Tail MMS in vivo Jensen
Moment Branchies:a+2j & dés303 uMx 1,8 eta 2003 ’
Cellules in vivo +4j7Adés9,1 uMx3x53x33etx2
branchiales MMS A v Heémocytes :a+2j 7 dés 91 pMx 2,3 et x
Hémocytes 20°C) ’ K 2,7 eta+4jAdes9,1 pMx2x3,7x2,9-
a303 uM
in vivo Branchies in vivo : B. azoricus x 1,75
y o N S .
Muvtilus eduli Cellul (1ja7°C) % (adulte) et x 1,9 (juvénile) M. edulis x 2 .
Ba)t} h;tr:oiiileljs braflc}llliZISes H.0 ouinvitro 100 uM d’ADN  Hémocytes in vivo : B. azoricus x 3 (adulte etP Si)s(l:n
aroricus hémocytes 2 (tha4°C 100 uM dansla  etjuvénile) M. edulis x 2 2003 ’
t4hde queue  Réparation plus rapide chez les juvéniles,
délai) compléte en 4 h contrairement aux adultes
Cellules de M edulis OWD + seulement a 7 j dans
Mytilus edulis, glande  Arabian crude mavivo OWD 0,2 % (dispersion fioul Longueur glande digestive ()‘( 1’.4) Lo Hamoutene
Mya arenaria  digestive  oil (7-12) eau) de la queue WSF + 26 dans glande digestive et al., 2002
Hémocytes ou6-11j) WSF 1 % (fraction soluble) (x1,3) N

M arenaria OWD = WSF = témoin




T. japonica

B(a)P 0-6,25-12,5-25-50 mg/L B(2)P 7 dés 25 mg/L x 1,6 etx 1,9
Taves iamoni MNNG - 062512525 mg/L MNNG 7 dés 6,25 mg/L x 1,5x 1,5 etx 1,6
pes japonica ENU in vivo  0-100-200-400-800 mg/L ENU 7 dés 100 mg/L x 1,5 x 1,55 x 1,55 et
MX (4h220°C) 0-0,63-1,25-2,5-5 mg/L y <17 T ’
Eaux 0-20-100% b A de
Cellules ou 0-20-40-60-100 % d’ADN ng i 3d is 1’2'? msg/,L;l( 1?11)( Lax1.9 Sasaki
branchiales dans la Pa;Zossenssil;r €s > cchantitions etal., 1997 c
queue .
Patunopecten B(a)P 0-12,5-25-50-100 mg/L B@)P & des‘12,5 mg/Lx1,7x1,8etx 1,9
yeossensis MNNG invivo  0-0,25-0,5-1 mg/L MNNG A des 0,25 mg/Lx 1,7x2,2etx2,3
ENU (4h a5°C) 0-100-200-400-800 mg/L ENU & dés 100 mg/L x 1,5x 1,8 x 1,8 et x
MX 0-0,25-0,5-1-2 mg/L 1,7
MX Adés0,5mg/Lx2,4x22etx2,9
% d’ADN Olive tail Moment = % d’ADN dans la
o dans la queue > longueur
( erll_‘;l_vg_l 5 queue % d’ADN dans la queue : Siu
Perna viridis Hémocytes B(a)P i 0-0,3-3-30 ug/L Longueur a1j 7 dés30pug/Lx1,25 o al. 2004
420°C) delaqueue a3jAdes03pnglx1,2x1,5¢etx 1,8 v
Olive Tail a6j Ades3 ug/Lx2etx2,2
Moment al2j A dés3pg/Lx12etx1,3
% d’ADN
dans la
'Scarpfzarcq Hémocytes CuSO, l(';gljvg 0-0,1 mg/L L(?rlllg:;:ur + seulement avec le paramétre Tail Moment ~ Gabbianelli
ianequivalvis 12°C) de la queue (x 1,12) et al., 2003
Tail
Moment
% d’ADN
Crassosirea dansla  Tail Moment :
virginica ’ in vitro 0-88 uM queue C. virginica + x 2,5 (test cométes) et A + Gielazyn et
Mercenar;'a Hémocytes H,0, (20 min a Longueur 70 % (test cométes + fpg) al. 2003
mercenaria 4°C) 0-44 uM de la queue M. mercenaria + x 1,1 (test cometes) et A ”
Tail + 31 % (test cometes + fpg)

Moment




in vivo par

AF +NDEA 4 25-53j et a +25 j = témoin

Crassostrea . AF +NDEA le sédiment 6 + 6 ng/get 12+ 12 pg/ Longueur NP . L. . Nacci
virginica Hemocytes B(a)P + BA (25-53+ 25 3+3 ﬁg/g et6+6 pgtlgg ¢ de lag:]ueue B(‘a)P * BAa2Sjeta+25) =temoin mais etal, 1996
j de délai) +a53jx2etx2,1
pas de # suivant la taille et le poids des
individus
effets du développement des gonades : -
hémocytes + x 1,4 branchies et + x 1,6
2 sédiments : glande digestive
1 référence effets de la saison : hémocytes - a 7 j au
Cellules estuaire % d’ADN  printemps et en été + en automne et en hiver Hartl
branchiales Ballymacoda in vivo par dansla x 1,2enmoyenne;+al4j x1l,Jaxl5et+ ot al. 2004
Tapes Cellules de 1 contaminé le 0,5 kg/L queuc a20j) x1,2ax2 '
semidecussatus ~ glande  (HAPs et sédiment 0,5 kg/L Glande digestive : Automne toujours le plus
digestive métaux) (7-14-20j) significatif +a7jx 1,2ax1,9;+al4j x
Hémocytes estuaire 1,3ax1,8et+a20) x1,1ax2,2
Douglas Branchies : Automne toujours le plus
(Irelande) significatif +a7j x1,1ax3+al4j x1,2
ax3et+a20j x1,3ax2,8
i femoores < LANIZI0ME o
Moment g ’ e et al., 2002

Branchies + x 1,5 en moyenne

Tableau VIII : Applications du test des cometes pour I’é¢tude des dommages 4 I’ADN, avec des cellules de bivalves marins exposés au laboratoire en conditions
contrélées in vitro & in vivo

' eaux de 5 baies japonaises : Hachinohe, Nakatsu, Tokyo, Osaka et Kobe ; Les facteurs de variations (x) sont donnés a titre indicatif car ils ont parfois été calculés sur les
figures lors de ’absence des tableaux de données ; +: dommages a I’ADN significatifs ; - : absence de dommages a I’ADN significatifs ; & : augmentation des dommages a
IPADN ; N : diminution des dommages a I’ADN ; = équivalence des dommages 4 I’ADN ; > niveaux de dommages a I’ADN supérieurs ; # différence ; 1-NP : 1-nitropyréne ;
4-NQO : 4-nitroquinoline-N-oxide ; AA : acide ascorbique ; a-T : a-tocopherol acétate ; AAF : N-acétyl-2-aminofluoréne ; AF : 2-aminofluoréne ; B(a)P : Benzo(a)pyréne ;
BA : benzo(a)anthracéne ; ENU : N-éthyl-N-nitrosourée ; Fpg: Formamidopyrimidine glycosylase; MMS : méthylméthane sulfonate; MNNG: N-methyl-N’-
nitrosoguanidine ; MX : chloro-3 dichlorométhyl-4 hydroxy-5(5H)-furanone-2 ; NDMA : N-Nitrosodiméthylamine ; NDEA : N-diéthylnitrosamine ; NF : nitrofurantoine ;
OWD : oil-water dispersion ; WSF : water soluble fraction ; ara-C : cytosine-f-D-arabinofuranoside ; CP : cyclophosphamide ; PBN : N-N-t-butyl-o-phénylnitrone ; DC
dicoumarol ; 3AT : 3-aminotriazole ; ANF : a-naphtoflavone ; CT : clotrimazole ; DDC : acide diéthyldithiocarbamique ; HAPs : hydrocarbures aromatiques polycycliques.



Conditions expérimentales

Types
Organismes  cellulaires Mode . . Observations : dommages a ’ADN Références
e . L\ 1 Gammes de concentrations Expression
utilisés Agents (substances) testés  (durée) d , .
exposition (valeurs) testées des résultats
T A apartirde 18°Cdex1,5ax3,4
T+1h(PBS) A +33%et+25%al18%eta28°C
A o +0-0,5-5 ug/mL a par rapport a sans incubation
T + melphalan +”;nv’vj;0 4'1%'218'3T7 C  2837°C Tail Moment T+ melphalan 7 x 1,35 puis x 1,4 4 28 °C Buschini
+ NaClO (I5h 1h) (oo TEMEN oy 0-10 pg/ml 4 4-18- (TM)  x 1,05 puisx 1,2 4 37 °C par rapport a T+ 1 h et al., 2003
Dreissena , B 28-37°C (PBS)
polymorpha Hémocytes T+ NaClO A x 1,5x 1,1 x 1,35 et x 1 par rapport a
T+ 1 h (PBS)
Tail Moment A :
o A 3 partir de 80 ug/L x 2,4 x 2 etx 4,2 (TM) ou .
Pentachlorophénol VIO g 10.80-100-150 pg/L (TM) 1,7 puis x 1,5 et x 2,5 (longueur) Pavlica et al.,
(7 jours) Longueur de la ;) 2001
queue Pas d’effet dose
0-1-5-10-15-30-60-80-100-120- Tannins A a partir de 10 1M
180-240 uM Mzz))( a60 uM: 7(; ZS x105 et;;l lg%iurrnlc\}[lacun
Acide tannique + 0,04 . H,0,+x105340,1 mMetx38a0, .
Collulos doAcide ellagique  + H;0, 05 A0 15-30-60-80-100-120- o 5, TR NG H:0, + Tannins M entre 1 et 10 uM de -50% & 500 papenee
Unio tumidus ~ glande  Acide gallique inviro e 0015.30-60-80-100-120. ™M % et 2 ensuite avec maximum & 60 pM +0,05 % + ’
digestive (1has° Q) 180-240 uM 20 % et + 30 % pour chacun par rapport a H,O,
seul
. Tail Moment . . . Milowska
Pentachlorophénol 0-0,375-3,75-18,75-37,5-75 uM (T™) A A partir de 3,75 pM : x 20 x 40 x 44 et x 80 et al., 2003
4-NQO
Corbicula NF L?EC + 4-NQO (18,6 ng/L), NF (33 mg/L) et NDMA (26 Reifferscheid
Sfluminea, Cellules  B(a)P invitro  1OR communiqué ob(s;)rv\t, ed mg/L) , . , . et Grummt
(ou Dreissena branchiales NDMA (Synthése de programme de recherche) “frect - B(a)f,’, AATF et échantillons d’eaux (0 positif sur 5000 >
polymorpha) AAF concentration) 34 testés)

Eaux (Rhin et Elbe, Allemagne)

Tableau IX : Applications du test des cométes pour 1’étude des dommages a I’ADN, avec des cellules de bivalves dulgaquicoles €Xposeés au

laboratoire en conditions contrdlées in vitro & in vivo
Les facteurs de variations (x) sont donnés a titre indicatif car ils ont parfois été calculés sur les figures lors de I’absence des tableaux de données ; +: dommages a ’ADN
significatifs ; - : absence de dommages & ’ADN significatifs ; 2 : augmentation des dommages 4 ’ADN ; N : diminution des dommages a I’ADN ; T : température ; 4-
NQO : 4-nitroquinoline-N-oxide ; AAF : N-acétyl-2-aminofluoréne ; B(a)P : benzo(a)pyréne ; NDMA : N-Nitrosodiméthylamine ; NF : nitrofurantoine ; PBS : Phosphate
Buffer saline ; NaClO : Hypochlorite de sodium
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Les composés tels que le B(a)P, qui nécessitent une bioactivation métabolique,
produisent des réponses plus homogenes in vitro qu’in vivo. C’est la glande digestive, organe
de métabolisation par excellence qui exprime les plus forts taux de dommages suite aux
expositions in vivo a des composés de ce type. Le taux de dommages moyen pour ces
composés est généralement moins élevé que lors des expositions au peroxyde d’hydrogene.
Ainsi on observe une proportion moyenne d’ADN dans la queue des comeétes de 24,7 + 5,1 %
contre 61,4 + 5,1 % pour des concentrations de 100 uM de B(a)P et d’H,0,, respectivement
dans des cellules de glande digestive de Mytilus edulis (Mitchelmore et al., 1998 a). Pour le
B(a)P, les augmentations des dommages a4 I’ADN consécutifs s’échelonnent entre des facteurs
de 1,2 a 4,6 (Tableau VIII). Il est intéressant de noter que ce composé induit des dommages
quelle que soit la voie d’exposition étudiée : le milieu (Sasaki et al., 1997 ¢ ; Siu et al., 2004),

I’alimentation (Large et al., 2002) ou le sédiment (Nacci et al., 1996).

En milieu dulgaquicole, les études sont moins nombreuses (tableau IX). Deux études
concernent Unio tumidus, mais ne comprennent que des expositions in vitro. L’intérét de
I’étude de Milowska et al. (2003) réside dans 1’approche multibiomarqueur utilisée : les
dommages a I’ADN sont comparés aux dommages oxydatifs membranaires (fluidité et
lipoperoxydation). Suite a 1’exposition au pentachlorophénol, les changements de fluidité
membranaire des cellules de la glande digestive apparaissent a des doses plus élevées que
pour les dommages a I’ADN, soit a 18,75 uM contre 3,75 uM. Les niveaux de
malondialdéhyde, marqueur de la lipoperoxydation, ne montrent aucune variation
significative dans la gamme de concentrations étudiées (0-75 uM).

L’utilisation des cellules circulantes comme les hémocytes, est plus intéressante,
surtout dans ’optique du développement du test pour son application lors d’études de terrain,
car son prélévement est pratique et non invasif pour les organismes ; un suivi des individus au
cours du temps est de ce fait envisageable (Mitchelmore et Chipman, 1998 a). De plus, ce
type cellulaire répond en terme de dommages a I’ADN mesurés par le test des cometes, a la
fois aux substances chimiques (génotoxiques directs et génotoxiques nécessitant une
activation métabolique) et aux échantillons de 1’environnement (Nacci et al., 1996). 1l en est

de méme pour les cellules branchiales de bivalves (Sasaki ef al., 1997 ¢).
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IV.2.A.b. Expositions in situ

Les études in situ sont de plus en plus nombreuses (tableau X) et concernent
principalement Mytilus edulis. Elles correspondent essentiellement & des études de transfert
avec encagement des individus sur différents sites. La majorité des auteurs s'accordent pour
affirmer l'intérét de ce test chez les bivalves lors d'études sur le terrain. Trois tissus, les
branchies, la glande digestive et 1’hémolymphe sont utilisés lors des études de terrain. En
milieu d’eau douce, I’organisme utilisé pour la biosurveillance est la dreisséne, Dreissena
polymorpha. L’étude de Pavlica et al, 2001, est plus une étude préliminaire avec cet
organisme, car elle ne concerne qu’un seul site, en comparaison avec des expositions au
laboratoire au pentachlorophénol. Les augmentations du niveau des dommages a 1'ADN,
relevées au laboratoire suite a4 des expositions de 7 jours a ce composé (gamme de
concentration de 0 a 150 pg/L) sont supéricures & celle observée sur le terrain pour un
transfert d'un mois en amont d'une station d'épuration. L’étude de Klobucar et al., (2003),
avec la dreisséne est plus compléte et s’intéresse €galement aux relations avec un autre
marqueur de génotoxicité, les micronoyaux. Le classement des sites selon les deux parametres

de génotoxicité est proche méme si la recherche de micronoyaux se révele plus discriminante.

Steinert et al. (1998 a), lors d’une étude de transfert notent 1’augmentation rapide, des
les onze premiers jours, du taux de dommages a I’ADN dans les hémocytes de Mytilus edulis.
Rank (1999) observe un haut degré de dommages & I’ADN dans les branchies et les
hémocytes de populations naturelles de cet organisme, sur les cotes danoises. Shaw et al.
(2000), montrent que les taux des dommages sont plus faibles en hiver qu’en été et Steinert et
al. (1998 b) I'influence de 1’ensoleillement, en milieu naturel, sur le degré de dommages chez
ce bivalve, traduisant la photoactivation de certains polluants tels les HAPs. La comparaison
du niveau de dommage entre les individus transférés et les individus autochtones est un point
intéressant (Steinert ef al., 1998 a ; Large et al., 2002 ; Shaw et al., 2002). Elle montre que les
individus exposés de maniére chronique aux polluants du milieu, peuvent étre moins sensibles
et exprimer peu de dommages a I’ADN, par rapport aux bivalves transférés de sites de
référence « propres » vers des sites pollués. Ceci traduirait une adaptation due éventuellement
a des systémes de réparation plus efficaces, de meilleurs systémes de défense et d’excrétion
cellulaires ou des systémes de métabolisation des promutagénes moins actifs. Des différences

entre les sites sont souvent mises en évidence par rapport au site de référence dans les études

39



Types

Organismes cellulaires Localisation E Suivi- Expr,essmn Observations : dommages a I’ADN Références
utilisés xposition  des résultats
. e . Mars, avril, octobre : Loch Etive = Loch Leven
0, 3 > )
glagzglgfgseggve } Z:Z ?oﬁffzrfr?gtzxgn?g::les 4 prélévements AdgnéﬂN Juillet : Loch Etive > Loch Leven (x 1,18) Large et al.,
: 2000) # des niveaux de base en avril (+ 22 %) 2002
(et branchiales) A L ( .
HAPs) Loch Leven (Ecosse, UK) queue N des niveaux de base en octobre (- 40 %)
Cellules 4 stations dans la baie de Koge autour Suivi sur 5 Tail
branchiales  de points de déversement d’effluents r:ll(l)‘:; ?gtré) moment P23 de # entre les sites Rank, 1999
Hémocytes  de station d’épuration (Danemark)
Stations de référence sur les cotes Nord Eiud (iminai
et Est de la Zélande (Danemark) et 4 . . ude preiinunaire s . Rank et
. . . Suivi sur 5 Tail + x 2,3 sur le site le plus éloigné des points de
Hémocytes stations dans la baie de Koge autour mois (&t6) Moment  déversement Jensen,
de points de déversement d’effluents L e . . 2003
de station d’épuration Forte variabilité au cours des mois sur tous les sites
Mytilus edulis . fox . o/ >
(marin) i site de ref’erence Port Quin 5 prélévements 7o &’ ADN en ét¢ Blackpool (x 1,42) > Référence Shaw et al.,
site pollu¢ (HAPs) Blackpool 1998 dans la . r _
Angleterre, UK) (1998) Leue en hiver Référence = Blackpool 2000
Cellules e (AAN8 ’ q
lande digesti . o . ‘o .
glande ABESIVE 1 site de référence Port Quin 13 semaines % d’ADN  Référence t0 = autochtones = t13 encagés Shaw et al
1 site pollué (PCBs) New Brighton (t0 et t13) dansla  New Brighton autochtones (x 0,8) <t0 < t13 encagés (x 2002 v
(Angleterre, UK) (ete 1998) queue 1,5)
1 station de référence Paleta creek = référence Steinert
Hémocytes e o dorc Ta baie de San Diego Transfert Longueurde +alljaQuaywallx 1,8 ot al
(spermatozoides) ) . 8O 0.11et33 jours  laqueue +a33jaQuaywallx2,3,aEndPier1&2x1,6etx 1,8 ’
(Californie, USA) X 1998 a
et a Channel x 2
1 - ,f, ., y o~ . 1
1 :t: ?oer::n?;flrtliintaminé ar les 0 Sl"lrzn;geft Longueur Obscurité Référence = San Diego Steinert
Hémocytes ; p: Om AL JOUIS - elative de Ensoleillement Référence < San Diego de x 1,6 ax 1,25 etal.,
HAPs dans la baie de San Diego 403-let3m i X
laqueue  mais N des niveaux de dommages avec la profondeur 1998 b

(Californie, USA)

de profondeur




Classement des sites selon les tissus :

Branchies

3 sites au Sud-Ouest de ’archipel des Menez gwen (x 1,1) > Lucky strike = Rainbow

. o/ 10
Bathy mc?dzolus Cellules Agores (Portugal) : Menez gwen, Prélévements 7 ’ADN . Pruski et
azoricus branchiales 17"\ T o o Rai b (ét6 2001 dansla  Hémocytes Dixon, 2003
(marin) Heémocytes h;gr(ihe;rln;:s pf;?oﬁ(;\és)(sources queue Menez gwen (x 1,4) > Lucky strike > Rainbow (x 0,8) >
// au gradient de profondeur des sources et non au
gradient de stress (Lucky strike : la + contaminée par les
métaux)
4 sites sur la riviere Sava Pollutions industrielles et urbaines
1 site de référence sur la riviere Drava Transfert Tail Classement des sites : Klobucar
Dreissena (Croatie) (30 jours) moment  Sisak (x 5,3) > Oborovo (x 2,5) > Zagreb = Lukavek et al., 2003
Polymorpha Hémocytes =Référence
(dulgaquicole) 1 site sur la riviere Sava (Croatie) . .
. Transfert Tail L . Pavlica
(11 km en amont de la station (1 mois) moment 2 x 2 par rapport aux témoins au laboratoire et al. 2001
d’épuration de Zagreb) (Croatie) N
I My tzlys ali Cellules 5 stations sur le Lagon d’Orbetello 4 prélévements Longueur de dﬂ dels flomlrréa;g;S +7au gradient d’eutrophisation Frenzilli
galloprovincialis — yoouhisles  (Italie) (1998-1999)  laqueue i ot . \ .. etal, 2001
(marin) faible A générale des niveaux de base a la fin de I’été

Tableau X : Applications du test des cométes pour 1’étude des dommages a I’ADN avec des cellules de bivalves marins et dulgaquicoles exposes
in situ

Les facteurs de variations (x) sont donnés a titre indicatif car ils ont parfois été calculés sur les figures lors de I’absence des tableaux de données ; +: dommages a ’ADN
significatifs ; A : augmentation des dommages a I’ADN ; N : diminution des dommages 4 I’ADN ; = équivalence des dommages a I’ADN ; > niveaux de dommages a ’ADN
supérieurs ; # différence ; ./ variations paralléles ; HAPs : hydrocarbures aromatiques polycycliques ; PCBs : polychlorobiphényls ; UK : Royaume Uni ; USA : Etats-Unis
d’ Amérique
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de transfert, mais il faut souligner que les augmentations des niveaux de dommages a 'ADN,
sur le terrain sont globalement plus faibles qu’au laboratoire.

Les concentrations de polluants rencontrées dans 1’environnement sont de I’ordre du
pg/L et les expositions in situ sont multiples avec des effets de synergies et d’antagonismes
possibles. On peut alors s’interroger sur la représentativité de certains résultats au laboratoire
lorsque de fortes concentrations sont utilisées. Ainsi Sasaki et al. (1997 c), ont exposé Tapes
Jjaponica au B(a)P a des concentrations de 0 & 100 mg/L. Le seuil en France, pour cette
substance, qui définit la classe 4, ou la qualité des eaux est considérée comme mauvaise, n’est

seulement que de 5 ug/L (Systéme d’évaluation de la qualité de I’eau, 1997).

IV.2.B Autres organismes aquatiques

Les poissons sont avec les bivalves, les organismes aquatiques sur lesquels se sont
principalement développées les applications du test des cométes. Les études avec les poissons
se sont développées en premier lieu en eaux douces alors que les applications avec les
bivalves concernent surtout le milieu marin. Des études avec des lignées cellulaires issues de
tissus de poisson existent, notamment pour évaluer in vitro la génotoxicité d’échantillons
aquatiques dans un souci de représentativité, comparativement aux cellules mammaliennes
(Nehls et Segner, 2001 ; Avishai et al., 2002 ; Kamer et Rinkevich, 2002 ; Kamman et al,
2001)). In vitro, les études avec des cellules de poisson sont nombreuses (Annexe II) et les
objectifs de développement et d’évaluation du potentiel du test des cométes comme outil de
surveillance de la génotoxicité environnementale sont les principales justifications de ces
études. Elles mettent en ceuvre des expositions a des génotoxiques tels que H,O,, la MNNG et
le B(a)P ou 4 des échantillons de I’environnement. La biosurveillance de la génotoxicite peut
en effet soit se placer in situ, au niveau des écosystemes aquatiques, soit indirectement se
situer au laboratoire, avec des expositions a des échantillons environnementaux (Devaux et
al., 1997 ; Kamman et al., 2000 ; Schnurstein et Braunbeck, 2001 ; Risso de Faverney ef al.,
2001 b ; Rajaguru et al., 2003). Les applications aux poissons suite a des expositions in vivo
(Annexe III) sont aussi nombreuses que celles in vitro mais les types cellulaires employés
sont plus diversifiés et ainsi les différences intertissulaires ont pu étre étudiées (Deventer,
1996 ; Abd-Allah et al, 1999 ; Sumathi et al., 2001). Les études in situ, (Annexe IV) sont

principalement conduites en riviéres ot I’influence de pollutions industrielles et domestiques
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a notamment pu étre recherchée (Devaux et al., 1998 ; Bombail et al., 2001 ; Larno et al,
2001 ; Flammarion et al., 2002 ; Roy et al., 2003 b).

En milieu aquatique, les études avec les organismes animaux sont plus diversifiées
qu’avec les végétaux. Des animaux les plus simples comme les amibes aux mammiféres
marins, les applications avec des animaux aquatiques, autres que les bivalves et les poissons,
sont présentées en Annexe V. Ces études mettent en ceuvre des expositions in situ, in vitro et
in vivo. Les types cellulaires étudiés sont essentiellement des cellules circulantes
(érythrocytes, coélomocytes...). Les résultats de 1’application du test des cometes chez ces
organismes aquatiques ne sont pas toujours probants. Ainsi De Boeck et Kirsh-Volders (1997)
concluent négativement quant a I’intérét du test des cométes avec 1’annélide Nereis virens, a
cause d’une grande hétérogénéité des résultats aprés des expositions au B(a)P et des
dommages a I’ADN, réellement significatifs uniquement a la concentration élevée de 45
mg/L. De méme, les travaux avec une lignée cellulaire de poisson (hépatome de truite) se sont
révélés plus concluants que ceux sur 1’ascidie, Botryllus schlosseri (Kamer et Rinkevich,
2002). Et méme si les cellules de cet organisme pouvaient se révéler plus sensibles, des
cellules présentant des dommages a I’ADN importants sont retrouvées dans les témoins dans
une proportion non négligeable (34 %) et masque I’effet des expositions a H,O,. Les auteurs
expliquent cela par les processus de différenciation cellulaire, tres actifs chez cet animal au
stade de blastogenése utilisé, et faisant intervenir ’apoptose. Les applications avec les
amphibiens se révelent plus intéressantes en terme de biomonitoring de génotoxicité
environnementale (Ralph et Petras, 1998 b ; Ralph et Petras, 1997), ainsi que les études avec
les embryons de crevette (Paleomonetes pugio) au laboratoire. Avec cette dernicre,
I’utilisation d’endonucléases permet encore d’augmenter la sensibilité de I’essai, en autorisant
la détection de dommages oxydatifs (Kim et Lee, 2004). Les applications du test des cometes
sur les organismes aquatiques végétaux, se limitent pour 1’instant aux algues unicellulaires
(Annexe VI) et aucune étude in situ n’a été rapportée dans la littérature. Ces études
correspondent a 1’exposition des algues a des agents génotoxiques reconnus (directs comme
H,0; ou la MNNG) ou nécessitant une activation métabolique tel le B(a)P, le N-acétyl-2-
aminofluoréne (AAF) ou la N-nitrosodiméthylamine (NDMA) (Erbes et al., 1997 ; Sastre et
al., 2001 ; Aoyama et al., 2003). L’influence de la lumiére est un parametre a contrdler, lors

d’étude de génotoxicité avec des algues unicellulaires (Erbes et al., 1997 ; Sastre et al., 2001).
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V. La 8-0x0-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine (8-0xodGuo) chez

les organismes aquatiques

La recherche des produits d’oxydation de base et de la 8-oxo-7,8-dihydro-2'-
déoxyguanosine (8-oxodGuo), en milieu aquatique, concerne principalement les poissons et
les bivalves. Les applications de la recherche de produits d’oxydation de la guanine sont
répertoriées dans les tableaux XI et XII.

On notera les études de Pagano et al. (2001 a et b) avec I’oursin violet (Sphaerechinus
granularis) sur la génotoxicité du tamoxifene, du diépoxybutane et de la mitomycine C, qui
ont permis de mettre en évidence I’implication du stress oxydant dans la toxicité de ces
composés chez I’embryon. Les inductions de 8-oxodGuo sont associées a des anormalités de
développement et a des mortalités embryonnaires. Les autres applications concernent des

poissons et des bivalves marins et d’eau douce.

Les études in vivo en conditions controlées au laboratoire, avec des poissons
correspondent a des expositions aigués de quelques heures ou a des expositions de plusieurs
jours. Les résultats des expositions en conditions contrélées ne sont pas toujours concluants,
méme si les doses employées sont importantes.

Ainsi les expositions au tert-butyl hydroperoxyde, sur Ictalurus punctatus et Ameiurus
nebulosus, réalisées dans le but de comparaisons interespeces, ne se sont pas traduites par une
augmentation des niveaux de 8-oxodGuo, méme en état de déplétion des niveaux de
glutathion réduit cellulaire. Il est vrai que ces deux poissons d'eaux douces se montrent tres
peu sensibles a un stress oxydant (Ploch et al., 1999). Cependant, Mitchelmore et al. (1996)
notent la méme absence de réponse chez trois espéces de poissons, le turbot (Scophtalmus

maximus), la limande (Limanda limanda) et la sole (Solea solea).

On peut noter que globalement, lorsqu’une réponse est observée, les facteurs
d’induction de la 8-oxodGuo sont inférieurs a ceux qui ont pu étre observés par le test des
cometes par exemple. On remarque également, que dans plusieurs travaux, les augmentations
sont plus importantes aux plus faibles doses comparativement aux doses plus fortes. (Canova
et al., 1998 ; Akcha et al., 2000 a ; Pagano et al., 2001 a ; Rodriguez-Ariza et al, 1999). Les

auteurs ne discutent que trés peu ce point. On peut envisager qu’a partir d’un certain niveau
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Durée

Organismes Organes Substances testées . i s . Observations : niveaux de 8-oxodGuo Références
concentrations testées d’exposition
branchies branchies - B(a)P = témoin
. 0-3-10-21} glande digestive + x 2 4 50 mg/kg 4 10 j et x 3,25 4 21j et - dés +5 j apres la fin de Akchaetal,
diglzrs‘gse 0-50-100 mg/kg _(par fa nourriture) (+5-10] de délai)  Dexposition 2000 a
& +x 1,824 100mg/kgal0jet-a2lj+5jet+10]
Mytilus galloprovincialis B(a)P
branchies branchies - B(a)P = témoin
. . Extraction chaotropique W de -54 % par rapport & extraction phénol-chloroforme et Akcha et al.,
dgg}g;ﬁi) 0-50 mgfkg  (par la nourriture) 0-3-6-10-17-24-28] 34, par rapport extraction chloroforme-alcool isoamylique (- 72 % et - 76 % pour la 2000 b
g glande digestive)
branchies Branchies 448 h+x1,9a5pg/letx 1,6a500etx 1,52 1000 pg/L
. Lo 0-0,5-5-50-100-500-1000 pg/L oo 4a72h+x2,14a5pg/Lx1,6a50 pg/L x 3,44 100 pg/L etx 2 a 1000 pg/L Canova et al.,
Mytilus galloprovincialis digla:t(ii:e B(a)P (par I’eau de mer) 48-72ha20°C glande digestive a48 h +x 1,6 4 100 pg/L et x 2 4 1000 pg/L 1998
£e a72hAdes05pug/Lx 1,3x1,5x1,8x2 x 1,6etx 1,8
Scophtalmus maximus I-NP 0-0,5-5 mg/kg .
Limanda limanda foie  NF 0-5-50 mg/kg 48h413°C 1-NP =NF = Témoin Miichelmore
. L et al., 1996
Solea solea intrapéritonéale
foie A deés 0,1 mg/kg (dex 8 4 x 16)
foie 0-0,1-1-10 mg/kg 72h cinétique foie A a +1j +2j et +3j x 4 en moyenne .
Parophrys vetulus rein NF 0-10 mg/kg (cinétique foie) +0-1-2-3-5-7 de N 3+ 5j et 7 NF = témoin N‘Sh“;‘;;‘; etal,
sang intramusculaire délai (cinétique foie) rein +x 2 a 10mg/kg
sang + x 3 a 10mg/kg
. -a0,5et0,75 uM Pagano et al.,
' ' Tamoxiféne 0-0,1-0,25-0,5-0,75 uM +x220,1 M et x 2,9 20,25 uM 2001 a
Sphaerechinus granularis Embryons . 100
72ha18°C
(gastrula)
DEB 0-10-30-100-300 uM DEB ? dés 100 pM x 2,6 et x 4 Pagano et al.,
MMC 0-1-3-10-30 uM MMC A dés 1 pMx3,5x6,1x6,7etx 7,6 2001 b
Ictalurus punctatus BSO 1000 +6-
foie  +DEM T BO0H +00,6nr1nggkgg +0-40mekg 240 %™ BOOH = emoin Ploch et al., 1999
Ameiurus nebulosus méme en état de déplétion du glutathion cellulaire (prétraitement BSO + DEM) "
tBOOH 0-40 mg/kg intrapéritonéale 6-12 et 48h
0-0,17 mg/kg 0-0,5 mg/kg . CuCl; = malathion = témoin
foie  SuCh 0-42,5 mg/kg 0-30 mg/kg 2 0-824-48-T2h  pyraquat foie M 8 h et 48 h (-25 et -50%) . V
Sparus aurata . Paraquat R Rodriguez-Ariza
branchic 1 lathion sang A a 48 h (+33%) etal, 1999
g - s s o f
sang Diéldrine 0-6,38 mg/kg 7j branchies & a 8 h et 4 48 h (+50 et + 80%)

0-0,6-0,85 mg/kg intrapéritonéale

diéldrine foie +x 2,72 0,6 mg/kg et x 1,6 4 0,85 mg/kg

Tableau XI : Travaux rapportés dans la littérature de ’application de la recherche de 8-0xo0-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine (8-oxodGuo) comme marqueur des
dommages oxydatifs a I’ADN, dans les tissus de poissons et d’invertébrés aquatiques exposés au laboratoire, en conditions contrdlées, in vivo : dosages en
chromatographie liquide haute performance — détection électrochimique (HPLC-EC) pour toutes ces applications

Les facteurs de variations (x) sont donnés a titre indicatif car ils ont parfois été calculés sur les figures lors de 1’absence des tableaux de données ; + : induction significative ; - : absence d’induction ;# : augmentation ; 3 : diminution ; =
équivalence des niveaux ; 1-NP : 1-nitropyréne ; B(a)P : Benzo(a)pyréne ; BSO : buthionine sulfoximine ; DEM : diéthyl maléate ; DEB diépoxybutane ; MMC : mitomycine C ; NF : nitrofurantoine ; tBOOH : tert-butyl hydroperoxide.



Organismes  Organes / tissus Techplgues Localisation des sites Suivi Observations : niveaux de 8-oxodGuo Références
utilisées / Exposition
Mytella glande ! s@te de réference : riviére Ratones Individus  Mangrove avec pollutions domestiques : Aloisio Torres
. - . HPLC-EC 1 site contaminé : riviére [tacorubi, (Ile . :
guyanensis digestive . (- autochtones Itacorubi (x 2,2) > Ratones et al., 2002
Santa Caterina, Brésil)
manteau . . . . . .
1 site : Florianopolis, Ile Santa Caterina, Analyse des niveaux de base : de Almeida et
Perna perna glande HPLC-EC . one de mytiliculture, Brésil) - Manteau (+ 60 %) > GD al., 2003 a
digestive
. Pollutions urbaines North Bay > Florianopolis
branchies . . . . ) . . .
1 site de référence : Florianopolis, 12 mois: mais # tissulaires .
manteau . . . . . de Almeida et
Perna perna lande HPLC-EC 1 site pollué : North Bay étude de Glande digestive x 1,8 ol 2003 b
d'g ) Ile Santa Caterina, Brésil transfert Branchies x 1,6 ”
1gestive
Manteau -
: 4 . 3 mots : . 11 .
Saccostr.ea_ branchies GC-MS (SIM) 1 site de refer‘en,ce : RedHead . tude de Pollutions métalliques (Pb,_Co, Ni, Hg) Avery et al.,
commercialis 1 site contaminé : Burwood (Australie) transfert Burwood = RedHead 1996
Etangs en voie d’abandon :
branchies 1 site de référence (C) 7-21 jours : Glande digestive a 7j (C) = IR =3C <2V=4M (x 3) Charissou ef
Unio tumidus glande HPLC-EC 4 sites sur le bassin de la Moselle (1R, étudede eta2lj(C)=4M<1R(x 1,7)<3C (x2) <2V (x3) al. 2004
digestive 2V, 3C, 4M en amont de Metz, France) transfert  Branchies 4 7j: (C) = 1R =3C =2V=4M v
a21j:(C)=1R=3C=4M <2V (x 1,45)
Salvelinus foie GC-MS (SIM) 1 lac de référence : Shabogomo Individus  Pollutions métalliques (effluents de mine de fer) : Payne et al.,
namaycush (8-oxoGua) 1 lac contaminé : Wabush (Canada) autochtones Wabush = Shabogomo 1998
! s¥te de refer'en,ce : Puerto Real . Pollutions industrielles (HAPs, PCBs, métaux Rodriguez-
. | site contaminé : San Fernando Individus .
Sparus aurata foie HPLC-EC (chantier naval), Baie de Cadiz autochtones lourds...) Ariza et al,
’ San Fernando (x 1,5) > Puerto Real 1999

(Espagne)

Tableau XII : Travaux rapportés dans la littérature de 1’application de la recherche de 8-0x0-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine (8-0xodGuo) (8-0x0-7,8-
dihydroguanine (8-oxoGua) dans I’étude de Payne et al, 1998) comme marqueur des dommages oxydatifs a I’ADN, dans les tissus de poissons et de
bivalves exposés in situ
Les facteurs de variations (x) sont donnés a titre indicatif car ils ont parfois été calculés sur les figures lors de 1’absence des tableaux de données ; + : induction significative ; - : absence
d’induction ; = équivalence des niveaux ; > niveaux supérieurs ; < niveaux inférieurs ; GC-MS (SIM) : Chromatographie gazeuse - spectrométrie de masse (selected ion monitoring) ;
HAPs : hydrocarbures aromatiques polycycliques ; HPLC-EC : chromatographie liquide haute performance - détection électrochimique ; PCBs : polychiorobiphényls.
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de dommages, 1’activation des systémes de réparation des dommages oxydatifs intervienne et
que consécutivement, les niveaux de 8-oxodGuo mesuré€s soient plus faibles car certains

auraient déja été pris en charge par la réparation.

Les travaux de Payne et al. (1998), ont mis en évidence des dommages oxydatifs a
I’ADN, chez des poissons (Salvelinus namaycush) d’un lac recevant des effluents d’une mine
de fer, mais ces dommages oxydatifs ne correspondaient pas a la 8-oxodGuo. Quatre produits
avaient retenu leur attention: la 8-0xo0-7,8-dihydroguanine (8-oxoGua), la 8-oxo-7,8-
dihydroadénine (8-oxoAde), la 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidine (Fapy-Gua)
et la 4,6-diamino-5-formamidopyrimidine (Fapy-Ade). Aucune augmentation n’a été¢ mise en
évidence pour les niveaux de 8-oxoGua et de 8-oxoAde, alors que pour les produits résultant
de ’ouverture des noyaux puriques (Fapy-Gua et Fapy-Ade), les concentrations augmentent

d’un facteur de 2 4 2,7.

Quelques études concernent les bivalves. Au laboratoire, apres des expositions au
B(a)P, Canova et al. (1998), ont observé des réponses de type dose effet dans la glande
digestive et les branchies de Mytilus galloprovincialis. Akcha et al. (2000 a et b), avec le
meéme organisme, n’ont pas observé d’induction de 8-oxodGuo dans les branchies. Le mode
d’exposition était différent dans ce cas, car le B(a)P était apporté par la nourriture. Dans la
glande digestive, par contre une augmentation des niveaux a été reportée (Akcha et al., 2000
a). Ces derniers travaux se sont intéressés en outre a 1’influence de la technique d’extraction
de I’ADN sur les niveaux de 8-oxo0-2’-déoxyguanosine. Une réduction significative de ces
niveaux par ’extraction chaotropique a l'iodure de sodium (Nal) a été observée dans les
branchies et la glande digestive. Ce protocole d’extraction limite les artefacts d’oxydation lors
de ’extraction de I’ADN comparativement aux techniques classiques d’extraction au phénol-

chloroforme ou au chloroforme-alcool isoamylique (Akcha et al., 2000 b).

In situ, on retiendra I’étude de Charissou et al. (2004), qui a montré 1’applicabilité de
la recherche de 8-oxodGuo dans les tissus d’Unio tumidus pour la détection de conditions de
stress oxydant en milieu dulgaquicole. Les dommages oxydatifs étaient plus importants au
niveau de la glande digestive des bivalves qu’au niveau des branchies. Les auteurs avaient
associ¢ ce parametre a la mesure des taux de malondialdéhyde, marqueur de la

lipoperoxydation membranaire dans une étude sur des étangs dans le bassin de la Moselle.
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Les augmentations étaient parall¢les au bout de 7 jours mais a 21 jours, une tendance au
retour vers les niveaux de base était observée pour la 8-oxodGuo, alors que les niveaux de

malondialdéhyde augmentaient.

44



MATERIELS ET METHODES




Materiels et Méthodes

I. Matériels biologiques

I.1. Les bivalves

Les bivalves sont considérés comme de bons modeéles reflétant la contamination des
écosystémes aquatiques (Meador e al., 1995). De par leur position 4 I’interface eau-sédiment,
les invertébrés benthiques intégrent les effets biologiques de 1’exposition aux polluants de la
colonne d’eau et du compartiment sédimentaire, ainsi que les flux de contaminants entre ces
deux compartiments. Les bivalves bioaccumulent les contaminants organiques et minéraux
(Scarpato et al, 1990 ; Solé et al, 1996), du fait de capacités de métabolisation des
xénobiotiques réduites voire moins efficaces. Les temps de demi-vie de polluants tels les
HAPs, sont nettement plus long chez les bivalves que chez les poissons (Stegeman et Lech,
1991 ; Meador et al., 1995). Cela en fait de bons modeéles d’étude pour évaluer le transfert des

polluants dans la chaine alimentaire.

1.1.A. Mytilus edulis

La moule marine Mytilus edulis a été utilisée comme nourriture contaminée par les

polluants de la marée noire de 1'Erika lors des expositions des rats par la voie alimentaire.

L.1.A.a. Systématique

Embranchement : Mollusca

Classe : Bivalvia

Ordre : Mytiloida

Famille : Mytilidae

Sous-famille : Mytilinae

Genre et espéce : Mytilus edulis (Linnaeus, 1758)

Nom commun : moule bleue, moule de bouchot.
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I.1.A.b. Echantillonnage et conservation

Apres le naufrage de I’Erika, les moules ont été collectées sur des sites impactés a
divers degrés par la marée noire par les laboratoires de P'IFREMER (Institut Francais de
Recherche pour I’Exploitation de la Mer, Nantes, 44) entre la fin de décembre 1999 et les
premiers mois de 1’année 2000. Elles ont été conservées a - 20°C et ont servi de source de
contamination pour des rats exposés au laboratoire. La préparation des rations de moules a été

effectuée par les laboratoires de I'IRH (Institut de Recherches Hydrobiologiques, Nancy, 54).

L.1.A.c. Préparation des rations de nourriture et analyses de contamination

Les moules congelées ont été ouvertes, les tissus mous homogénéisés par un broyeur a
couteaux et conditionnés en rations de 12 a 15 g, chacune constituant un repas pour un rat.
Les 16 HAPs reconnus prioritaires pour le biomonitoring environnemental par 1’US-EPA
(OFR, 1982) ont été analysés dans les moules par I'IRH (IRH, 2003). Nous avons choisi
d’inclure la quantification des dérivés méthylés des HAPs et des thiophénes. Cette analyse a
eté réalisée par le Laboratoire Municipal de Rouen (76) par GC-MS aprés lyophilisation des
échantillons. Pour I’analyse de HAPs, séparés par HPLC et détectés par un spectromeétre
couplé avec un détecteur UV/ barrette de diode, le protocole fourni par I'IRH est présenté en

annexe VII.

1.1.B. Unio tumidus

Le bivalve dulgaquicole Unio tumidus a été utilisé lors des expositions au laboratoire.

I.1.B.a. Systématique

Embranchement : Mollusca
Classe : Bivalvia

Ordre : Eulamellibranchiata
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Famille : Unionidae

Sous-famille : Unioninae

Genre et espéce : Unio tumidus
(Philipsson 1788)

Nom commun : mulette épaisse

Figure 20 : photographie d’un Unio

tumidus (échelle '2)

1.1.B.b. Morphologie et habitat

Mollusques aquatiques a symétrie bilatérale, les bivalves ont le corps plus ou moins
aplati, protégé par deux valves toujours externes reliées par un ligament élastique et dont la
fermeture est assurée par les muscles adducteurs. Deux larges expansions du manteau forment
les lobes palléaux qui secrétent la coquille et délimitent la cavité palléale ou font saillie les
branchies, dont 1’épithélium cilié génére un courant d’eau continu. Au cours de la période de
reproduction, les larves ou glochidii sont protégées dans une poche incubatrice ou marsupium
formée par une partie des branchies. Chez Unio tumidus, les branchies, généralement les deux
plus externes, prennent alors une couleur laiteuse. La période d’incubation dure de 1’automne
au printemps ou les larves sont libérées ; celles-ci parasitent ensuite les branchies et la peau de
poissons a I’aide de crochets jusqu’a leur métamorphose en bivalve juvénile. Ce stade est
responsable du « glochidium », pathologie fréquente chez les poissons de riviere.
Microphages, les Lamellibranches se déplacent peu et se nourrissent par filtration de
particules microscopiques en suspension. Les Unionidés (famille comprenant la plupart des
especes d’eau douce) sont largement répandus en Europe ; les espéces Unio tumidus et Unio
pictorum sont essentiellement retrouvées dans le Nord et I’Est de 1a France. D’une taille de 11
cm de long et 6 cm de large en moyenne, U. tumidus a une coquille brun-vert extérieurement,
et fortement nacrée sur sa face interne. Il vit sur le fond des cours d’eau a faible courant et des
étangs, a l’interface eau-sédiment, ce qui en fait un organisme de choix, puisqu’il peut étre
contaminé a la fois par ’eau et par les sédiments. D'autre part, sa faible mobilité autorise la
mise en cage, lors d’études de transfert.

Un bioessai de toxicité aigué sur larve d’Unio tumidus existe ; c’est un test de survie

des glochidii (observation apres coloration au rouge neutre) (Jacobson et al., 1993). Les
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travaux de Mouthon et Charvet (1999) ont montré que Unio tumidus se situait dans le groupe
d'espéces les plus sensibles aux pollutions organiques avec Pseudoanodonta elongata et
Myxas glutinosa. De nombreuses études au laboratoire permettent de le considérer comme un
organisme bioindicateur de pollution fiable (Cossu, 1996, Cossu et al, 1997 b, 2000 ;
Charissou, 2002 ; Charissou et al., 2004 ; Doyotte, 1998 ; Doyotte ef al., 1997 ; Vasseur et al.,
1999).

I.1.B.c. Echantillonnage et conservation des animaux

Les Unio utilisés pour les expositions au laboratoire proviennent d’un des étangs de la
Maxe, situé prés de Metz (57). Des analyses physico-chimiques des sédiments de ce site
montrent une bonne qualité de 1'étang (Annexe VIII) ; son relatif isolement et sa faible
fréquentation permettent de le considérer comme site de référence. Une mise en stabulation
d’un certain nombre d’individus a été nécessaire. Les bivalves prélevés sur le site, par fouille
manuelle du sédiment, ont ensuite séjourné dans un bac, contenant du sable de Fontainebleau,
de D’eau déchlorée, complémentée avec de I’eau du milieu (dont la proportion est
progressivement diminuée), le tout thermostaté 17°C grace a un systeme de refroidissement
(KV400 KUHLWASSERVERSORUNG). Ils ont été nourris par des cultures d’algues
(Pseudokirchneriella subcapitata, Chlorella vulgaris et Scenedesmus subspicatus) réalisées

selon la norme AFNOR T90-304.

1.2. Rats Wistar

L2.A. Systématique

Embranchement : Chordata
Sous-embranchement : Vertebrata
Classe : Mammalia

Ordre : Rodentia

Sous-ordre : Sciurognathi

Famille : Muridae
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Sous-famille : Murinae
Genre et espece : Rattus norvegicus

Souche ; Wistar

L.2.B. Origine et conditions d’élevage

Les rats Wistar males, pesant entre 110 et 121 g, pour I’étude du transfert alimentaire
ont été obtenus aupres de la société Charles River Laboratories (anciennement IFFACREDO,
Les Oncins, Saint-Germain sur 1’Arbresle, 69). Ils ont été acclimatés durant une semaine
avant les expositions. Les étapes d’acclimatation, d’expositions et les sacrifices se sont
déroulés a Nancy, a 'INSERM U420, selon les principes et 1égislations en vigueur en France,

pour I’expérimentation animale.

II. Protocoles expérimentaux des différents essais

I1.1. Protocoles de prélévements des tissus et obtention des suspensions
cellulaires

IL.1.A. Prélévement du sang total des rats

Les échantillons de sang sont récupérés apres le sacrifice des rats (par décapitation)
dans des tubes héparinés et conservés (1 mL) avec 200 uL de PBS (0,01 M) supplémenté avec
10% de DMSO, a -196° C dans 1’azote. La composition du tampon PBS (0,01 M) sans Ca"" ni
Mg est donnée en Annexe IX. Aprés décongélation rapide des échantillons, ces derniers
sont transférés dans 10 mL de sérum physiologique, additionné de 2 % de DMSO pour limiter
l'agrégation des plaquettes (Currie et al., 1998), et centrifugés a 150 g 7 minutes a 4° C pour

enrichir les suspensions en cellules nucléées.
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IL1.B. Prélévements et obtention de suspensions cellulaires a partir des tissus solides de

rat (Foie, Moelle osseuse)

Aprés dissection de I’animal, les foies sont conservés dans du PBS (0,01 M)
supplémenté avec 10 % DMSO a -196° C dans I’azote. Cette étape de congelation est
indispensable a ’obtention des suspensions cellulaires. Nous avons choisi une méthode non
enzymatique pour la dissociation du foie afin d’obtenir les suspensions cellulaires. Cette
méthode non enzymatique a été adaptée d'une technique développée préalablement au
laboratoire sur les tissus d'Unio tumidus (Lemiére, 2000). Aprés décongélation rapide,
I’échantillon, conservé a -196° C dans 1 mL de tampon PBS - 10 % de DMSO, est transfére
dans 15 mL de ce méme tampon frais puis placé 5 minutes sous agitation 1égére. Le melange
est filtré pour éliminer les plus gros débris. Cette suspension subit ensuite une centrifugation
différentielle & 4° C (100 g 5 minutes et 250 g 7 minutes). Cette procédure, permet la
séparation des débris et I’isolation du type cellulaire sur lequel on souhaite travailler. Pour la
moelle osseuse, les fémurs sont conservés 4 -20° C jusqu’a la préparation des suspensions
cellulaires (dés le retour au laboratoire et dans les 6 h suivantes). Les fémurs sont déposés
dans une boite de pétri contenant 20 mL de Tampon PBS - 10 % DMSO. L’os est cass€ en
deux dans le sens de sa largeur puis ouvert a ses extrémités. Une pointe montée permet de
gratter I’intérieur du fémur et le lavage s’effectue avec une micropipette (P 200). Apres
centrifugation (250 g 7 minutes a 4° C), les suspensions cellulaires sont conservées a -196° C

apres congélation progressive.

I1.1.C. Prélévement de I’hémolymphe chez Unio tumidus

Une seringue (1 mL) avec aiguille % contenant 100 uL de PBS (0,01 M) sans Ca"™" ni
Mg"", supplémenté avec 10 % de diméthylsulfoxyde (DMSO) et contenant 0,01 M de
Na,EDTA, permet le prélévement de 400 & 800 uL d’hémolymphe. Ce prélévement s’effectue
au travers du muscle antérieur, directement dans le sinus. La coquille du bivalve est
maintenue entrouverte a 1’aide d’un coéne de micropipette le temps du prélevement. Une
certaine résistance a 1’aiguille doit indiquer la contraction musculaire et I’entrée dans le sinus.
Le prélévement au travers du muscle postérieur est également possible mais plus delicat.
L’hémolymphe prélevée est déposée soit dans un cryotube dans I’optique d’une congelation,

soit dans un tube Eppendorft® si I’on souhaite travailler sur un prélévement frais. Dans ce cas,
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I’échantillon est centrifugé 4 150 g pendant 5 minutes. Cette étape permet de concentrer
I’échantillon de 2 a S fois, et d’obtenir ainsi une densité cellulaire satisfaisante. Le culot est
remis en suspension dans un volume ajusté de milieu frais (PBS 0,01 M). Dans le cas de la
congélation, celle-ci se fait progressivement : 10 minutes a 4° C, 4 heures a -20° C et 12
heures a -80° C, puis conservation 4 -196° C dans I’azote liquide. La décongélation doit €tre
rapide ; une centrifugation, comme dans le cas d’un prélévement frais permet d’obtenir une

suspension cellulaire utilisable.

I1.1.D. Prélévement et obtention de suspensions cellulaires a partir des tissus solides

(branchies et glande digestive) d’Unio tumidus

Le protocole pour les tissus d’Unio tumidus est proche de celui préalablement décrit
pour le foie des rats (méthode non enzymatique). Aprés dissection de I’animal, les tissus sont
conservés dans du PBS (0,01 M) supplémenté avec 10 % de DMSO a -196° C dans I’azote
(congélation progressive comme dans le cas de I’hémolymphe). Aprés décongélation rapide,
’échantillon tissulaire (5 cm? environ) est transféré dans 10 mL de tampon PBS (0,01 M) - 10
% DMSO, que I’on place 5 minutes sous agitation légere. Ce mélange est filtré pour éliminer
les plus gros débris. Cette premiére suspension est ensuite soumise a des centrifugations
différentielles. Les conditions (vitesses et temps) des centrifugations a 4° C sont les suivantes
pour les branchies : 35 g 4 minutes 30 secondes (récupération des surnageants), 40 g 5
minutes (récupération des surnageants) et finalement 75 g 7 minutes (culot repris dans 350 pL
de tampon PBS - 10 % de DMSO). Pour les glandes digestives, ces conditions sont : 30 g 7
minutes (récupération des surnageants) et finalement 80 g 7 minutes. Le culot est repris dans

250 pL de tampon PBS - 10 % de DMSO.

IL1.E. Qualité de la suspension cellulaire

Les suspensions cellulaires obtenues sont observées en microscopie optique, afin
d’évaluer leur qualité en termes de pureté, de densité et de viabilité. Cette observation est
réalisée a 1’aide d’une coloration de viabilité au rouge neutre (solution a 1,65 g/L dans les
proportions 1: 3; v: v ; rouge neutre : suspension cellulaire). La coloration d’exclusion au
bleu trypan (0,02 %) a également été utilisée. Les comptages sont effectués sur cellule de

Mallassez en microscopie optique (objectifs x 40 et x 60).
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I1.2. Protocole expérimental du test des cometes

Cette technique d’électrophorése de noyaux de cellules isolées en microgels d’agarose
est applicable, en théorie a tout type de cellule eucaryote. Elle permet la détection des
coupures simple et double-brin ainsi que des sites alcali-labiles & pH > 13. Le protocole suivi
(figure 21) est adapté des travaux de Singh et al, 1988. La composition des différents
tampons et des solutions méres, ainsi que les références des principaux produits chimiques et
du matériel utilisé sont données en Annexe X. L’utilisation d’un standard interne nous a
semblé importante : il a consisté en une suspension du type cellulaire considéré, exposée au
peroxyde d'hydrogéne (250 puM, lh a 4°C), aliquotée et analysée dans chaque test. Le
déroulement du protocole se déroule sous lumiere inactinique pour éviter d’induire des

dommages artefactuels a I’ADN.

I1.2.A. Dépots des gels sur les lames

Les solutions d’agarose LMP (low melting point) sont maintenues a 37°C a I’aide d’un

bain-marie. Les gels sont déposés sur les lames dans I’ordre suivant :

- 1% couche (& déposer la veille) : 90 uL d’agarose normal (0,8% dans du
PBS (0,01 M)) sont étalés a l’aide d’un céne de micropipette.
Polymérisation a température ambiante.

2" couche: 75 pL d’un mélange 3 volume égal, d’une suspension
cellulaire (obtenue selon les protocoles décrits précédemment) et d’agarose
LMP (bas point de fusion) & 1 % dans du PBS (0,01 M) sont déposés et
recouverts d’une lamelle. Polymérisation a 4°C pendant 10 minutes. La
lamelle est retirée délicatement.

- 3™ couche: 75 pL d’un gel d’agarose LMP 0,5 % sont déposés,

recouverts d’une lamelle et laissés a polymériser pendant 10 minutes a 4°

C. La lamelle est retirée délicatement.
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Figure 21 : Principales étapes du protocole expérimental du test des cométes
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11.2.B. Lyse cellulaire

Les lames sont plongées dans une solution de lyse, maintenue a 4° C, qui permet la
destruction de la matrice extracellulaire et de la membrane nucléaire. La composition de ce
tampon de lyse est la suivante : 2,5 M de NaCl, 0,1 M de Na,EDTA, 0,1 M de Tris (pH ajusté
a 10 avec NaOH), 1% de N-laurylsarcosinate, auxquels sont ajoutés extemporanément 1% de
Triton X100 et 10% de DMSO. Cette étape dure 2 h pour les cellules obtenues a partir des
tissus solides et le sang périphérique, et ne dépasse pas 1 h pour les hémocytes.

Chaque composant de la solution joue un rdle particulier. NaCl participe a la
dégradation des protéines, notamment des histones, ce qui permet une relaxation des
molécules d’ADN. Na,EDTA inhibe les nucléases, enzymes de dégradation de I’ADN en
complexant les cofacteurs métalliques. NaOH et le Tris assurent des conditions alcalines. Le
N-laurylsarcosinate inhibe les hexokinases et permet la solubilisation des protéines
membranaires. Le DMSO est ajouté comme antioxydant. Le Triton est un détergent qui assure

la destruction des membranes cellulaires et nucléaires.

11.2.C. Déroulement de ’ADN

Les lames sont rincées dans le tampon d’électrophorése suite a I’étape de lyse, puis
déposées dans la cuve électrophorétique. Le déroulement de I’ADN a lieu dans le tampon
d’électrophorese (0,3 M NaOH - 0,01 M Na,EDTA, pH>13) durant 20 & 24 minutes selon le
type cellulaire.

Cette étape est réalisée en conditions alcalines. Le pH élevé du tampon permet la
visualisation des coupures simple-brin et ’expression des sites alcali-labiles, des conditions

neutres ne permettant que la détection des lésions double-brin.

I1.2.D. Electrophorése

Les conditions d’électrophorése sont les suivantes : 21 minutes, 300 mA, 20V (soit
1V/cm). Les molécules d’ADN, fragments libres ou molécules rattachées a la matrice

nucléaire mais libres de migrer, chargées négativement du fait des groupements phosphates

53



Matériels et Méthodes

externes, migrent alors vers 1’anode, permettant d’obtenir les figures caractéristiques de

cométes.

I1.2.E. Neutralisation

Les lames sont plongées dans une solution de Tris (0,4 M ; pH 7,5) pendant 10
minutes. L’opération est renouvelée une fois. Cette étape est importante pour la lecture des
lames. Elle permet de rétablir des appariements ponctuels des brins d’ADN et d’éliminer les
alcalins et les détergents susceptibles d’interférer avec la fixation au bromure d’éthidium,

’agent intercalant utilisé.

IL.2.F. Mise en attente des lames (déshydratation)

Cette étape est facultative. La déshydratation des lames se fait pendant 10 minutes
dans un bain d'éthanol absolu. Les lames sont ensuite conservées a 1’abri de la lumiére et de la

poussiere jusqu’a 1’étape de lecture.

11.2.G. Lecture des lames

Les noyaux sont colorés par 22 ul. d’une solution a 20 pg/mL de bromure d’éthidium,
fluorochrome de type phénanthridinique dont la structure plane autorise 1’intercalation entre
les bases de I’ADN. Une lamelle est déposée sur la lame qui est lue a I’aide d’un microscope
a épifluorescence, équipé d’un filtre dichroique DM570 (filtre d’excitation : BP 510-550 nm ;
filtre barriere : BA 590 nm), relié par une caméra CDD monochrome a 1’analyseur d’image
Komet 3 : 1 (Kinetic Imaging Limited, Liverpool, UK.). On réalise 3 réplicats par modalités
et de vingt-cing a cinquante cellules sur chaque lame sont analysées. Les lames sont codées,

et lues aléatoirement sur la partie centrale du gel.
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I1.2.H. Parametres mesurés, expression des résultats et analyse statistique

L’analyseur d’image Komet 3 : 1 propose une quarantaine de parametres mesurés.

Nous avons sélectionné :

- Daire de la cellule (en um?),

- lalongueur de la queue (7ail Length) (en um),

- la proportion d’ADN présent dans la queue (7ail DNA) (en %),

- le rapport de la longueur totale de la cellule sur la largeur de la téte (L/H),

- DExtent Tail Moment (um) : produit du pourcentage d’ADN dans la queue
par sa longueur

- et enfin I’Olive Tail Moment (pixels/pm) : produit de la proportion d’ADN
dans la queue avec la distance séparant le centre de gravité de la téte de

celui de la queue.

Nous avons choisi d’exprimer le taux moyen de dommages a I’ADN par le
pourcentage moyen d’ADN dans la queue. Les médianes, espaces interquartiles et les
percentiles ont été calculés sur les distributions des parameétres au sein des populations
cellulaires étudiées. Des classes arbitraires de pourcentage d’ADN dans la queue des cometes
pour représenter les distributions cellulaires selon ce paramétre : 0-20 %, 20-40 %, 40-60 %,
60-80 % et >80 %. Nous avons utilisé des tests non-paramétriques pour I’analyse statistique
des résultats (logiciels d’analyse Statistica (version 5.1) et Excel (version 9.0)), dans la

séquence suivante :

- un test de Kruskal-Wallis (comparaison de moyennes sans condition de
normalité des distributions),

- suivi d'un test de la médiane (comparaison des médianes)

- et de tests du o> (comparaison des effectifs théoriques calculés les effectifs

marginaux des tableaux de distributions avec les effectifs observes).
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I1.3. Protocole expérimental du dosage de 1la 8-0x0-7.8-dihydro-2’-
déoxyguanosine (8-o0xodGuo)

La méthode utilisée pour le dosage des niveaux de 8-oxodGuo dans les tissus d'Unio
tumidus est une méthode par chromatographie liquide haute performance (HPLC) couplée a
un détecteur électrochimique et a un détecteur UV, montés en série. La méthode originale
correspond aux travaux de Shigenaga et al. (1994), modifiée par Doyotte (1998). La
modification majeure apportée ici concerne 1'étape d'extraction de 'ADN. Nous avons choisi
une méthode chaotropique a l'iodure de sodium (Nal) qui permet de limiter les artefacts
d'oxydation. Toutes les étapes d'extraction et d'hydrolyse de I'ADN sont réalisées apres
filtration (0,45 pm) et dégazage a 'azote de tous les tampons et des milieux réactionnels avant
leur utilisation. Les échantillons destinés a la mesure de la 8-oxodGuo ont été transférés apres

dissection des bivalves dans des cryotubes et conservés a -196° C.

I1.3.A. Extraction et hydrolyse de ' ADN

L'extraction de I'ADN a été réalisée a l'aide d'un kit (Oxytek DNA Isolation kit,
référence 0805001 de la gamme ZeptoMetrix) selon les recommandations du fournisseur. Les
différentes étapes du protocole, de 'extraction a I'hydrolyse de I'ADN, effectuées a 4° C, sont
.listées dans le tableau XIII. On peut distinguer trois points essentiels au protocole d'extraction

de I’ADN 4 partir des tissus (branchies, glande digestive) d’Unio tumidus :

- le premier point du protocole est l'isolation des fractions nucléaires. La majorité
des macromolécules cellulaires (dont les ARN) est séparée des noyaux par une
lyse cellulaire (surfactant non ionique). La solution de lyse a été additionnée de
desferroxamine comme conseillé par la notice du fournisseur suite aux travaux
de Helbock et al. (1998) et de Pouget et al. (2000) afin de limiter les dommages
a I'ADN consécutifs a la préparation des échantillons.

- dans la seconde étape, la RNase A digére 'ARN des fractions nucléaires. Les
échantillons sont ensuite incubés en présence de protéinase K et de dodécyl
sulfate de sodium (SDS) pour libérer I'ADN des noyaux et digérer les protéines

en polypeptides.
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- transfert de I'échantillon congelé de tissu (80 mg) dans un Potter manuel avec 1 mL de PBS

(0,01 M) supplémenté de S mM de desferroxamine.

- broyage de l'échantillon (6 et 2 coups de Potter pour les branchies et la glande digestive
respectivement), puis transfert de la suspension obtenue dans un microtube.

- centrifugation a 4° C, 1000 g, 6 minutes.

- récupération des culots dans 1 mL de PBS (0,01 M) supplémenté de 5 mM de desferroxamine.

- centrifugation a 4° C, 1000 g, 6 minutes. Cette étape de lavage est répétée.

- mise en suspension des culots dans 1 mL de solution de lyse supplémentée de 5 mM de
desferroxamine.

- centrifugation a 4° C, 2000 g, 2 minutes et récupération des culots. Les deux derniéres étapes
sont répétées (3 fois en tout).

- ajout de 400 pL de solution de RNase A (solution fraiche & 250 pug/mL), puis incubation 1
heure a 37° C.

- ajout de 20 pL de solution de protéinase K (20 mg/mL), puis mélange par inversion 5 fois et
incubation 1 heure a 55° C.

- centrifugation a 4° C, 10 000 g, 5 minutes et transfert du surnageant dans un nouveau tube.

- ajout de 600 puL de solution d’iodure de sodium.

- mélange par inversion cent fois (un précipité blanc se forme alors).

- ajout de | mL d'isopropanol et mélange par inversion cinquante fois (le précipité prend alors
un aspect translucide).

- centrifugation a 4° C, 10 000 g, 5 minutes, puis élimination du surnageant et séchage des
tubes.

- addition de 1,5 mL d'éthanol & 70 % froid (-20° C) et centrifugation a 4° C, 10 000 g, 5
minutes et élimination du surnageant. Cette étape de lavage est répétée (4 fois en tout).

- reprise du culot dans 50 pL d'acétate de sodium (20 mM ; pH 5)

- réfrigération 24 h pour dissolution compléte du culot.

- calcul de la pureté et de la quantité d'ADN a partir de 5 pul de la suspension précédente (ratio

des densités optiques & 260 nm et & 280 nm et densité optique a 260 nm).

HYDROLYSE DE L'ADN
- ajoutde 155 pl d'acétate de sodium (20 mM ; pH 5) a la suspension d'ADN (45 pL).

- ajoutde 4 pL d'une solution de nucléase P1 (3,3 mg/mL).

- incubation a 65° C pendant 10 minutes.

- ajustement du pH avec 20 pL de tampon Tris-HCl (1 M ; pH 8,5), puis hydrolyse des
nucléotides en nucléosides, aprés 1 h de digestion par la phosphatase alcaline (1U/uL).

- arrét de la réaction par I'ajout d'un volume de 114 pL de chloroforme.

- le mélange est vortexé puis centrifugé a 12 000 g 5 minutes a 4° C.

- dégazage de la phase aqueuse & l'azote et injection dans le circuit HPLC.

Tableau XIII : Séquence des différentes étapes du protocole d’extraction et d’hydrolyse de
I’ADN a partir des tissus (branchies, glande digestive) d’Unio tumidus en utilisant le kit
« Oxytek DNA Isolation kit », référence 0805001 de la gamme ZeptoMetrix

PBS : Phosphate buffered saline ; HPLC : chromatographie liquide haute performance.
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- la derniére étape consiste en la purification de I'ADN par extraction a l'iodure de
sodium (Nal). Les polypeptides et autres molécules organiques restent solubles
pour des concentrations de Nal élevées alors que I'isopropanol va spécifiquement
précipiter I'ADN. De bréves centrifugations successives permettent alors

l'extraction et le lavage de 'ADN.

L'ADN est ensuite hydrolysé en nucléotides par la nucléase P1 et les nucléotides sont

hydrolysés en nucléosides, aprés 1 h de digestion par la phosphatase alcaline.

I11.3.B. Conditions chromatographiques, de détection et expression des résultats

Nous avons utilisé une colonne C18 Supelco LC-18 DB Supelcosil (longueur : 15 cm ;
diamétre 4,6 mm ; porosité 3 pm), équipée d'une pré-colonne LC-18 DB. La phase mobile
consiste en un tampon phosphate de sodium (50 mM ; pH 5,5) supplémenté par 5 % de
méthanol ultrapur (qualité Chromanorm), et filtré sur membrane de nylon (0,22 uM). Les
conditions de séparation sont les suivantes : le débit de la phase mobile est de 1 mL par
minute et la colonne est maintenue a 25° C (four a effet Peltier).

La détection de la 7,8-dihydro-2’-déoxyguanosine est réalisée par un détecteur UV a la
longueur d'onde de 290 nm. La détection de la 8-oxo-7,8-dihydro-2’-déoxyguanosine est
réalisée par un détecteur électrochimique Coulochem ESA (5100), équipé d'une cellule
analytique 5010 avec des potentiels d'électrode E1 et E2 de 125 mV et 350 mV,
respectivement. La sensibilité du détecteur est fixée & 50 nA pour E1 et E2 et le potentiel de la
cellule de conditionnement est de 110 mV avec une sensibilité de 1 pA. Les deux détecteurs
sont montés en série avec le détecteur électrochimique en premier. Des gammes d'étalonnage
de 8-0xodGuo et de 7,8-dihydro-2’-déoxyguanosine sont dosées en paralléle des échantillons,
pour permettre l'analyse des chromatogrammes. Les niveaux de 8-oxodGuo et de 7,8-dihydro-
2’-déoxyguanosine sont calculés a partir des aires des pics sur les chromatogrammes et des
gammes d'étalonnage. Les moyennes et les écart-types ont été calculés pour chaque individu
et par modalité étudiée. Les différences sont mises en évidence par le test ¢ de Student (p <

0,05) aprés vérification de la normalité des distributions.
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I1.4. Protocole expérimental de coloration et d'observation des micronoyaux

Les micronoyaux ont été observés au niveau du sang périphérique et de la moelle
osseuse des rats suite & une exposition alimentaire avec des bivalves marins contaminés lors
d'une marée noire.

Les lames ont été préparées a partir des suspensions cellulaires préparées comme
précédemment décrit. Pour la moelle osseuse, les frottis sont fixés au méthanol pendant 12
minutes aprés étalement. Les lames sont plongées dans un bain de colorant May-Griinwald
(solution-commerciale : eau ultrapure pH 7; 1:1; v:v) pendant 5 minutes puis colorées au
Giemsa' (15 minutes dans une solution a 10 % de Giemsa dans un tampon Sorenson). Les
lames sont au final lavées pendant 6 minutes dans de 1'eau ultrapure dont le pH a été ajusté a
7. Le protocole pour les échantillons de sang périphérique est un peu différent : 500 pL
d'échantillon sont mélangés a 250 uL de solution de Carnoy ; le frottis est réalis¢ et les lames

sont colorées 3 minutes dans un bain de Giemsa, puis rincées a l'eau ultrapure (pH 7).

Les lames sont codées et lues aléatoirement en microscopie optique & immersion, a
l'objectif x 1000, avec 2 ou 4 lames par animal. Seules les cellules avec un cytoplasme intact
sont considérées. Pour chaque individu, 2000 cellules sont prises en compte. Les

micronoyaux sont analysés selon les critéres suivants (Countryman et Heddle, 1976) :

- le micronoyau ne touche pas le noyau principal,
- sa coloration est identique a celle du noyau,

- son diamétre est inférieur 4 /3 de celui du noyau.

La comparaison des moyennes des fréquences de cellules micronucléées pour chaque

modalité a été effectuée par le test U de Mann-Whitney.

1 solution d’azur - éosine - bleu de méthyléne.
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III. Protocoles d'expositions

I11.1. Expositions alimentaires de rats avec des bivalves contaminés par les

polluants de marée noire

Ces expositions visaient & étudier chez les mammiferes la génotoxicité associée au
probléme du transfert alimentaire des polluants depuis les bivalves, aprés une marée noire.
Les expositions et les sacrifices se sont déroulés a l'animalerie et dans les laboratoires de
I'TNSERM 2 Nancy (54). L'étude des modifications de I'expression du cytochrome P450 1A et
de l'induction de l'activité EROD (éthoxyrésorufine-o-déethylase) a été réalisée en parallcle

sur les animaux lors des différentes expositions (Chaty, 2003).

IIL.1.A. Etude des dommages a I'ADN suite a des expositions alimentaires

Les dommages a 'ADN ont été étudiés par le test des cometes suite a des expositions
alimentaires de rats pendant 15 et 30 jours. Le protocole des deux expérimentations reste

proche (Tableau XIV).

Des lots de 6 rats ont regu comme nourriture des moules témoins ou des moules
contaminées, durant 12 et 24 jours, a raison d’un repas de bivalves tous les deux jours
(premiére expérience) et d’un repas de moules tous les jours (seconde expérience). Trois jours
aprés le dernier repas de moules, les animaux ont été sacrifiés. Entre chaque repas de moules
et durant la période des trois jours a la fin de I’exposition, les animaux ont regu une nourriture
standard (croquettes UAR, Epinay-sur-Orge). Les niveaux de contaminations des moules dans
les deux expériences différaient (Tableau XIV). Les tissus ont été prélevés et conservés lors

des différents sacrifices comme décrit précédemment.
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Premiére étude Seconde étude

6 repas sur 12 jours 12 repas sur 24 jours 12 repas sur 12 jours 24 repas sur 24 jours

Teémoin Témoin Moules Moules Témoi Témoin Moules Moules Témoin Témoin Moules Moules Moules Témoin Témoin Moules Moules Moules
Moules 85 480  (CMOM hroules 85 480 °°© Moules 310 570 870 Moules 310 570 870

code des groupes St15 M 15 M'15 M™ 15 St30 M30 M'30 M™30 C15 CMI5 M"15 M™15 M"™15 C30 CM30 M"30 M™30 M"30
durée 15 jours 30 jours 15 jours 30 jours

poids initial des rats 120 g

rations de nourriture 135¢g

Contamination des moules par les HAPs (ug/kg matiére séche)

HAPs ' - 130 85 480 - 130 85 480 - 70 310 570 870 - 70 310 570 870
TEQs’ - 155 2 3 - 155 2 3 - 6 34 8 179 - 6 34 82 179
HAPs méthylés * - 54 15 2097 - 54 15 2097 - 21 - 225 172 - 21 - 225 172
benzothiophénes * - 7 1 227 - 7 1 227 - - - 25 19 - - - 25 19

Tableau XIV : Récapitulatif des conditions d'expositions lors des deux premiéres expérimentations avec un repas de moules tous les 2 jours

(premiére étude) et un repas de moules tous les jours (seconde étude)

! somme des concentrations en naphtaléne, acénaphthyléne, acénaphténe, fluoréne, phénanthréne, anthracéne, fluoranthéne, pyrene, benzo(a)anthracene, chrysene,
benzo(b)fluoranthéne, benzo(k)fluoranthéne, benzo(a)pyréne, dibenzo(ah)anthracéne, benzo(ghi)péryléne et indéno(1,2,3-cd)pyréne ; 2 jes TEQs (Toxic equivalent quantities)
ont été calculées a partir des TEFs (Toxic equivalent Factors) définis par Nisbet et Lagoy, 1992 ; * somme des méthyl phénanthrénes et des méthyl chrysénes ; * somme des
dibenzothiophénes et des benzo(b)naphtothiophénes ; HAPs : hydrocarbures aromatiques polycycliques
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IIL.1.B. Etude de la réversibilité des dommages a I'ADN suite a des expositions

alimentaires

Le schéma expérimental de cette derniére exposition est le méme que dans la seconde
experience. Les dommages a I'ADN ont été étudiés par le test des cométes suite a I'exposition
alimentaire de rats pendant 15 jours (Tableau XV). Des lots de 12 rats ont re¢u comme
nourriture des moules témoins ou des moules contaminées, durant 12 jours, a raison d’un
repas quotidien de bivalves (figure 22). Trois jours aprés le dernier repas de moules, 4
animaux de chaque groupe ont été sacrifiés et ont constitué le point t0. Afin d’étudier une
cinétique de réversibilité des effets, des rats ont été sacrifiés 7 et 14 jours plus tard, a raison de
4 animaux a chaque temps. Entre la fin de l'exposition et les sacrifices, les animaux ont regu

une nourriture standard.

EXPOSITION
: Temps

10 +7 +14 -
I ‘ P

Figure 22 : Schéma expérimental de I'étude sur la réversibilité des dommages a I'ADN suite 3
l'exposition alimentaire (troisiéme étude)

Les niveaux de contaminations sont exprimés en pg de HAPs (somme des 16 de P'US-EPA) par kg de matiére
séche (moules) ; CM : moules témoins.
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Troisieéme étude (Réversibilité)

12 repas sur 12 jours

Témoin Moules Moules
Moules 230 570
code des groupes CM M M
durée 15 jours
poids initial des rats 110 g
rations de nourriture 135¢g

contamination des moules par les HAPS (ug/kg matiére séche)

HAPs ' 70 230 570
TEQs ? 6 31 82
HAPs méthylés * 21 38 225
benzothiophénes * - 4 25

Tableau XV : Récapitulatif des conditions d'expositions lors de 1'expérience sur la réversibilité
des dommages a I'ADN suite a I'exposition alimentaire (un repas quotidien de moules sur 12
jours)

' somme des concentrations en naphtaléne, acénaphthyléne, acénaphténe, fluorene, phénanthréne, anthracéne,
fluoranthéne, pyréne, benzo(a)anthracéne, chryséne, benzo(b)fluoranthéne, benzo(k)fluoranthéne,
benzo(a)pyréne, dibenzo(ah)anthracéne, benzo(ghi)péryléne et indéno(1,2,3-cd)pyréne ; * les TEQs (Toxic
equivalent quantities) ont été calculées a partir des TEFs (Toxic equivalent Factors) définis par Nisbet et Lagoy,
1992 ; * somme des méthyl phénanthrénes et des méthyl chrysénes ; * somme des dibenzothiophénes et des
benzo(b)naphtothiophénes ; HAPs : hydrocarbures aromatiques polycycliques
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I11.2. Expositions in vivo au benzo(a)pyrene et au fer ferrique des Unio tumidus

Ces expositions avaient pour objectifs d'étudier les relations entre le dosage des taux
de 8-oxodGuo et les niveaux de dommages a I'ADN mesurés par le test des cométes. Nous
avons choisi d'inclure la mesure des taux de malondialdéhyde, marqueur de la
lipoperoxydation, traduisant une cytotoxicité. Cet aldéhyde est reconnu comme génotoxique
et peut produire des adduits a2 'ADN (Nestmann ef al., 1996). Son dosage a été réalisé par le
Dr Anne-Marie Charissou (2002).

Les travaux de Gargon ef al. (2001) et de Garry ef al. (2003 a et b), qui portaient sur
des expositions intratrachéales de rongeurs a I'hématite et au B(a)P, ont montré des synergies
de toxicité entre les deux composés. Ainsi, les auteurs ont montré des augmentations de
MDA, des dommages a 'ADN mesurés par le test des cometes et de 8-oxodGuo dans les
poumons des animaux. Nous avons souhaité étudier les possibles effets de synergies toxiques

entre le B(a)P et le fer ferrique (chlorure de fer, FeCls) chez un invertébré, Unio tumidus.

Le tableau XVI résume la composition des différents milieux d’intoxication de
l'exposition définitive. Cing bivalves ont été exposés pendant 6 jours, avec un changement de
milieu chaque jour. Le tiers-solvant utilisé pour le B(a)P est le diméthylsulfoxyde (DMSO).
Le milieu d'intoxication correspond a de l'eau reconstituée (700 mL ; pH 7,5) et les
expositions se sont déroulées a 19° C a l'obscurité dans des récipients en PVC de 1,5 mL. La
composition de l'eau reconstituée est présentée en Annexe XI. Les animaux ont été nourris
chaque jour, 1 heure avant le changement de milieu par S mL d'un mélange d'algues (cultures
de Pseudokirchneriella subcapitata, Chlorella vulgaris et Scenedesmus subspicatus (3.107
cellules par mL ; cultures réalisées selon la norme AFNOR T90-304). A la fin de
l'intoxication, les glandes digestives et les branchies ont été disséquées et conservées a -196°
C comme décrit précédemment pour les différents essais. Deux expositions ont été réalisées,

du fait de probleme d'analyse de certains échantillons lors de la premiere expérimentation.
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Témoin

. A . tiers- Fe + Fe,+ 1 2 Fe, + Fe, + Fe, + Fe, +

code des modalités Témoin solvant Fe, DMSO Fe, DMSO B(a)P B(a)P B(a)P ' B(a)P B(a)P B(a)P >
(DMSO)

Concentration finale 0 0 0 0 0 50 100 50 50 100 100
en BaP en png/L
Concentration finale 0 20 20 40 40 0 0 20 40 20 40
en Fe ” en mg/L
Nombre de réplicats 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
Nombre d’individus 243 243 2+3 243 2+3 2+3 2+3 2+3 2+3 2+3 2+3 2+3
Volume final (mL) 700 700 700 700 700 700 700 700 700 700 700 700
Volume (mL) d’eau 700 700 665 665 630 630 700 700 665 630 665 630
reconstituee
Volume (ul) de
DMSO 0 350 0 350 0 350 175 0 175 175 0 0
Volume (uL) de la
solution-mére de BaP 0 0 0 0 0 0 175 350 175 175 350 350
([BaP] = 200 mg/L)
Volume (mL) de
solution de chlorure de 0 0 35 35 70 70 0 0 35 70 35 70

fer ([Fe*'] = 400
mg/L)

Tableau XVI : Composition des différents milieux d’intoxication de l'exposition définitive in vivo au Benzo(a)pyrene et au fer ferrique d'Unio tumidus

DMSO : diméthylsulfoxide ; B(a)P : benzo(a)pyréne ; Fe : fer ferrique Fe ** utilisé sous sous forme de chlorure de fer (FeCls)
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Résultats

La premiére partie de ce travail concernait 1’étude des dommages a I’ADN consécutifs
au transfert des polluants de marée noire —principalement des hydrocarbures aromatiques

polycycliques- des moules aux mammiferes par la voie alimentaire.

Le role des bivalves marins dans le transfert des phycotoxines est reconnu et a été
largement étudié (Krys et Frémy, 2002). Mais, peu de données existent sur le role des
invertébrés dans le transfert de contamination et de toxicité des contaminants et des agents
génotoxiques par exemple, vis a vis des niveaux trophiques supérieurs et des mammiféres.
Des extraits organiques de moules peuvent présenter une toxicité mais ces effets toxiques
n’ont été étudiés jusqu’alors que de maniére indirecte. Ainsi, White et al. (1997) ont montré la
génotoxicité d’extraits organiques de tissus de Mya arenaria et de Mytilus edulis, originaires
du fjord du Saguenay (Canada) au moyen du SOS-chromotest. Des activités mutagénes
d’extraits de mollusques (moules et patelles) avaient déja été mises en évidence en 1984 par
Kadhim et Parry, a 1’aide de tests bactériens, non seulement dans les jours suivants un
incident de pollution pétroliere mais toujours 12 mois apres la contamination de
l'environnement. Le probléme du transfert des polluants depuis les bivalves avait ét€ envisagé
dés 1975 par Earampamoorthy et Koff qui soulignaient l'absence de connaissances
scientifiques sur les risques sanitaires résultant des contaminations des moules par les
pollutions industrielles, agricoles et pétroliéres. Depuis, a notre connaissance, aucun travail

expérimental ne s’est intéressé a ce probleme.

Cette premiére partie visait a approcher le risque génotoxique 1ié a I’ingestion répétée
de nourriture contaminée. Les résultats présentés correspondent a trois expérimentations. Les
moules provenaient de sites plus ou moins impactés par la marée noire de 1’Erika en
décembre 1999. Des moules, en provenance de sites supposés non contaminés, ont €té
utilisées comme témoins additionnels. La génotoxicité a été étudiée au moyen du test des
cométes dans les hépatocytes, les cellules de moelle osseuse et les cellules nucléées du sang
périphérique.

La premiére étude concernait deux lots de moules contaminées (autour de 100 et de
500 pg/kg, somme des 16 HAPs dans la matiére séche), un lot témoin constitué¢ de moules en
provenance d'un site non impacté par la marée noire (La Moucliére, France) et un lot
constitué par des croquettes pour animaux de laboratoire (nourriture standard, UAR, Epinay-

sur-Orge, France). Les repas de moules s’effectuaient tous les deux jours.

62



Résultats

Dans la seconde étude, trois niveaux de contamination de la nourriture ont été étudiés,
avec des apports quotidiens de moules : 310, 570 et 870 pg/kg (somme des 16 HAPs dans la
matiére séche). Un lot témoin constitué de moules en provenance d'un site non impacté par la
marée noire (Les Saumonards, France) et un lot constitué par les croquettes UAR ont été
étudiés simultanément.

Le demier volet concernait I'étude de la réversibilité des effets observés dans les
précédentes expérimentations. Elle a mis en ceuvre des expositions alimentaires avec 2 lots de
moules provenant de zones impactées (230 et 570 pg/kg, somme des 16 HAPs dans la
matiére séche) et un lot correspondant & des moules non contaminées par la marée noire (Les
Saumonards, France). Deux types de nourriture dans cette étude correspondaient a des lots
précédemment étudiés (les moules témoins et les moules contaminées par 570 pg/kg, somme
des 16 HAPs dans la matiére séche). L’évolution - réversibilit¢ ou persistance - des
dommages 3 I’ADN a été suivie sur deux semaines suite a une exposition alimentaire de
quinze jours. Les différents lots de nourriture utilisés dans les trois études présentees, sont

rapportées dans le tableau XVIL.

Moules contaminées
Moules Témoins (niveaux de contamination en ug/kg

Fréquence Croquettes HAPs m.s.)

des apports UAR

La Les
Moucliere Saumonards

85 230 310 480 570 870

Premiére étude un jour

(Article 1) sur deux X X X X

Seconde étude -

(Article 2) quotidienne X X X X X
Troisiéme étude

(Article 3, quotidienne X X X X

Réversibilité)

Tableau XVII : Récapitulatif des différents lots de nourriture utilisés dans les expositions

alimentaires de rats avec des bivalves contaminés par les polluants de marée noire

Les niveaux de contaminations sont donnés en ug de HAPs (somme des 16 de 'US-EPA) par kg de maticre

séche (moules).
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Premiére étude (ARTICLE 1)

Génotoxicité consécutive au transfert des polluants de marée noire des

moules aux mammiferes par 'alimentation

(Genotoxicity related to oil spill pollutant transfer from mussels to mammals via the food)

Suite a la marée noire de I'Erika sur les cotes atlantiques frangaises, des fiouls lourds
contenant une proportion élevée d'hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) ont ét¢
relargués dans le milieu marin. Comme ces polluants sont susceptibles d'étre bioaccumulés
par les invertébrés, leur transfert dans la chaine alimentaire est préoccupant. Cette étude visait
a évaluer les effets génotoxiques éventuels, chez des rats nourris avec des moules marines
(Mytilus edulis) contaminées lors du naufrage. Deux niveaux de contamination des moules
par les HAPs ont été étudiés : autour de 100 et de 500 pg/kg de HAPs (somme des 16 HAPs
de 'US-EPA dans la matiére séche). Des lots de 6 rats ont regu comme nourriture des moules
témoins ou les moules contaminées, durant 12 et 24 jours a raison d’un repas de bivalves tous
les deux jours. Trois jours aprés le dernier repas de moules, les animaux ont été sacrifiés.
Entre chaque repas de moules et durant la période des trois jours a la fin de I’exposition, les
animaux ont recu une nourriture standard (croquettes UAR, Epinay-sur-Orge), identique a
celle utilisée pour les témoins. L'analyse chimique de la nourriture a été réalisée en parall¢le
aux essais biologiques. Les dommages a 'ADN ont été étudiés par le test des cometes, dans
les hépatocytes, les cellules de moelle osseuse et les cellules nucléées du sang périphérique.
Les micronoyaux ont été recherchés au niveau de la moelle osseuse dans les cellules

polychromatiques érythrocytaires et au niveau des leucocytes circulants.

Les résultats des analyses physico-chimiques montrent des profils de contamination
différents dans les moules échantillonnées sur les sites impactés par la marée noire,
comparativement aux moules témoins. Ces derniéres présentent des concentrations tissulaires
en HAPs (133 pg/kg dans la matiére séche) correspondantes au niveau de contamination
chronique des bivalves sur les cotes frangaises (RNO, 2002). Ce niveau est supérieur au
premier niveau de contamination de la nourriture étudié¢ (85 pg/kg, somme des 16 HAPs dans

la matiére seche).
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Des dommages 4 'ADN ont été observés dans le foie des rats recevant les moules les
plus contaminées (480 pg/kg de HAPs dans la matiére séche (m.s.)). Dans la moelle osseuse,
des dommages a I'ADN ont également été observés, mais a un degré plus faible et une légere
augmentation de la fréquence des micronoyaux a été enregistrée. Aucune augmentation en
terme de niveaux de dommages 4 I'ADN n'est observée entre les deux durées d'exposition
dans ces deux tissus, alors que l'apport de nourriture contaminée était doublé sur la période
d'un mois. Au niveau des cellules nucléées du sang périphérique, aucune différence n'est
jamais observée entre les différents individus pour les deux paramétres de génotoxicité,
comparativement au rats témoins qui ont regu une nourriture standard non contaminge. Chez

ces témoins, aucun effet génotoxique n'est jamais enregistré.

Cette étude montre l'apparition de dommages a I'ADN, principalement dans le
foie, chez des rats nourris par des moules fortement contaminées suite 2 une marée
noire. Ce travail souligne la biodisponibilité des polluants de marée noire dans les
moules pour les consommateurs et l'utilité du test des cométes, en tant qu'outil de
surveillance de la réponse biologique consécutive au transfert alimentaire des HAPs. La
présence de congénéres substitués des HAPs, comme les méthyl chrysénes et de dérivés
comme les benzothiophénes, A des niveaux élevés, en plus des HAPs non substitués dans
les fiouls lourds libérés et les bivalves, pose la question de leur implication dans les effets
génotoxiques observés. Des compléments d'études sont nécessaires pour définir les
niveaux de contamination sans effet pour les mammiféres et I'étude de la réversibilité ou
la persistance des effets génotoxiques observés, aprés les expositions apparait

indispensable.
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Abstract : Heavy fuel oils containing high levels of polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAHs) were released in the marine environment after the Erika oil spill on the Atlantic coast.
As highly condensed PAH pollutants could bioaccumulate in invertebrates, their transfer
through the food chain to vertebrates was of concern. This study aimed at estimating potential
genotoxic effects in rats fed during 2 and 4 weeks with the marine mussels, Mytilus edulis,
contaminated by oil pollutants. Two levels of PAH contamination were studied, around 100
and 500 pg total PAHs /kg dry weight (d.w.) in mussels. Genotoxic damage were investigated
in rats by means of the single-cell gel electrophoresis (Comet) and micronucleus assays
carried out in liver, bone marrow and peripheral blood.

DNA damage was observed in the liver of rats fed with the most contaminated mussels (500
ug PAHs /kg d.w.). In the bone marrow, DNA damage were observed too, but at a lower
intensity than in the liver and a small increase in micronuclei frequencies was registered.

This work underlined the bioavailability of pollutants in fuel-oil contaminated mussels to
consumers and the usefulness of the comet assay as a sensitive tool in biomonitoring to
analyze responses to food PAH transfer. The occurrence of substituted PAHs and related
compounds such as benzothiophenes in addition to non-substituted PAHs in fuel-oils and

mussels raised the question of their implication in the genotoxic effects registered in rats.

Keywords : Polycyclic aromatic hydrocarbons, Erika wreck, Comet assay, micronuclei, DNA

damage.

2 ARTICLE ACCEPTE dans ENVIRONMENTAL TOXICOLOGY (WILEY)
Parution dans le volume 19 issue 4 (Juillet 2004)

66



Résultats

INTRODUCTION

The massive contamination of marine invertebrates after the wreck of the Erika in December
1999 along the French Atlantic coast raised the question of the transfer of fuel oil
contaminants via the food and their subsequent toxicity to consumers. Indeed, the release of
heavy fuel oils containing polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) of high molecular
weight in the marine environment was of great concern. These pollutants, especially the
congeners with five and six aromatic rings, are known for their mutagenic and/or carcinogenic
properties (IARC, 1973, 1987). Therefore long-term effects could be suspected due to their
transfer through the food chain up to mammals and/or humans (Nunn et al., 1996). Seafood,
especially invertebrates, could be a vector of contamination for consumers. Bivalves
bioaccumulate xenobiotics, particularly PAHs (Scarpato et al,, 1990; Meador et al., 1995;
Solé et al., 1996; Law et al., 2002), which are metabolized and eliminated more slowly than
in fishes (Stegeman and Lech, 1991). Whereas diolepoxides are formed in mammals, PAH
metabolism in marine invertebrates, such as Mytilus edulis, has been described to follow the
quinone pathway (Mitchelmore et al., 1998). These metabolites are genotoxic in mammals
and mussels (Jagetia and Aruna, 1997; Mitchelmore ef al., 1998).

It appeared that few data are available on the role of invertebrates in the transfer of PAHs
towards higher trophic levels and mammals. The few studies related to secondary poisoning
were mostly retrospective, and consisted in the comparison of food contamination levels and
threshold limit values established for consumers or predators (Eason et al., 1994; Gooneratne
et al., 1995; Loonen et al., 1996, Spurgeon and Hopkin, 1996; Nendza et al., 1997; Eason,
2002, Parzefall, 2002).

The aim of the present study was to estimate the potential genotoxicity for mammals due to
ingestion of fuel oil contaminated mussels. After the Erika wreck, mussels (Mytilus sp.) were
collected from sites of the Atlantic coast more or less impacted by the oil slick. Rats fed with
these mussels during 2 and 4 weeks were investigated for genotoxic damage. Batches of
mussels with different levels of PAH contamination were constituted in order to study dose-
effects relationships in rodents receiving the contaminated seafood. Genotoxic injuries were
measured in rats by means of the single-cell gel electrophoresis (Comet) assay carried out in
cells from the liver, the bone marrow and whole blood. In addition, the micronucleus assay

was performed on blood and bone marrow samples.
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The Comet assay is a microelectrophoretic technique of isolated nuclei in agarose gel, first
described by Singh ef al., (1988). The DNA damage studied by this technique expresses not
only direct single and double strand breaks but also alkali-labile sites and secondary damage
consecutive to repair enzyme activity (Speit and Hartmann, 1995; Mitchelmore and Chipman,
1998). This assay is now commonly used in genetic toxicology on rats and mice. It is quite
appropriate to study the differences in the tissue sensitivities of rodents exposed to genotoxic
agents (Sasaki et al., 1997a,b; Sasaki ef al., 2002; Sekihashi et al., 2002; Tsuda et al., 2000).
The Comet assay had been used in parallel to the micronucleus test to study the consequences

of unrepaired DNA breaks in dividing cells (da Silva et al., 2002; Miiller et al., 2002).

MATERIAL AND METHODS

Chemicals

N-laurylsarcosinate and Triton X100 were purchased from Sigma (Saint Quentin Fallavier,

France). All other reagents were of analytical or molecular biology grade.

Preparation of mussels

Mussels were obtained from the IFREMER (Institut Frangais de Recherche pour
’exploitation de la Mer) Centre in Nantes. They were collected in contaminated areas after
the wreck of Erika and kept at —20°C. Two batches of mussels were constituted in order to
study the effects of two levels of PAH contamination, around 100 and 500 ug total PAHs /kg
dry weight in mussels, considering the 16 PAHs congeners listed by US-EPA (Environmental
Protection Agency) for environmental biomonitoring.

For the preparation of food rations, frozen mussels were opened, soft tissues were mixed,

homogenized in a grinder and conditioned in pools of 12 to 15 g (each constituting one meal).

PAH analyses in mussels

The 16 PAH congeners listed as priority pollutants by the US- EPA for environmental
biomonitoring (OFR, 1982) were analyzed in mussels.
The quantification of PAHs was performed as follows. Samples were dried at 40°C until

constant mass. Extraction of PAHs was conducted by ASE extractor (Accelerated Solvent
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Extractor 200, from DIONEX, Sunnyvale, USA), allowing a solid/liquid extraction at 100°C
and under a pressure of 136 bars, with dichloromethane and hexane as extraction solvents
(ratio 50:50; v:v). After solvent evaporation in a nitrogen atmosphere, extracts were dissolved
in acetonitrile. PAHs were separated and detected by reversed high performance liquid
chromatography (HPLC), coupled with a spectrofluorimeter and a UV diode array detector.
Concentrations were expressed by the mean values and standard deviation of independent
measurements. Total PAH concentrations corresponded to the sum of the concentrations of
the 16 analyzed PAHs. TEQs (Toxic Equivalent Quantities) to benzo(a)pyrene (B(a)P) were
calculated using the TEFs (Toxic Equivalent Factors) as defined by Nisbet and Lagoy (1992).
In addition, the identification of the methylated and related PAHs was performed by gas-
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS) after lyophylisation of samples and
extraction under warmth and pressure. Quantification limits (Q.L.) were 1 pg/kg d.w. for non-
substituted PAHs excepted acenaphtylene (10 pg/kg d.w.), and dibenz(a,h)anthracene,
benzo(g,h,i)perylene, indeno(1-2-3-cd)pyrene (5 pg/kg d.w.). Q.L. were 1 ug/kg d.w. for
dibenzothiophenes, methyl phenantrenes and methyl chrysene, and 2 ug/kg d.w. for

benzonaphtothiophenes.

Animal treatment

Wistar rats weighting 120 g were supplied by IFFACREDO (L'Arbresle, France). They had
been acclimatized for one week before treatment. Four lots of twelve rats were randomly
constituted. One lot of control rats (St) received only standard food (croquettes from UAR,
Epinay-sur-Orge, France). The three other lots were fed with mussels (contaminated or not)
every two days and were fed with standard food otherwise. One of the three lots received
mussels (M) which were supposed not to be contaminated by PAHSs, sampled in the
IFREMER station of La Moucliere (France), away from contaminated areas. The other two
lots were fed with mussels containing about 100 pg total PAHs/kg dry weight (d.w.) mussels
(M") or 500 ug total PAHs/kg d. w. (M™™). Six animals of each lot of rats were sacrificed
after 15 days and the six other rats after 30 days. Animals were killed 48 h after their last meal
of mussels. All collected tissues (liver, peripheral blood) were kept at —196°C in liquid
nitrogen except for intact femurs which were kept at —20°C before bone marrow extraction.
Cellular suspensions of bone marrow were prepared after the sacrifice of the animals by
scraping and washing the inside of the femur with phosphate-buffered saline solution (Ca™

and Mg"™ free, pH 7.4) (PBS), complemented with 10 % dimethylsulfoxide (DMSO) as a
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cryoprotector. For this tissue, suspensions were kept at - 196°C after progressive freezing (4

hours at —20°C; one night at —80°C and —196°C in liquid nitrogen).

Alkaline single cell gel electrophoresis (Comet) assay

DNA damage were quantified by means of the Comet assay as described by Singh et al.
(1988) with minor modifications. Assays were performed under inactinic light at 4°C.
Cellular suspensions from the liver were obtained by mechanical shaking of 150 mg tissue in
10 mL PBS with 10 % DMSO added as antioxidant before treatment. Differential
centrifugation was used to isolate cells from other scraps. Suspensions of bone marrow cells,
kept in liquid nitrogen, were thawed just before the assay. Circulating blood was diluted with
physiological saline with 2 % DMSO added in order to limit platelet aggregation (Currie et
al., 1998) and the cell suspension was enriched by a single centrifugation.

Slides were prepared in triplicate for each sample. 300 pL of cell suspension were added to
300 uL of 1 % low-melting point (LMP) agarose. 75 pL were transferred onto slides, covered
with a coverslip and left on ice 10 min to allow agarose to solidify. The coverslip was gently
removed and a second layer (75 pL of 0.5 % LMP agarose) was spread, covered and left on
ice for 10 min. After the removal of the coverslips, the slides were immersed in freshly
prepared cold lysing solution (2.5 M NaCl, 100 mM Na,EDTA, 10 mM Tris — pH 10 -1 %
N-laurylsarcosinate, 1 % Triton X100 and 10 % DMSO) for 2 h in order to isolate the nuclet
and eliminate the cytoplasm and membranes. Thereafter, slides were placed in an
electrophoresis box, covered with electrophoresis buffer (300 mM NaOH, 1 mM Na,EDTA)
to allow DNA unwinding for 24 min, and then electrophoresed (300 mA, 21 min, 20 V).
Slides were washed twice for 10 min in neutralizing buffer (0.4 M Tris, pH 7.5) before
dehydration in a batch of absolute ethanol for 10 min. Nuclear DNA was stained with 25 uL
ethidium bromide (20 pg/mL) and observed under a UV light using an epifluorescence
microscope (BX60 Olympus) equipped with a dichroic filter and connected to an image
analysis system (Komet 3:1 Kinetic Imaging Ltd). Twenty-five cells were analyzed per slide,
with 3 slides per animal, so that 450 cells were observed for each modality studied (25x 3 x 6
animals). Cells were scored randomly on the central part of the gel. The percentage of DNA
in the tail was chosen to express DNA damage because of the small interexperimental and
interelectophoresis variation registered using this parameter (De Boeck et al., 2000).

Mean values and interindividual variability were calculated. Arbitrary classes of DNA

damage were defined to present the distribution of cells according to the percentage of DNA
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in the tail : 0-20 %, 20-40 %, 40-60 %, 60-80 % and >80 %. As Comet data were not
normally distributed, non-parametric statistical tests were used. The Kruskal-Wallis and the
median tests, applied on raw data, were used to compare the different modalities. Data
distributions were analyzed by means of the Chi-square test. Differences in cells of treated

rats as compared to controls (St) were considered as significant when p < 0.01.

Micronuclei assays

Micronuclei (MN) were analyzed in bone marrow and nucleated blood cells. Slides of bone
marrow suspensions were prepared according to the May-Griinwald-Giemsa technique.
Briefly, smears were fixed in methanol for 12 min after spreading. Then, they were stained in
May-Griinwald (stock solution: water pH 7; 1:1; v:v) for 5 min, followed by 15 min in 10 %
Giemsa (stock solution diluted with Sorenson buffer) and washed in water (pH 7) for 6 min.
Slides of blood were prepared with 500 pL samples mixed with 250 pL of Carnoy fixing
reagent. Slides were stained in Giemsa for 3 min and then, rinsed in water (pH 7).
Micronuclei were scored blindly under a 1000X magnification with two and four slides per
animal, for bone marrow and circulating blood, respectively. For each individual and each
tissue, 2000 cells were counted. Only intact cells with well-preserved cytoplasm were scored.
Micronucleated cells were taken into account when the following criteria were fulfilled : MN
not touching the main nucleus, similar staining to the nucleus, and a diameter smaller than
one-third of the nucleus (Countryman and Heddle, 1976). A comparison of means of

micronucleated cells for each treatment was carried out using Mann-Whitney U-test.

RESULTS

PAHs analyses of mussels

Standard food (St) was exempt from PAH contamination. Surprisingly, mussels sampled in a
non-impacted area (M") were not devoid of PAH contamination in the station of “La
Moucliére”. Their tissue content of the 16 PAHs was 1.5 fold higher than in mussels (M)
sampled in an impacted site. The PAH contamination profiles of mussels were different in the
impacted areas and the non-impacted areas (table 1). Benzo(b)fluoranthene and
benzo(a)pyrene were present in the station of La Moucliére, while substituted and related

+++

PAHs were negligible compared to the heavily impacted area (M™ ). In the impacted sites,
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the total of 16 PAHs was 5 fold in mussels (M""") (480 pg/kg d.w.) than in mussels (M") (85
ng/kg d.w.). Methylated PAHs and benzothiophenes were present at very high concentrations
in mussels (M™), four times higher than the non-substituted PAHs. Therefore, TEQs based
only on the 16 non-substituted PAHs were not sufficient to reflect PAH contamination in

mussels after the Erika oil-spill.

DNA damage (Comet assay)

In hepatocytes, a higher level of DNA damage (p < 0.01) was observed in rats fed with the

most contaminated food (M

) compared to control rats (St) (figure 1). The percentage of
DNA in the tail of these cell populations averaged 17.3 £ 3.6 % and 14.5 £ 1.3 % after 15 and
30 days respectively (table 2). The intensity of the damage did not differ between animals
which had been fed 6 mussel meals, and animals which had been fed 12 mussel meals.

No significant difference was found in hepatocytes of rats fed with standard food (St), (M)
and (M") mussels. Basal level of DNA damage in controls was low with mean values of 4.7 +
1.6 % and 3.8 £ 1.1 % DNA in the tail after 15 and 30 days, respectively. Damage levels
ranged between 5.8-7.2 % in rats fed with mussels (M") and (M"). In these three groups of

animals, the majority of cells (between 93 and 96 %) presented little or no damage with less

than 20 % of total DNA in the tail (figure 1).

In bone marrow cells, the basal level of damage in controls averaged 8 %. The level of DNA
damage was globally higher in rats fed with mussels than in rats fed with standard food
(figure 2). A significant increase of damage was observed in rats fed with mussels (M™)
after 15 days (p < 0.01), with an average value of 12.5 £ 5.3 % DNA in the tail compared to
control rats (8.1 £ 1.5 %). The percentage of cell populations with a level of damage in the
range 40 %- 60 % was higher in rats (M""") than in the other groups (table 2). After 30 days,
the level of damage was of the same order of magnitude than after 15 days of experiment.
Once again, rats fed with mussels (M""") presented the highest percentage of cells with 40 %-

60 % damage compared to controls and to rats fed with (M") and (M") mussels (figure 2).

In blood cells, no difference was observed between the animal groups, whatever the type of

food — standard or mussels-, and the number of mussel meals given (figure 3). Baseline level
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was 7.7 £ 1.4 % and 8.8 + 2.4 % in control rats after 15 and 30 days of experiments,

respectively (table 2), and of the same order of magnitude than in the bone marrow.
Micronuclei

A slight increase in the number of micronucleated cells was observed in the bone marrow of
rats fed with mussels (M) after 15 days (p < 0.01), but no significant increase was found
after 30 days (figure 4a). The frequency of micronucleated cells was 2.2 + 0.8 %0 after 6
meals and 2 + 0.3 %0 after 12 meals delivered during 15 and 30 days respectively. Basal
frequencies in the bone marrow were 0.7 = 0.6 0/000 after 15 days and 1.1 £ 0.5 %000 after 30
days.

In circulating blood, micronucleated cell frequencies were equivalent in each animal group

(figure 4b). No incidence due to contaminated food ingestion was observed. Globally, the

mean frequency of micronucleated cells was 1.2 £ 0.6 % 000-
DISCUSSION

This study demonstrated the occurrence of genotoxic damage due to the consumption of the
Erika’s pollutant-contaminated mussels. DNA injury was observed mainly in rats fed with the
most contaminated bivalves which contained non-substituted PAHs in addition to methylated
PAHs and benzothiophenes. Genomic damage was registered in the liver and to a lesser
extent in the bone marrow of these animals, but not in circulating blood cells. The
examination of micronuclei confirmed the results of the Comet assay in the bone marrow at
15 days. It would have been interesting to analyze micronuclei in the liver as well, but this
could not be done for practical reasons and tissue preparation. Vodicka et al., (2001) also
observed a strong correlation between the DNA damage measured by the comet assay and
micronuclei in the bone marrow of rats exposed to styrene atmospheres (750 and 1500 mg/m3

during 1 to 21 days).

In the present study, the DNA damage remained moderate, with an average level of DNA in
the tail not exceeding 20-40 %. The percentage of DNA altered cells was higher in the
hepatocyte population than in bone marrow cells. The greater sensitivity of the liver compared

to tissues such as the bone marrow, stomach or colon, was also registered in mice and rats
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exposed to genotoxic compounds such as methylmethane sulfonate (MMS), aflatoxin B1, or
azobenzene (Sekihashi ef al., 2002) and in mice exposed to azo-compounds (Tsuda et al.,
2000). The absence of genomic alterations in blood cells could be explained by the fact that
the spleen of rats, by contrast to the spleen of mice, may eliminate micronucleated cells
(Wakata et al., 1998).

The responses registered after 15 and 30 days of experiment were similar, despite the fact that
rats received twice the amount of contaminated food after 30 days. Moreover, a tendency to a
decrease of genotoxic effects at 30 days, although not significant, was noted in the liver. It

seems that a balance between DNA damage and repair had settled.

Our experimental design, characterized by a regular consumption of contaminated food, was
close to the one followed by Fouchecourt et al.,, (1999), in case of rat exposure to PAHs-
contaminated litters (between 100 and 700 mg PAHs per kg of soil d.w.). The authors found
DNA adducts in the lungs and the liver of the animals in contact with PAH contaminated
soils. Further comparisons with our results are difficult, because the composition of the PAH

fraction differed from the present study.

Even if the profiles of contamination of mussels sampled in a non-impacted area (M") and
mussels (M") were different, the effects observed in rat tissues were equivalent. Chemical
analyses revealed a level of 133 ug total PAHs /kg d.w in these mussels (M") which were
supposed to be exempt of PAH contamination. In fact, this PAHs level is close to the range
100-125 pg/kg d.w. which appeared to be the chronic contamination threshold of seafood
along the French coasts (RNO, 2002). This contamination threshold is not negligible, as

demonstrated by the genotoxic effects registered here in mammals.

Although the DNA damage measured in mammals can be attributed to the non-substituted
PAHs known for their genotoxicity, other compounds can be involved. Other PAH
derivatives, such as methyl chrysene and thiophenes found in mussels, could contribute to the
observed damage. PAHs represented 3.3 % (in weight) of the Erika fuel oil, while the fraction
of the 16 PAHs classically analyzed corresponded to 0.3 %. Furthermore, approximately 190
PAH relatives were identified in the fuel oil (Tronczynsci et al., 2002). Consequently, TEQs
based on the 16 US-EPA PAHs are not sufficient to reflect food contamination and, at least,
should include related and substituted PAHs. Unfortunately, TEFs had not yet been

established for these categories of compounds.
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Recently, Binet ez al., (2002) who reviewed bitumen fumes, insisted on the necessity to take
thiophenes into account in chemical analyses because of their suspected carcinogenic
potential. The thiophene compounds present in our samples possess mutagen properties
similar to benzo(a)pyrene (Sinsheimer, 1992). Histological abnormalities (peribiliary fibrosis
and hyperplasia), were observed in rats receiving a diet contaminated with benzothiophene in
the range 0.5 - 500 ppm during thirteen weeks (Poon et al., 1998).

Methylated PAHs, with a total reaching 1900 pg/kg d.w. in mussels sampled in the most

contaminated areas (M"

), should be considered for their genotoxic effects. Borosky (1999)
underlined that a methyl substitution could lead to an increase in carcinogenicity.
Methylchrysene found in mussels could also explain in part the genotoxicity registered in rats.
In addition, it would be worth to take into consideration not only the parent PAHs, but also
their metabolites generated in bivalves. For instance, quinones - the major metabolites of
PAHs in mussels - should be considered (Mitchelmore et al., 1998).

After the wreck of the Erika, a guide-value for PAHs in marine products contaminated by the
oil spill had been established by AFSSA (2000). A total of 500 ug PAHs/kg d.w. was a
threshold above which the selling of seafood to consumers was forbidden. From the present
results, it cannot be said that this threshold is relevant. First, because only the 16 PAHs
selected in biomonitoring by US-EPA were taken into account in the recommended level : it
is clear that other genotoxic derivatives should be measured. Secondly, the genotoxicity was
registered in rat tissues at this level of mussel contamination. Thirdly, as DNA damage was
liable to be repaired, a survey of the kinetics of repair over time is necessary to analyze the
toxic risks to consumers. Further experiments are necessary to answer that question. We have
undertaken the study of DNA recovery in rats after mussel ingestion, and this work is in

progress.

CONCLUSION

The present study showed that genotoxic damage was found in rats fed with heavily
contaminated mussels, and mainly in the liver. Although it can be postulated that non-
substituted PAHs are involved in DNA damage, other pollutants such as methyl chrysene and
thiophenes found in mussels at high concentrations could contribute to the genotoxicity
observed in rats. Our experimental design was based on a regular consumption of
contaminated food during 15 and 30 days. No increase in DNA damage was registered when

the number of meals was doubled over the 30-day period.
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DNA damage measured by means of the Comet assay appeared a sensitive criteria for
assessing bioavailability and genotoxicity of food pollutants in consumers. Absence of risks
inherent to the consumption of contaminated seafood could not be asserted through this
experiment. Complementary studies are being conducted to define thresholds of mussel
contamination which could be safe for mammals and to study reversibility or persistence of

genotoxic effects after the contaminated food ingestion.

Acknowledgements : This research was supported by the French Ministry of Ecology and Sustainable

Development. We thank IFREMER teams for their collaboration in providing us with contaminated mussels and
especially Dr Héléne Jeanneret for her efficient scientific contribution. The authors acknowledge Dr Laurence

Flucha for her help in correcting the English form of the paper.

REFERENCES

Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA). 5 février 2000. Avis du groupe d’experts réunis
par I’Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments sur les critéres de toxicité alimentaire présentés par la
pollution engendrée par le naufrage de I'ERIKA. Maison-Alfort, France. 7 p.

Binet S, Pfohl-Leszkowicz A, Brandt H, Lafontaine M, Castegnaro M. 2002. Bitumen fumes: review of work on
the potential risk to workers and the present knowledge on its origin. Sci Total Environ 300(1-3):37-49.

Borosky GL. 1999. Theoretical study related to the carcinogenic activity of polycyclic aromatic hydrocarbon
derivatives. J Org Chem 64:7738-7744

Countryman PI, Heddle JA. 1976. The production of micronuclei from chromosome aberrations in irradiated
cultures of human lymphocytes. Mutat Res 41(2-3):321-331.

Currie LM, Livesey SA, Harper JR, Connor J. 1998. Cryopreservation of single-donor platelets with a reduced
dimethyl sulfoxide concentration by the addition of second-messenger effectors: enhanced retention of in vitro
functional activity. Transfusion 38(2):160-167.

De Boeck M, Touil N, De Visscher G, Aka Vande P, Kirsch-Volders M. 2000. Validation and implementation of
an internal standard in comet assay analysis. Mutat Res 469(2):181-197.

Eason C. 2002. Sodium monofluoroacetate (1080) risk assessment and risk communication. Toxicology 181-
182:523-530.

Eason CT, Gooneratne R, Fitzgerald H, Wright G, Frampton C. 1994. Persistence of sodium monofluoroacetate
in livestock animals and risk to humans. Hum Exp Toxicol 13(2):119-122.

Fouchécourt MO, Arnold M, Bemmy P, Videmann B, Rether B, Rivi¢re JL. 1999. Assessment of the
bioavailability of PAHs in rats exposed to a polluted soil by natural routes: induction of EROD activity and
DNA adducts and PAH burden in both liver and lung. Environ Res 80(4):330-339.

Gooneratne SR, Eason CT, Dickson CJ, Fitzgerald H, Wright G. 1995. Persistence of sodium monofluoroacetate
in rabbits and risk to non-target species. Hum Exp Toxicol 14(2):212-216.

International Agency for Research on Cancer (IARC). 1973. Monogaph on the evaluation of carcinogenic risks

of chemicals to humans. Overall evaluations of carcinogenicity : Certain polycyclic aromatic hydrocarbons and
heterocyclic compounds. 3:127 p. Lyon, France.

76



Résultats

International Agency for Research on Cancer (IARC). 1987. Monogaph on the evaluation of carcinogenic risks
of chemicals to humans. Overall evaluations of carcinogenicity : An updating of IARC Monographs volumes 1
to 42. 440 p. Lyon, France.

Jagetia GC, Aruna R. 1997. Hydroquinone increases the frequency of micronuclei in a dose-dependent manner
in mouse bone marrow. Toxicol Lett 93(2-3):205-213.

Law RJ, Kelly CA, Baker KL, Langford KH, Bartlett T. 2002. Polycyclic aromatic hydrocarbons in sediments,
mussels and crustacea around a former gasworks site in Shoreham-by-Sea, UK. Mar Pollut Bull 44(9):903-911.

Loonen H, van de Guchte C, Parsons JR, de Voogt P, Govers HAJ. 1996. Ecological hazard assessment of
dioxins: hazards to organisms at different levels of aquatic food webs (fish-eating birds and mammals, fish and
invertebrates). Sci Total Environ 182(1-3):93-103.

Meador JP, Stein JE, Reichert WL, Varanasi U. 1995. Bioaccumulation of polycyclic aromatic hydrocarbons by
marine organisms. Rev Environ Contam Toxicol 143:79-165.

Mitchelmore CL, Birmelin C, Chipman JK, Livingstone DR. 1998. Evidence for cytochrome P-450 catalysis and
free radical involvement in the production of DNA strand breaks by benzo[a]pyrene and nitroaromatics in
mussel (Mytilus edulis L) digestive gland cell. Aquat Toxicol 41(3):193-212.

Mitchelmore CL, Chipman JK. 1998. DNA strand breakage in aquatic organisms and the potential value of the
comet assay in environmental monitoring. Mutat Res 399(2):135-147.

Miiller P, Stock T, Bauer S, Wolff I. 2002. Genotoxicological characterisation of complex mixtures: Genotoxic
effects of a complex mixture of perhalogenated hydrocarbons. Mutat Res 515(1-2):99-109.

Nendza M, Herbst T, Kussatz C, Gies A. 1997. Potential for Secondary Poisoning and Biomagnification in
Marine Organisms. Chemosphere 35(9):1875-1885.

Nisbet IC, LaGoy PK. 1992. Toxic equivalency factors (TEFs) for polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs).
Regul Toxicol Pharmacol 16(3):290-300.

Nunn JW, Livingstone DR, Chipman JK. 1996. Effect of genetic toxicants in aquatic organisms. In: Taylor EW,
editor. Toxicology and Aquatic Pollution : Physiological Molecular and Cellular Approaches. Cambridge Univ
Press, Cambridge. pp 225-251.

Office of the Federal Register (OFR). 1982. Appendix A: Priority Pollutants. Fed Reg 47:52309.

Parzefall W. 2002. Risk assessment of dioxin contamination in human food. Food Chem Toxicol 40(8):1185-
1189.

Poon R, Davis H, Park G, Lecavalier P, Yagminas A, Elwin J, Chu I, Valli VE. 1998. Subchronic toxicity of
Benzothiophene on rats following dietary exposure. J Toxicol Environ Health A 55(2):133-150.

Réseau National d'Observation de la qualité du milieu marin (RNO). 2002. Surveillance du milieu marin, travaux
du RNO. IFREMER, Ministére de 1’Ecologie et du Développement Durable, France. 48p.

Sasaki YF, Izumiyama F, Nishidate E, Ohta T, Ono T, Matsusaka N, Tsuda S. 1997(a). Simple detection of in
vivo genotoxicity of pyrimethamine in rodents by the modified alkaline single-cell gel electrophoresis assay.
Mutat Res 392(3):251-259.

Sasaki YF, Kawaguchi S, Kamaya A, Ohshita M, Kabasawa K, Iwama K, Taniguchi K, Tsuda S. 2002. The
comet assay with 8 mouse organs: results with 39 currently used food additives. Mutat Res 519(1-2):103-119.

Sasaki YF, Tsuda S, Izumiyama F, Nishidate E. 1997(b). Detection of chemically induced DNA lesions in

multiple mouse organs (liver, lung, spleen, kidney and bone marrow) using the alkaline single cell gel
electrophoresis (Comet) assay. Mutat Res 388(1):33-44.

77



Résultats

Scarpato R, Migliore L, Alfinito-Cogneti G, Barale R. 1990. Induction of micronuclei in gill tissue of Mytilus
galloprovincialis exposed to polluted marine waters. Mar Poll Bull 21(2):74-80.

Sekihashi K, Yamamoto A, Matsumura Y, Ueno S, Watanabe-Akanuma M, Kassie F, Knasmiiller S, Tsuda S,
Sasaki YF. 2002. Comparative investigation of multiple organs of mice and rats in the comet assay. Mutat Res
517(1-2):53-75.

da Silva J, Herrmann SM, Heuser V, Peres W, Possa Marroni N, Gonzalez-Gallego J, Erdtmann B; 2002.
Evaluation of the genotoxic effect of rutin and quercetin by comet assay and micronucleus test. Food Chem
Toxicol 40(7):941-947.

Singh NP, McCoy MT, Tice RR, Schneider EL. 1988. A simple technique for quantitation of low levels of DNA
damage in individual cells. Exp Cell Res 175(1):184-191.

Sinsheimer JE, Hooberman BH, Das SK, Savla PM, Ashe AJ. 1992. Genotoxicity of chryseno[4,5-bcd]thiophene
and its sulfone derivative. Environ Mol Mutagen 19(3):259-264.

Solé M, Porte C, Biosca X, Mitchelmore CL, Chipman JK, Livingstone DR, Albaigés J. 1996. Effects of the
“Aegean Sea” oil spill on biotransformation enzymes, oxidative stress and DNA-adducts in digestive gland of
the mussel (Mytilus edulis L. ). Comp Biochem Physiol C Pharmacol Toxicol Endocrinol 113(2):257-265.

Speit G, Hartmann A. 1995. The contribution of excision repair to the DNA effects seen in the alkaline single
cell gel test (comet assay). Mutagenesis 10(6):555-559.

Spurgeon DJ, Hopkin SP. 1996. Risk assessment of the threat of secondary poisoning by metals to predators of
earthworms in the vicinity of a primary smelting works. Sci Total Environ 187(3):167-183.

Stegeman JJ, Lech JJ., 1991. Cytochrome P-450 monooxygenase systems in aquatic species: carcinogen
metabolism and biomarkers for carcinogen and pollutant exposure. Environ Health Perspect 90:101-109.

Tronczynski J, Moisan K, Munshy C, Truquet I, Dugrais L, Guiot N. 2002. Etude des empreintes chimiques du
fuel de I’Erika et caractérisation de la contamination par les HAPs dans le Golfe de Gascogne. Actes du colloque
SAFERSEAS : les lecons techniques de I’Erika et des autres accidents, Brest, 13-16 march 2002. CEDRE, Brest.
15p.

Tsuda S, Matsusaka N, Madarame H, Miyamae Y, Ishida K, Satoh M, Sekihashi K, Sasaki YF. 2000. The
alkaline single cell electrophoresis assay with eight mouse organs: results with 22 mono-functional alkylating
agents (including 9 dialkyl N-nitrosoamines) and 10 DNA crosslinkers. Mutat Res 467(1):83-98.

Vodicka P, Koskinen M, Vodickova L, Stetina R, Smeréak P, Barta I, Hemminki K. 2001. DNA adducts, strand
breaks and micronuclei in mice exposed to styrene by inhalation. Chem Biol Interact 137(3):213-227.

Wakata A, Miyamae Y, Sato S, Suzuki T, Morita T, Asano N, Awogi T, Kondo K, Hayashi M. 1998. Evaluation

of the rat micronucleus test with bone marrow and peripheral blood: summary of the 9th collaborative study by
CSGMT/JEMS-MMS. Environ Mol Mutagen 32(1):84-100.

78



Concentrations (in pg/kg dry weight mussels)

TEFs * St M M* M
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons
Naphtalene 0.001 <10* <107 <20"* <20"*
Acenaphthylene 0.001 <50" <50" <100" <100"
Acenaphtene 0.001 <25"* <25"* 9+4 <5*
Fluorene 0.001 <47 <4? <8 231
Phenanthrene 0.001 <4* 28+ 4 13+0.1 39+1
Anthracene 0.01 <4* <4* <g* <g*
Fluoranthene 0.001 <25"* 30+9 131 27+4.5
Pyrene 0.001 <4* 16 +3 121 74+ 6
Benzo(a)anthracene 0.1 <257 211 20+ 1 <5
Chrysene 0.01 <4* 14+1 18 + 6.4 315+ 1.4
Benzo(b)fluoranthene 0.1 <25"* 12+7 <5* <5*
Benzo(k)fluoranthene 0.1 <25* <25* <5* <5*
Benzo(a)pyrene 1 <25* 12+1 <5* <5*
Di-benzo(ah)anthracene 5 <10* <10* <20* <20*
Benzo(ghi)perylene 0.01 <107 <10* <20* <20*
Indeno(1,2,3-cd)pyrene 0.1 <10* <10* <20* <20*
Sum (ng/kg) - - 133 £26 85+13.5 478 £13.9
TEQs ** - - 1551 +1.83 2.23+0.17 3.31+£0.03
Substituted and related PAHs
Methyl Phenanthrenes - - 52 8 131
Methyl Chrysenes - - 2 7 1766
Dibenzothiophenes - - 1 1 2
Benzo(b)naphtothiophenes - - 6 <1* 226

Table 1 : PAHs and related contaminants in the food constituted with either standard croquettes (St), or mussels sampled in a non-impacted site
(M) and in poorly (M") and heavily (M) contaminated areas (Chemical analysis of the 16 PAHs on the priority list of US EPA, in pg/kg dry
weight with standard deviation by HPLC and analysis of substituted and related PAHs by GC-MS in pg/kg dry weight) (* inferior to detection
limit ; * toxic equivalent factor in B(a)P and ** toxic equivalent quantities (in pg of B(a)P per kg of food dry weight) according to Nisbet et
Lagoy, 1992).
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Figure 1 : DNA damage in hepatocytes of rats fed during 15 or 30 days with either standard
food (St), mussels sampled in a non-impacted site (M") and mussels sampled in poorly (MH)
and heavily (M) contaminated areas. (6 animals per treatment) :

(a): Proportions of cells in 5 arbitrary classes of DNA percentage in the tail (*

significative difference with control (p < 0.01))

(b): Distribution of cells according to their DNA damage expressed by percentage of
DNA in the tail.
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Figure 2 : DNA damage in bone marrow cells of rats fed during 15 or 30 days with either
standard food (St), mussels sampled in a non-impacted site (M") and mussels sampled in
poorly (M") and heavily (M""") contaminated areas. (6 animals per treatment) :

(a): Proportions of cells in 5 arbitrary classes of DNA percentage in the tail (*

significative difference with control (p < 0.01))

(b): Distribution of cells according to their DNA damage expressed by percentage of
DNA in the tail.
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Figure 3 : DNA damage in nucleated cells of peripheral blood of rats fed during 15 or 30
days with either standard food (St), mussels sampled in a non-impacted site (M") and mussels
sampled in poorly (M") and heavily (M) contaminated areas. (6 animals per treatment) :
(a): Proportions of cells in 5 arbitrary classes of DNA percentage in the tail (*
significative difference with control (p <0.01))
(b): Distribution of cells according to their DNA damage expressed by percentage of
DNA in the tail.



St 15 M 15 MY15 M™15  St30 M 30 M'30 MT30

Hepatocytes
first quartile 0.5 0.546 1.5 59 0.4 0.6 1.0 5.2
median 2.4 23 5.1 13.5 23 3.6 39 124
third quartile 6.5 7.3 10.5 259 5.7 7.9 9.7 203
mean 4.7 6.0 7.2 17.3 * 3.8 5.8 6.8 14.5 *
interindividual variability 1.6 34 1.3 3.6 1.1 2.5 1.9 1.3
Bone marrow cells
first quartile 0.4 1.1 1.4 4.6 0.5 1.2 39 3.7
median 43 6.4 7.0 12.2 4.6 7.1 9.6 10.8
third quartile 12.2 17.3 16.1 20.8 i34 17.4 17.5 20.3
mean 8.1 11.2 10.9 125 * 8.2 11.2 12.2 % 122 *
interindividual variability 1.5 2.9 2.7 5.3 1.6 4.2 2.6 3.0
Peripheral blood nucleated cells
first quartile 0.7 0.6 0.6 0.8 0.4 0.4 0.5 0.8
median 4.1 5.0 4.8 5.2 4.7 4.4 39 6.0
third quartile 11.9 12.8 14.2 12.9 14.6 13.2 12.8 13.2
mean 7.7 8.5 8.8 8.5 8.8 8.3 8.4 9.4
interindividual variability 1.4 1.4 1.2 1.0 24 1.4 1.9 1.8

Table 2 : Distribution parameters of DNA damage in the three cell populations by Comet assay (expressed in terms of DNA percentage in the
tail) in rats fed during 15 or 30 days (15 or 30) with food constituted with either standard croquettes (St), or mussels sampled in a non-impacted
site (M") and in poorly (M") and heavily (M"'") contaminated areas (450 cells per treatment were analyzed) (* significative difference with

controls noted St (p <0.01)
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Figure 4 : Frequencies of micronucleated cells in bone marrow cells (a) and in nucleated
cells of peripheral blood (b) for rats fed during 15 or 30 days with either standard food
(St), mussels sampled in a non-impacted site (M") and mussels sampled in poorly (M")
and heavily (M") contaminated areas. (6 animals per treatment) (* significative

difference with control (p < 0.01)).
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Seconde étude (ARTICLE 2)

Dommages a I’ADN étudiés par le test des cometes chez des
mammiféres nourris avec des moules contaminées par la marée noire

de 1’Erika

(DNA damage measured by the single-cell gel electrophoresis (Comet) assay in mammals fed

with Erika oil spill-contaminated mussels)

L’objectif de cette seconde étude est identique a la premicre et concerne 1’évaluation
des effets génotoxiques suite & I’ingestion de moules marines contaminees par des
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs), libérés dans le milieu marin lors du
naufrage de 1’Erika. Le schéma expérimental est proche : les niveaux de contamination sont
différents et encadrent les niveaux étudiés dans la premicre étude et les repas de nourriture
contaminée sont quotidiens. Le reste des conditions d'expositions est identique a la premiere
étude, a part le lot de moules témoins qui proviennent d’un site différent (Les Saumonards,
France). Des lots de 6 rats, ont regu comme nourriture des moules témoins ou les moules
contaminées durant 12 et 24 jours a raison d’un repas quotidien de bivalves. Six rats recevant
une nourriture standard non contaminée (croquettes UAR, Epinay-sur-Orge), ont servi de
témoins. Trois jours aprés le dernier repas de moules, les animaux ont ét¢ sacrifi¢s. Durant ce
délai de trois jours, 4 la fin de 1’exposition, les animaux ont re¢u une nourriture non
contaminée, identique a celle utilisée pour les témoins. L'analyse chimique de la nourriture a
été réalisée en paralléle aux essais biologiques. Les dommages a I’ ADN ont €t¢ étudics par le

test des cometes dans les cellules du foie, de la moelle osseuse et du sang circulant.

Les niveaux de contamination des moules originaires des zones impactées par la marce
noire, exprimés par la somme des 16 HAPs dans la matiére séche et par les quantités
d’équivalents toxiques en benzo(a)pyréne (TEQs), calculées en utilisant les facteurs
d'équivalents toxiques (TEFs) définis par Nisbet et LaGoy (1992), sont les suivants :

- 310 pg/kg m.s. soit 34 pg/kg TEQs
- 570 ug/kg m.s. soit 82 pgkg TEQs
- et 870 pg/kg m.s. soit 179 pg/kg TEQs.
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La contamination de ces moules par les HAPs méthylés et les dérivés thiophénes est plus
faible que celle observée pour les moules utilisées dans la premiere étude. Les moules
témoins présente un profil global de contamination différent, comparativement aux moules
contaminées suite 4 la marée noire de I'Erika. La somme des 16 HAPs (69 pg/kg m.s.) dans
les moules témoins est inférieure aux valeurs mesurées dans les bivalves, dans les études de

surveillance du littoral frangais (RNO, 2002).

Globalement sur les trois populations cellulaires étudiées, aucune différence n’est mise en
évidence entre les rats ayant re¢u une nourriture standard et ceux ayant recu des moules
témoins. Une relation dose effet temps a été observée pour les dommages a I’ADN mesurés
dans le foie et la moelle osseuse. Dans les hépatocytes, les effets observés sont plus
importants que dans la moelle osseuse. Les niveaux des dommages a I’ADN dans les deux
tissus, sont plus élevés a trente jours, comparativement a quinze jours, pour les deux niveaux
de contamination de la nourriture les plus élevés (570 et 870 ng/kg m.s.), alors que pour le
premier niveau de contamination (310 pg/kg m.s.), aucune différence entre les deux dates de
sacrifice n’a été mise en évidence, ce qui semble indiquer une réparation efficace des
dommages 4 I’ADN dans ces conditions d’exposition. Au niveau des cellules nucléées du
sang périphérique, quelle que soit la nourriture ingérée, les niveaux de dommages a I’ADN

observés chez les différents individus sont identiques & ceux observés chez les témoins.

Dans cette étude, des dommages a I’ADN dans les cellules de rats nourris réguliérement
par des moules contaminées sont observés, confirmant un transfert de polluants
génotoxiques. La sensibilité du foie, en terme de dommages a I'ADN, mesurés suite aux
expositions alimentaires sur quinze et trente jours, est plus grande que celle de la moelle
osseuse. Au niveau des leucocytes du sang périphérique, aucun dommage a I’ADN n’est
mis en évidence. Le test des cométes apparait comme un outil privilégié pour étudier la
biodisponibilité de composés génotoxiques dans la nourriture et dans des échantillons
environnementaux. Sa prédictivité, en terme de cancérogénicité semble limitée dans le
cas d'expositions chroniques. Une étude de la réversibilité des dommages a I'ADN, suite
a I'arrét de l'exposition par la voie alimentaire aux polluants de marée noire présents

dans les moules, est nécessaire.
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DNA DAMAGE MEASURED BY THE SINGLE-CELL GEL ELECTROPHORESIS
(COMET) ASSAY IN MAMMALS FED WITH ERIKA OIL-SPILL CONTAMINATED
MUSSELS?®

LEMIERE Sébastien!, COSSU-LEGUILLE Carole', BISPO Antonio?, JOURDAIN Marie-
José?, LANHERS Marie-Claire®>, BURNEL Daniel’ and VASSEUR Paule’

'ESE, CNRS FRE 2635, University of Metz, UFR SciFA, rue Delestraint, F-57070 Metz ;
IRH Environnement, 11 bis rue Gabriel Peri, BP 286, F-54515 Vandoeuvre-lés-Nancy ;
’INSERM U420, Faculté de médecine, 9 Av. Forét de Haye, F-54505 Vandoeuvre-I¢s-Nancy

Abstract : This research aimed to estimate potential genotoxicity for consumers resulting
from the ingestion of seafood contaminated with polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs)
released into the marine environment after the Erika wreck. Mussels (Mytilus sp.) collected
from sites on the Atlantic coast which were affected by the oil slick in varying degress, were
used to feed rats daily for 2 and 4 weeks. DNA damage was measured using the Comet assay
in the liver, bone marrow and blood of rats receiving food contaminated with 310 ug of 16
PAHs /kg dry weight (d.w.) equivalent to 34 pg TEQs (toxic equivalent quantities to
benzo(a)pyrene) / kg d.w. mussels, 570 pg/kg d.w. (82 pg TEQs /kg) and 870 pg/kg d.w. (179
ug TEQs/kg). A dose-effect-time relationship was observed between the intensity of DNA
damage in the liver and bone marrow of rats and the PAH contamination level of mussels.
Genotoxicity increased from 15 to 30 days in rats receiving food at the two highest PAH
levels. In rats fed with mussels containing 34 ug TEQs/kg d.w., no significant change in liver
and bone marrow was recorded at 30 days compared to 15 days, indicating efficient DNA
repair capacity at a low level of exposure. No genotoxicity was found in peripheral blood.
Globally, the observed effects were rather moderate. These results underlined the
bioavailability of pollutants in fuel-oil contaminated mussels to consumers and confirmed the
usefulness of the Comet assay as a sensitive tool in biomonitoring when analyzing responses

to PAH transfer through food webs.

Keywords : Polycyclic aromatic hydrocarbons, oil spill pollutants, Erika wreck, Comet assay,
DNA damage, food transfer.

3 ARTICLE soumis & Mutation Research, Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis
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INRODUCTION

Twenty thousand tons of heavy fuel oils containing high levels of polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs) were released into the marine environment after the wreck of the Erika
tanker on the Atlantic coast in December 1999. The spill was a disaster for aquatic life, birds,
marine fauna and flora. Besides the direct lethal effects of this massive pollution, indirect
effects might result from the contamination of food webs. PAHs of high molecular weight
were the most threatening hazardous pollutants of the fuel oil due to their persistence, as well
as their mutagenic and carcinogenic properties. As Invertebrates could bioaccumulate
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) (Scarpato et al., 1990 ; Meador et al., 1995 ; Solé
et al., 1996 ; Law et al.,, 2002), the transfer of these pollutants through the food chain to
vertebrates was a concern (Earampamoorthy and Koff, 1975 ; Nunn et al., 1996). Indeed, the
PAH contamination levels in mussels could have reached 3000 pg PAHs /kg dry weight
(d.w.). The French Agency for Food Safety (AFSSA) rapidly regulated the consumption of
seafood, which was forbidden above a contamination level of 500 pg total PAHs /kg tissue
(d.w.). This threshold did not take into consideration whether the type of PAH congeners was
of low or high molecular weight.

Our research aimed to estimate the potential genotoxicity of repeated ingestion of PAH
contaminated seafood in mammals. We chose to study mussels contaminated with levels of
PAHs roughly equivalent to the threshold established by AFSSA in order to confirm the
relevance of their recommendation, and to assess the level of mussel consumption which
would not have toxic effects for mammals. Genotoxicity was studied in rats (Rattus
norvegicus) fed daily with mussels over 15 and 30 days. The contamination levels of mussels
(Mytilus sp.) were expressed as the sum of PAH derivatives measured in soft tissues and the
values of TEQ (toxic equivalent quantity) corresponding to the 16 PAHs recommended for
analysis (AFSSA, 2000). TEQs -toxic equivalent quantities to benzo(a)pyrene (BaP) in pg
/kg mussels - were calculated using the TEFs (Toxic Equivalent Factors) as defined by Nisbet
and Lagoy (1992).

Contaminated mussels had been sampled in sites more or less affected by the oil slick. The 16
PAH congeners listed as priority pollutants by the US-EPA for environmental biomonitoring
(OFR, 1982) were analyzed in mussels immediately after sampling by IFREMER. Several
batches of mussels with levels ranging between 250 and 850 pg/kg d.w. expressed as total of
16 PAHs in soft tissues were used to constitute three homogenous batches of contaminated

food. PAHs were measured again with their alkylated and thiophene derivatives in the batches
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of food composed by grinded mussel tissues, in order to evaluate the PAH daily intake of rats.
Mussels from a reference site were used as control food.

DNA damage was measured in the liver, the bone marrow and the blood of rats by means of
single-cell gel electrophoresis (Comet) assay. Indeed, this assay appears appropriate for the
study of low levels of DNA damage and tissue sensitivities of rodents exposed to genotoxic
agents (Singh et al., 1988 ; Sasaki ef al., 1997 a,b ; Sasaki et al., 2000 ; Sasaki et al., 2002 ;
Sekihashi et al., 2002 ; Tsuda et al., 2000).

MATERIAL AND METHODS

Chemicals

All reagents were of analytical or molecular biology grade.

Chemical analysis of food

Mussels were collected by IFREMER teams from areas impacted to various degrees by the oil
slick of the Erika tanker. The batches of contaminated food were prepared as follows : frozen
mussels were opened, soft tissues were mixed, homogenized in a grinder and distributed into
pools of 12 to 15 g (each pool constituting one meal).

Chemical analyses were performed on samples dried at 40°C until constant mass. Extraction
of PAHs was conducted by ASE extractor (Accelerated Solvent Extractor 200, from
DIONEX, Sunnyvale, USA), allowing a solid/liquid extraction at 100°C and under pressure
(136 bars). Dichloromethane and hexane were used as extraction solvents (ratio 50:50 ; v:v).
After solvent evaporation, extracts were dissolved in acetonitrile. PAHs were separated and
detected by reversed high performance liquid chromatography (HPLC), coupled with a
spectrofluorimeter and a UV/diode array detector. Concentrations were expressed by the
mean values and standard deviation of the measurements. Total PAH concentrations
corresponded to the sum of the concentrations of the 16 PAHs analyzed. In addition, the
identification of the methylated and related PAHs was performed by gas-chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS) after lyophylisation of the samples and extraction

under warmth and pressure. Quantification limits are indicated in table 1.
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Animals and treatment

Five groups of twelve male Wistar rats weighing 110-130 g (Charles River Laboratories (in
the past IFFACREDQO), Les Oncins, Saint-Germain sur 1’ Arbresle, France) and acclimatized
one week before treatment, were composed randomly. The first group, defined as controls
(C), received standard food (croquettes from UAR, Epinay-sur-Orge, France) ; the second one
received mussels sampled from the reference site named “Les Saumonards” in the North of
Brittany (France). These were used as control mussels (CM). The three other groups were fed
with mussels contaminated with a total of the 16 PAHs around 300 pg/kg d.w. (M), 550
pg/kg dw. (M) and 850 pg/kg d.w. (M. A food portion of 13 g (on average, fresh
weight) was administered daily to each rat. Six animals from each group were sacrificed after
15 days and the six others after 30 days. In all cases, the animals were killed three days after
the last meal of mussels. Tissues from the rats (liver, peripheral blood) were sampled and
stored at —196° C in liquid nitrogen except for intact femurs, which were kept at —20° C
before bone marrow extraction. Blood samples were collected in heparinized tubes. Cellular
suspensions of bone marrow were prepared after animal sacrifice by scraping and washing the
inside of the femurs. For this tissue, suspensions were kept at - 196°C after progressive
freezing (4 hrs at —20°C; one night at —80°C and —196°C in liquid nitrogen). Every tissue

sample from each animal was analyzed separately and not pooled.

Alkaline Single-cell gel electrophoresis (Comet) assay

DNA damages were quantified by means of the Comet assay as described by Singh ef al.
(1988) with minor modifications. Assays were performed under inactinic light at 4°C.
Cellular suspensions from livers were obtained by mechanical shaking of 150 mg tissue in 10
mL PBS with 10 % DMSO added as antioxidant before treatment. Differential centrifugations
were used to isolate cells from other scraps. Suspensions of bone marrow cells, stored in
liquid nitrogen, were thawed just before the assay. Circulating blood was diluted in
physiological saline with 2 % DMSO added in order to limit coagulation and cell suspensions
were enriched by single centrifugations.

Slides were prepared in triplicate for each sample. 300 pL of cell suspension were added to
300 pL of 1 % low-melting point (LMP) agarose. 75 uL were transferred onto slides, covered
with a coverslip and left on ice 10 min to allow agarose to solidify. The coverslip was gently

removed and a second layer (75 uL of 0.5 % LMP agarose) was spread, covered and left on
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ice for 10 min. After the removal of the coverslips, the slides were immersed in freshly
prepared cold lysis solution (2.5 M NaCl, 100 mM Na,EDTA, 10 mM Tris —pH 10— 1 % N-
laurylsarcosinate, 1 % Triton X100 and 10 % DMSO) for 2 h in order to isolate the nuclei and
eliminate the cytoplasm and membranes. Thereafter, slides were placed in an electrophoresis
box, covered with the electrophoresis buffer (300 mM NaOH, 1 mM Na,EDTA) to allow
DNA unwinding during 21 min, and then electrophoresed (300 mA, 21 min, 20 V). Slides
were washed twice during 10 min in neutralizing buffer (0.4 M Tris, pH 7.5) before
dehydration in a batch of absolute ethanol for 10 min. Nuclear DNA was stained with 25 pL
ethidium bromide (20 pg/mL) and observed using an epifluorescence microscope (BX60
Olympus) connected to an image analysis system (Komet 3:1 Kinetic Imaging Ltd). Fifty
cells were analyzed per slide, with 3 slides per animal, so that 900 cells were observed for
each modality studied in the first experiment (50 x 3 x 6 animals). Cells were scored
randomly on the central part of the gel. Slides were coded independently and scored without
knowledge of the code. The percentage of DNA in the tail was chosen to express DNA
damage because the interexperimental and interelectophoresis variations registered using this
parameter were very low (De Boeck et al., 2000).

Mean values and S.E.M. were calculated. Arbitrary classes of DNA damage in cell
populations were defined according to the percentage of DNA in the tail : 0-20 % (class 0),
20-40 % (class 1), 40-60 % (class 2), 60-80 % (class 3) and >80 % (class 4).

As Comet data were not normally distributed, non-parametric statistical tests were used. The
Kruskal-Wallis and the median tests, applied on raw data, were used to compare the different
treatments. Cell distributions based on the degree of damage were analyzed by means of the
Chi-square tests. Differences in cells of treated rats as compared to controls (C) and (CM)

were considered as significant when p < 0.05.

RESULTS

Chemical analysis of food

PAH contamination profiles of mussels differed in the impacted areas from the reference site
(table 1). Chrysene, pyrene and fluorene were present in mussels originating only from the
impacted zone. Phenanthrene, fluoranthene and benzo(a)pyrene were found in all the batches
of mussels, although at a much higher level at the impacted sites than in the reference area. In

the impacted areas, benzo(a)pyrene concentrations in mussels increased in proportion with the
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total contamination level. The correlation was not so clear for phenanthrene and fluoranthene
although the highest concentrations were found in the two most contaminated batches of
mussels. At the impacted sites, the total of 16 PAHs in batches of contaminated mussels
averaged 310 pg/kg d.w. in batch (M"), 570 pg/kg d.w. in (M) and 870 pg/kg d.w. in
(M"™), corresponding to 34, 82 and 179 pg TEQs/kg d.w., respectively.

Methylated PAHs and benzothiophenes were also present in the most contaminated mussels
(M and M™™), but at similar concentrations. These levels did not increase with the total
contamination by the 16 PAHs. No TEQs were established for these derivatives.

PAH contamination was absent from standard food (C). Food of control mussels from the
reference site (CM) contained a total of 69 pg/kg PAHs represented mainly by phenanthrene
and fluoranthene and equivalent to 6 TEQs. Therefore, TEQs in contaminated mussels were 5,

14 and 30 fold higher in M", M"" and M""", respectively, than in control mussels CM.

Alkaline Single-cell gel electrophoresis (Comet) assay

In hepatocytes, a higher level of DNA damage (p < 0.001) was observed in rats fed with the
contaminated food (M", M and M™") compared to controls (figure 1). No significant
difference was found in hepatocytes of rats fed with standard food (C) and rats fed with
control mussels (CM). Whether the experiment lasted 15 or 30 days, the majority of cells (97-
98 %) presented little or no damage (class 0), while 2-3 % of cells ranked in class 1
(percentage of DNA in the tail between 20-40%) (figure 1).

In rats fed over 15 days with mussels from impacted areas, the degree of DNA damage
increased with the PAH contamination level of food. In rats M™ and M, the percentage of
hepatocytes with damaged DNA was around 12 % in class 1 and 1.4-1.7 % in class 2 (40-60%
DNA in the tail). In rats fed with M™", the number of cells with DNA breaks was
significantly higher than in the two previous groups (p < 0.001), with 21 %, 5.2 %, and 1.2 %
hepatocytes in class 1, 2 and 3 respectively.

After 30 days of experiment, no difference was noted in rats M", but the intensity of damaged
nuclei increased significantly in rats fed with M"" and M™™" in comparison with 15 days. In
the hepatocytes of rats M'", the percentage of highly-damaged cells (class 2) was 3.3 %
versus 1.7 % after 15 days (p = 0.025) and the increase was greater in rats M+++ with 8.2 %

hepatocytes in class 2 versus 6.2 % after 15 days (p = 0.014).
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In bone marrow cells, the basal level of damage in controls was low with less than 3 % cells
in class 1. A significant increase in DNA damage was observed in rats fed with contaminated
mussels (figure 2). The distribution of cells with altered nuclei was similar in rats M, M""
and M after 15 days, with 8-10 %, 1-2 % and 0.2 % of cells in class 1, 2 and 3,
respectively.

After 30 days, the number of DNA damaged cells in M rats did not differ significantly
compared to 15 days.. On the other hand, it was higher in rats M and M, with 15 % cells
in class 1, 2.5-3 % in class 2, and 0.2 % in class 3 (p < 0.001) . No significant difference was
noted in the distribution of DNA-altered cells between rats M and M™ (p = 0.87) (figure
2).

In blood cells, no difference was registered between animal groups, whatever the type of food
— standard or mussels - or the duration of the experiment (figure 3). Less than 1.5% cells in
control rats fed with standard food presented DNA breaks (class 1), and no significant

increase was noted in rats fed with contaminated mussels after 15 and 30 days of experiments.

Some examples of nuclei observations by means of the comet assay were presented in the

figure 4.

DISCUSSION

This work demonstrated the occurrence of genotoxic damage due to the consumption of
mussels contaminated by the Erika oil slick pollutants. Genotoxic effects were registered in
the liver and the bone marrow. No effect of this PAH-contaminated food was observed in
circulating blood. The intensity of DNA damage in liver and bone marrow increased with the
PAH contamination level of the mussels. The proportion of cells which presented damaged
DNA and the degree of DNA injuries were greater in the liver than in the bone marrow.
Indeed, the liver is clearly efficient in the metabolism of PAHs known to be activated into
genotoxic metabolites, in their conjugation and elimination via the bile. The relative rate of
xenobiotic metabolism is much lower in bone marrow than in the liver (Schreck and Latt,
1980). The greater sensitivity of the liver to genotoxic compounds was also registered by
Sekihashi et al. (2002) in mice and rats exposed to aflatoxin B1, or azobenzene but also to a

direct alkylating agent methylmethane sulfonate (MMS).
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When experiments did not exceed 15 days, DNA damage in bone marrow was of the same
order of magnitude at the three levels of exposure (34, 82 and 179 pg TEQs/kg d.w. mussels).
Several explanations can be given. Either PAH bioavailability in bone marrow was limited, or
biotransformation systems activating PAHs into genotoxic metabolites were saturated. It can
also be argued that elimination systems were sufficient to prevent increased damage at high
exposure dose. Yet, these adaptive capacities are limited as it appeared from increased
genotoxicity after 30 days at the two higher exposure doses which were equivalent to an
intake of 82 and 179 pg TEQs / kg mussel.

At the lowest exposure dose (34 pg TEQs/kg d.w. mussels ), genotoxicity in rats did not
increase over time beyond 15 days in the liver and in bone marrow. This indicates that
detoxification systems remained efficient over time in neutralizing and eliminating PAH
metabolites, and/or repairing DNA damage. This is in accordance with the fast elimination of
PAHs in mammals at a low level of exposure, and the capacities of vertebrates to repair DNA.
A balance between DNA damage, elimination and repair occurred in these tissues.

It appeared from the results that the threshold of PAH daily intake deemed to have genotoxic
effects in rats was below 34 pug TEQs/kg d.w. mussels. The fact that no genotoxic effect over
time was registered in mussels from the reference site, which contained 6 TEQs, allowed us to
set the genotoxicity threshold within the wide range 6-34 ug TEQs/kg d.w. mussels which
corresponds to the range 0.04-0.225 pg TEQs/kg body weight (b.w.) in rats. Additional
studies would be necessary to fix this threshold more precisely.

The interest of the present work was to use samples representative of an environmental
pollution by PAHs and not to study artificially-polluted samples. In the case of oil slicks,
mussels had especially been studied to follow the impact of the pollution as regards
contamination using biomarkers or tissue burden analyses (Solé et al., 1996 ; Glegg et al.,
1999 ; Harvey et al., 1999 ; Thomas ef al., 1999 a,b ; Fernley et al., 2000 ; Yim et al., 2002).
However, these organisms had never been studied as a vector of pollution to mammals, even
though the hypothesis of a transfer of contaminants from seafood to consumer has been put
forward since 1975 by Earampamoorthy and Koff.

The mutagenicity of some bivalve organic extracts had already been highlighted by means of
indirect bacterial tests, in particular in the days following an oil spill and twelve months later
for certain samples (Kadhim and Parry, 1984). Similar results had been observed in the case
of industrial pollution, such as that arising from aluminum refineries and the forestry product

industries (White et al., 1997).
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The genotoxic and carcinogenic properties of PAHs, and especially of congeners with five or
six aromatic rings, are well known in vertebrates (IARC, 1973, 1987), and this explains why
these compounds are taken into consideration in environmental samples contaminated with
PAHs mixtures. Yet, the fraction of the 16 PAHs classically analyzed corresponded to 0.3 %
in weight of the Erika oil (Tronczynsci et al., 2002). Therefore a contribution of other
hydrocarbon derivatives and contaminants to toxicity was possible. In our work, methyl-
substituted PAHs and benzothiophenes were also found in mussels. The search for these
compounds and PAH metabolites in bivalves has not been recommended in chemical analyses
so far and no TEF has been established for these compounds. Nevertheless, they might
possess toxic properties similar to non-substituted PAHs (Sinsheimer, 1992 ; Poon et al.,
1997, 1998 ; Borosky, 1999 ; Binet et al., 2002). So, the use of TEQs based only on the 16
PAHs minimizes the global toxicity that can be deduced from chemical analyses and does not
adequately reflect contamination in mussels after the Erika oil spill and the consecutive
observed adverse effects (Lemiére et al., in press).

The comparison of our results with other studies on rats exposed to PAH-complex mixtures is
difficult due to the difference in conditions of exposure and endpoints. Studies on PAH-
contaminated soils (Fouchécourt ez al., 1999) have measured effects due to PAH exposure by
inhalation and ingestion without quantifying animal intake. In addition, genotoxicity was
evaluated by quantifying DNA adducts, and not DNA breaks as with the Comet assay. In
other studies on PAH-contaminated soils, CYP 1A induction was measured in several tissues,
but genotoxicity was not considered (Roos, 2002 ; Roos et al., 2002). Miiller et al (2004) and
Dybdahl et al. (2003) measured DNA damage using the Comet assay after orally exposing
Big Blue rats to diesel exhaust particules during a period of 21 days. They found DNA
damage at a relatively low level of PAH in particules, corresponding to 0.01 ug total PAHs/kg
b.w. . Although the PAH contamination profiles differed, the level of DNA strand breaks and
the order of food contamination were similar to our conditions.

The comparison of our results with experimental studies carried out on mammals exposed
orally to a single PAH such as BaP could seem easier. Yet, very high doses of
benzo(a)pyrene in the diet or given by gavage had generally been used, which limits
extrapolations and comparisons. To our knowledge, no assessment of the genotoxic effect of
BaP in orally-treated rats in the long term had been done using the Comet assay. Garry et al.
(2003) used endotracheally treated rats with a single dose of 0.75, 1.5, 3 mg BaP per animal,
ie. 3.5, 7.5 and 15 mg BaP/kg b.w. rat. Kliesch et al. (1982) analysed chromosomal damage
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in mouse bone marrow and found a significant effect at the lowest effective dose of 6.25
mg/kg BaP after a single treatment. This dose was more than three orders of magnitude higher
than the highest daily intake we tested (1.6 ng TEQ/kg b.w. rat (table 3)). Indeed, the PAH-
contaminated food tested here ranged between 6 and 179 pg TEQ/ kg d.w. mussels,
corresponding to the range of 0.8-24 ppb TEQs (pg/kg fresh weight mussels). These PAH
contamination levels were similar to the limit values for consumer exposure to BaP fixed by
the WHO (1996) in drinking water (0.7 pg/l) and by the EEC (1988) in meat products (1
pg/kg). Rigdon and Neal (1966) conducted a long-term experiment on rats fed for several
weeks with a diet containing 50-250 ppm BaP, and found gastric tumours in 70% animals
after 4-6 months. More recently, Culp et al. (1998) fed mice a BaP-contaminated diet
(between 5 and 100 ppm) and also founds tumours after a 2-year experiment. This
corresponded to a daily intake between 2500 and 10000 times higher than the highest mussel
concentration (M+++) used by us. Brune et al. (1981) conducted a carcinogenicity study on
Sprague Dawley rats given 0.15 mg/kg b.w. 5 days per week and observed forestomach,
oesophagus and larynx tumours : although this treatment dose is the lowest which can be
found in literature in long term studies, the doses used are 100 to 3000 times higher than the
ones we used.

Therefore, the genotoxicity results found in rats fed with contaminated mussels cannot be
interpreted in terms of carcinogenic potential, nor of mutagenicity. In their study in rats fed a
diet containing diesel particles, Muller et al. (2004) pointed out that DNA damage was not
associated with an increased mutation rate in tissues of Big Blue rats. In addition, as DNA
repair is possible, it would be necessary to study the capacity of rats to recover undamaged

DNA after repeated ingestion of PAH contaminated food..

CONCLUSION

The present study demonstrated the occurrence of genotoxic damage in rats fed with
contaminated mussels, thus underlining the bioavailability of genotoxic pollutants in oil-
contaminated mussels to consumers. Rather moderate genotoxic injuries were observed
mainly in the liver and to a lesser extent in the bone marrow after a daily consumption of
contaminated food for 15 and 30 days. No genotoxicity was found in peripheral blood. The
study of DNA damage by means of the Comet assay was confirmed as a sensitive criterion for

assessing bioavailability and genotoxicity of food pollutants for consumers. The threshold of
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contamination of mussels below which no genotoxicity could be expected, is in the range of
6-34 ug TEQs/kg d.w. (69-310 pg of the 16 PAHs /kg of food d.w.). Complementary studies
would be necessary to define thresholds of food contamination which would be devoid of
toxic effects for consumers and to study the reversibility of genotoxic effects after the
consumption of contaminated food. Finally, only the 16 PAHs selected by US-EPA for
biomonitoring were taken into account in the actual recommended level and more knowledge

of the other PAH derivatives found in ERIKA polluted samples is needed.
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Seconde étude (ARTICLE 2)

Dommages a I’ADN étudiés par le test des cometes chez des
mammiferes nourris avec des moules contaminées par la marée noire

de I’Erika

(DNA damage measured by the single-cell gel electrophoresis (Comet) assay in mammals fed

with Erika oil spill-contaminated mussels)

L’objectif de cette seconde étude est identique a la premiere et concerne 1’évaluation
des effets génotoxiques suite & I’ingestion de moules marines contaminées par des
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs), libérés dans le milieu marin lors du
naufrage de 1’Erika. Le schéma expérimental est proche : les niveaux de contamination sont
différents et encadrent les niveaux étudiés dans la premiére étude et les repas de nourriture
contaminée sont quotidiens. Le reste des conditions d'expositions est identique a la premiere
étude, a part le lot de moules témoins qui proviennent d’un site différent (Les Saumonards,
France). Des lots de 6 rats, ont regu comme nourriture des moules témoins ou les moules
contaminées durant 12 et 24 jours a raison d’un repas quotidien de bivalves. Six rats recevant
une nourriture standard non contaminée (croquettes UAR, Epinay-sur-Orge), ont servi de
témoins. Trois jours aprés le dernier repas de moules, les animaux ont €té sacrifiés. Durant ce
délai de trois jours, a la fin de I’exposition, les animaux ont re¢u une nourriture non
contaminée, identique a celle utilisée pour les témoins. L'analyse chimique de la nourriture a
été réalisée en paralléle aux essais biologiques. Les dommages a I’ADN ont été étudiés par le

test des comeétes dans les cellules du foie, de 1a moelle osseuse et du sang circulant.

Les niveaux de contamination des moules originaires des zones impactées par la marée
noire, exprimés par la somme des 16 HAPs dans la matiere seche et par les quantités
d’équivalents toxiques en benzo(a)pyréene (TEQs), calculées en utilisant les facteurs
d'équivalents toxiques (TEFs) définis par Nisbet et LaGoy (1992), sont les suivants :

- 310 pg/kg m.s. soit 34 ng/kg TEQs
- 570 pg/kg m.s. soit 82 ng/kg TEQs
- et 870 pg/kg m.s. soit 179 ng/kg TEQs.
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La contamination de ces moules par les HAPs méthylés et les dérivés thiophénes est plus
faible que celle observée pour les moules utilisées dans la premiére étude. Les moules
témoins présente un profil global de contamination différent, comparativement aux moules
contaminées suite a la marée noire de 1'Erika. La somme des 16 HAPs (69 pg/kg m.s.) dans
les moules témoins est inférieure aux valeurs mesurées dans les bivalves, dans les études de

surveillance du littoral frangais (RNO, 2002).

Globalement sur les trois populations cellulaires étudiées, aucune différence n’est mise en
évidence entre les rats ayant recu une nourriture standard et ceux ayant regu des moules
témoins. Une relation dose effet temps a été observée pour les dommages & I’ADN mesurés
dans le foie et la moelle osseuse. Dans les hépatocytes, les effets observés sont plus
importants que dans la moelle osseuse. Les niveaux des dommages a I’ADN dans les deux
tissus, sont plus élevés 2 trente jours, comparativement a quinze jours, pour les deux niveaux
de contamination de la nourriture les plus élevés (570 et 870 pg/kg m.s.), alors que pour le
premier niveau de contamination (310 pg/kg m.s.), aucune différence entre les deux dates de
sacrifice n’a été mise en évidence, ce qui semble indiquer une réparation efficace des
dommages & ’ADN dans ces conditions d’exposition. Au niveau des cellules nucléées du
sang périphérique, quelle que soit la nourriture ingérée, les niveaux de dommages a ’ADN

observés chez les différents individus sont identiques & ceux observés chez les témoins.

Dans cette étude, des dommages a2 I’ADN dans les cellules de rats nourris réguliérement
par des moules contaminées sont observés, confirmant un transfert de polluants
génotoxiques. La sensibilité du foie, en terme de dommages a ' ADN, mesurés suite aux
expositions alimentaires sur quinze et trente jours, est plus grande que celle de la moelle
osseuse. Au niveau des leucocytes du sang périphérique, aucun dommage a ’ADN n’est
mis en évidence. Le test des cométes apparait comme un outil privilégié pour étudier la
biodisponibilité de composés génotoxiques dans la nourriture et dans des échantillons
environnementaux. Sa prédictivité, en terme de cancérogénicité semble limitée dans le
cas d'expositions chroniques. Une étude de la réversibilité des dommages a I'ADN, suite
a I'arrét de 'exposition par la voie alimentaire aux polluants de marée noire présents

dans les moules, est nécessaire.
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DNA DAMAGE MEASURED BY THE SINGLE-CELL GEL ELECTROPHORESIS
(COMET) ASSAY IN MAMMALS FED WITH ERIKA OIL-SPILL CONTAMINATED
MUSSELS?

LEMIERE Sébastien!, COSSU-LEGUILLE Carole', BISPO Antonio’, JOURDAIN Marie-
José?, LANHERS Marie-Claire’, BURNEL Daniel’ and VASSEUR Paule'

'ESE, CNRS FRE 2635, University of Metz, UFR SciFA, rue Delestraint, F-57070 Metz ;
?IRH Environnement, 11 bis rue Gabriel Peri, BP 286, F-54515 Vandoeuvre-1¢s-Nancy ;
INSERM U420, Faculté de médecine, 9 Av. Forét de Haye, F-54505 Vandoeuvre-les-Nancy

Abstract ; This research aimed to estimate potential genotoxicity for consumers resulting
from the ingestion of seafood contaminated with polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs)
released into the marine environment after the Erika wreck. Mussels (Mytilus sp.) collected
from sites on the Atlantic coast which were affected by the oil slick in varying degress, were
used to feed rats daily for 2 and 4 weeks. DNA damage was measured using the Comet assay
in the liver, bone marrow and blood of rats receiving food contaminated with 310 pg of 16
PAHs /kg dry weight (d.w.) equivalent to 34 pg TEQs (toxic equivalent quantities to
benzo(a)pyrene) / kg d.w. mussels, 570 pg/kg d.w. (82 pg TEQs /kg) and 870 pg/kg dw. (179
ug TEQs/kg). A dose-effect-time relationship was observed between the intensity of DNA
damage in the liver and bone marrow of rats and the PAH contamination level of mussels.
Genotoxicity increased from 15 to 30 days in rats receiving food at the two highest PAH
levels. In rats fed with mussels containing 34 ug TEQs/kg d.w., no significant change in liver
and bone marrow was recorded at 30 days compared to 15 days, indicating efficient DNA
repair capacity at a low level of exposure. No genotoxicity was found in peripheral blood.
Globally, the observed effects were rather moderate. These results underlined the
bicavailability of pollutants in fuel-oil contaminated mussels to consumers and confirmed the
usefulness of the Comet assay as a sensitive tool in biomonitoring when analyzing responses

to PAH transfer through food webs.

Keywords : Polycyclic aromatic hydrocarbons, oil spill pollutants, Erika wreck, Comet assay,
DNA damage, food transfer.
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INRODUCTION

Twenty thousand tons of heavy fuel oils containing high levels of polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs) were released into the marine environment after the wreck of the Erika
tanker on the Atlantic coast in December 1999. The spill was a disaster for aquatic life, birds,
marine fauna and flora. Besides the direct lethal effects of this massive pollution, indirect
effects might result from the contamination of food webs. PAHs of high molecular weight
were the most threatening hazardous pollutants of the fuel oil due to their persistence, as well
as their mutagenic and carcinogenic properties. As Invertebrates could bioaccumulate
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) (Scarpato et al., 1990 ; Meador et al., 1995 ; Solé
et al, 1996 ; Law et al., 2002), the transfer of these pollutants through the food chain to
vertebrates was a concern (Earampamoorthy and Koff, 1975 ; Nunn et al., 1996). Indeed, the
PAH contamination levels in mussels could have reached 3000 ug PAHs /kg dry weight
(d.w.). The French Agency for Food Safety (AFSSA) rapidly regulated the consumption of
seafood, which was forbidden above a contamination level of 500 pg total PAHs /kg tissue
(d.w.). This threshold did not take into consideration whether the type of PAH congeners was
of low or high molecular weight.

Our research aimed to estimate the potential genotoxicity of repeated ingestion of PAH
contaminated seafood in mammals. We chose to study mussels contaminated with levels of
PAHs roughly equivalent to the threshold established by AFSSA in order to confirm the
relevance of their recommendation, and to assess the level of mussel consumption which
would not have toxic effects for mammals. Genotoxicity was studied in rats (Ratfus
norvegicus) fed daily with mussels over 15 and 30 days. The contamination levels of mussels
(Mytilus sp.) were expressed as the sum of PAH derivatives measured in soft tissues and the
values of TEQ (toxic equivalent quantity) corresponding to the 16 PAHs recommended for
analysis (AFSSA, 2000). TEQs -toxic equivalent quantities to benzo(a)pyrene (BaP) in ug
/kg mussels - were calculated using the TEFs (Toxic Equivalent Factors) as defined by Nisbet
and Lagoy (1992).

Contaminated mussels had been sampled in sites more or less affected by the oil slick. The 16
PAH congeners listed as priority pollutants by the US-EPA for environmental biomonitoring
(OFR, 1982) were analyzed in mussels immediately after sampling by IFREMER. Several
batches of mussels with levels ranging between 250 and 850 pg/kg d.w. expressed as total of
16 PAHs in soft tissues were used to constitute three homogenous batches of contaminated

food. PAHs were measured again with their alkylated and thiophene derivatives in the batches
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of food composed by grinded mussel tissues, in order to evaluate the PAH daily intake of rats.
Mussels from a reference site were used as control food.

DNA damage was measured in the liver, the bone marrow and the blood of rats by means of
single-cell gel electrophoresis (Comet) assay. Indeed, this assay appears appropriate for the
study of low levels of DNA damage and tissue sensitivities of rodents exposed to genotoxic
agents (Singh et al., 1988 ; Sasaki et al., 1997 a,b ; Sasaki et al., 2000 ; Sasaki et al., 2002 ;
Sekihashi et al., 2002 ; Tsuda et al., 2000).

MATERIAL AND METHODS

Chemicals

All reagents were of analytical or molecular biology grade.

Chemical analysis of food

Mussels were collected by IFREMER teams from areas impacted to various degrees by the oil
slick of the Erika tanker. The batches of contaminated food were prepared as follows : frozen
mussels were opened, soft tissues were mixed, homogenized in a grinder and distributed into
pools of 12 to 15 g (each pool constituting one meal).

Chemical analyses were performed on samples dried at 40°C until constant mass. Extraction
of PAHs was conducted by ASE extractor (Accelerated Solvent Extractor 200, from
DIONEX, Sunnyvale, USA), allowing a solid/liquid extraction at 100°C and under pressure
(136 bars). Dichloromethane and hexane were used as extraction solvents (ratio 50:50 ; v:v).
After solvent evaporation, extracts were dissolved in acetonitrile. PAHs were separated and
detected by reversed high performance liquid chromatography (HPLC), coupled with a
spectrofluorimeter and a UV/diode array detector. Concentrations were expressed by the
mean values and standard deviation of the measurements. Total PAH concentrations
corresponded to the sum of the concentrations of the 16 PAHs analyzed. In addition, the
identification of the methylated and related PAHs was performed by gas-chromatography
coupled to mass spectrometry (GC-MS) after lyophylisation of the samples and extraction

under warmth and pressure. Quantification limits are indicated in table 1.
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Animals and treatment

Five groups of twelve male Wistar rats weighing 110-130 g (Charles River Laboratories (in
the past IFFACREDO), Les Oncins, Saint-Germain sur 1’ Arbresle, France) and acclimatized
one week before treatment, were composed randomly. The first group, defined as controls
(C), received standard food (croquettes from UAR, Epinay-sur-Orge, France) ; the second one
received mussels sampled from the reference site named “Les Saumonards” in the North of
Brittany (France). These were used as control mussels (CM). The three other groups were fed
with mussels contaminated with a total of the 16 PAHs around 300 pg/kg d.w. (M"), 550
pgkg dw. (M™) and 850 pg/kg d.w. (M™). A food portion of 13 g (on average, fresh
weight) was administered daily to each rat. Six animals from each group were sacrificed after
15 days and the six others after 30 days. In all cases, the animals were killed three days after
the last meal of mussels. Tissues from the rats (liver, peripheral blood) were sampled and
stored at —196° C in liquid nitrogen except for intact femurs, which were kept at —20° C
before bone marrow extraction. Blood samples were collected in heparinized tubes. Cellular
suspensions of bone marrow were prepared after animal sacrifice by scraping and washing the
inside of the femurs. For this tissue, suspensions were kept at - 196°C after progressive
freezing (4 hrs at —20°C; one night at —80°C and —196°C in liquid nitrogen). Every tissue

sample from each animal was analyzed separately and not pooled.

Alkaline Single-cell gel electrophoresis (Comet) assay

DNA damages were quantified by means of the Comet assay as described by Singh et al.
(1988) with minor modifications. Assays were performed under inactinic light at 4°C.
Cellular suspensions from livers were obtained by mechanical shaking of 150 mg tissue in 10
mL PBS with 10 % DMSO added as antioxidant before treatment. Differential centrifugations
were used to isolate cells from other scraps. Suspensions of bone marrow cells, stored in
liquid nitrogen, were thawed just before the assay. Circulating blood was diluted in
physiological saline with 2 % DMSO added in order to limit coagulation and cell suspensions
were enriched by single centrifugations.

Slides were prepared in triplicate for each sample. 300 uL of cell suspension were added to
300 pL of 1 % low-melting point (LMP) agarose. 75 pL were transferred onto slides, covered
with a coverslip and left on ice 10 min to allow agarose to solidify. The coverslip was gently

removed and a second layer (75 pL of 0.5 % LMP agarose) was spread, covered and left on
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ice for 10 min. After the removal of the coverslips, the slides were immersed in freshly
prepared cold lysis solution (2.5 M NaCl, 100 mM Na,EDTA, 10 mM Tris — pH 10 — 1 % N-
laurylsarcosinate, 1 % Triton X100 and 10 % DMSO) for 2 h in order to isolate the nuclei and
eliminate the cytoplasm and membranes. Thereafter, slides were placed in an electrophoresis
box, covered with the electrophoresis buffer (300 mM NaOH, 1 mM Na,EDTA) to allow
DNA unwinding during 21 min, and then electrophoresed (300 mA, 21 min, 20 V). Slides
were washed twice during 10 min in neutralizing buffer (0.4 M Tris, pH 7.5) before
dehydration in a batch of absolute ethanol for 10 min. Nuclear DNA was stained with 25 puL
ethidium bromide (20 pg/mL) and observed using an epifluorescence microscope (BX60
Olympus) connected to an image analysis system (Komet 3:1 Kinetic Imaging Ltd). Fifty
cells were analyzed per slide, with 3 slides per animal, so that 900 cells were observed for
each modality studied in the first experiment (50 x 3 x 6 animals). Cells were scored
randomly on the central part of the gel. Slides were coded independently and scored without
knowledge of the code. The percentage of DNA in the tail was chosen to express DNA
damage because the interexperimental and interelectophoresis variations registered using this
parameter were very low (De Boeck et al., 2000).

Mean values and S.E.M. were calculated. Arbitrary classes of DNA damage in cell
populations were defined according to the percentage of DNA in the tail : 0-20 % (class 0),
20-40 % (class 1), 40-60 % (class 2), 60-80 % (class 3) and >80 % (class 4).

As Comet data were not normally distributed, non-parametric statistical tests were used. The
Kruskal-Wallis and the median tests, applied on raw data, were used to compare the different
treatments. Cell distributions based on the degree of damage were analyzed by means of the
Chi-square tests. Differences in cells of treated rats as compared to controls (C) and (CM)

were considered as significant when p < 0.05.

RESULTS

Chemical analysis of food

PAH contamination profiles of mussels differed in the impacted areas from the reference site
(table 1). Chrysene, pyrene and fluorene were present in mussels originating only from the
impacted zone. Phenanthrene, fluoranthene and benzo(a)pyrene were found in all the batches
of mussels, although at a much higher level at the impacted sites than in the reference area. In

the impacted areas, benzo(a)pyrene concentrations in mussels increased in proportion with the
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total contamination level. The correlation was not so clear for phenanthrene and fluoranthene
although the highest concentrations were found in the two most contaminated batches of
mussels. At the impacted sites, the total of 16 PAHs in batches of contaminated mussels
averaged 310 ug/kg d.w. in batch (M"), 570 pg/kg d.w. in (M™) and 870 pg/kg d.w. in
(M), corresponding to 34, 82 and 179 pg TEQs/kg d.w., respectively.

Methylated PAHs and benzothiophenes were also present in the most contaminated mussels
(M™ and M™), but at similar concentrations. These levels did not increase with the total
contamination by the 16 PAHs. No TEQs were established for these derivatives.

PAH contamination was absent from standard food (C). Food of control mussels from the
reference site (CM) contained a total of 69 pg/kg PAHs represented mainly by phenanthrene
and fluoranthene and equivalent to 6 TEQs. Therefore, TEQs in contaminated mussels were 5,

14 and 30 fold higher in M", M™ and M""", respectively, than in control mussels CM.

Alkaline Single-cell gel electrophoresis (Comet) assay

In hepatocytes, a higher level of DNA damage (p < 0.001) was observed in rats fed with the
contaminated food (M", M™ and M™) compared to controls (figure 1). No significant
difference was found in hepatocytes of rats fed with standard food (C) and rats fed with
control mussels (CM). Whether the experiment lasted 15 or 30 days, the majority of cells (97-
98 %) presented little or no damage (class 0), while 2-3 % of cells ranked in class 1
(percentage of DNA in the tail between 20-40%) (figure 1).

In rats fed over 15 days with mussels from impacted areas, the degree of DNA damage
increased with the PAH contamination level of food. In rats M" and M™, the percentage of
hepatocytes with damaged DNA was around 12 % in class 1 and 1.4-1.7 % in class 2 (40-60%
DNA in the tail). In rats fed with M, the number of cells with DNA breaks was
significantly higher than in the two previous groups (p < 0.001), with 21 %, 5.2 %, and 1.2 %
hepatocytes in class 1, 2 and 3 respectively.

After 30 days of experiment, no difference was noted in rats M, but the intensity of damaged
nuclei increased significantly in rats fed with M™" and M™™" in comparison with 15 days. In
the hepatocytes of rats M™, the percentage of highly-damaged cells (class 2) was 3.3 %
versus 1.7 % after 15 days (p = 0.025) and the increase was greater in rats M+-++ with 8.2 %
hepatocytes in class 2 versus 6.2 % after 15 days (p = 0.014).
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In bone marrow cells, the basal level of damage in controls was low with less than 3 % cells
in class 1. A significant increase in DNA damage was observed in rats fed with contaminated
mussels (figure 2). The distribution of cells with altered nuclei was similar in rats M", M
and M™" after 15 days, with 8-10 %, 1-2 % and 0.2 % of cells in class 1, 2 and 3,
respectively.

After 30 days, the number of DNA damaged cells in M rats did not differ significantly
compared to 15 days.. On the other hand, it was higher in rats M and M, with 15 % cells
in class 1, 2.5-3 % in class 2, and 0.2 % in class 3 (p < 0.001) . No significant difference was
noted in the distribution of DNA-altered cells between rats M** and M™™" (p = 0.87) (figure
2).

In blood cells, no difference was registered between animal groups, whatever the type of food
_ standard or mussels - or the duration of the experiment (figure 3). Less than 1.5% cells in
control rats fed with standard food presented DNA breaks (class 1), and no significant

increase was noted in rats fed with contaminated mussels after 15 and 30 days of experiments.

Some examples of nuclei observations by means of the comet assay were presented in the

figure 4.

DISCUSSION

This work demonstrated the occurrence of genotoxic damage due to the consumption of
mussels contaminated by the Erika oil slick pollutants. Genotoxic effects were registered in
the liver and the bone marrow. No effect of this PAH-contaminated food was observed in
circulating blood. The intensity of DNA damage in liver and bone marrow increased with the
PAH contamination level of the mussels. The proportion of cells which presented damaged
DNA and the degree of DNA injuries were greater in the liver than in the bone marrow.
Indeed, the liver is clearly efficient in the metabolism of PAHs known to be activated into
genotoxic metabolites, in their conjugation and elimination via the bile. The relative rate of
xenobiotic metabolism is much lower in bone marrow than in the liver (Schreck and Latt,
1980). The greater sensitivity of the liver to genotoxic compounds was also registered by
Sekihashi et al. (2002) in mice and rats exposed to aflatoxin B1, or azobenzene but also to a

direct alkylating agent methylmethane sulfonate (MMS).
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When experiments did not exceed 15 days, DNA damage in bone marrow was of the same
order of magnitude at the three levels of exposure (34, 82 and 179 pg TEQs/kg d.w. mussels).
Several explanations can be given. Either PAH bioavailability in bone marrow was limited, or
biotransformation systems activating PAHs into genotoxic metabolites were saturated. It can
also be argued that elimination systems were sufficient to prevent increased damage at high
exposure dose. Yet, these adaptive capacities are limited as it appeared from increased
genotoxicity after 30 days at the two higher exposure doses which were equivalent to an
intake of 82 and 179 ug TEQs / kg mussel.

At the lowest exposure dose (34 pg TEQs/kg d.w. mussels ), genotoxicity in rats did not
increase over time beyond 15 days in the liver and in bone marrow. This indicates that
detoxification systems remained efficient over time in neutralizing and eliminating PAH
metabolites, and/or repairing DNA damage. This is in accordance with the fast elimination of
PAHs in mammals at a low level of exposure, and the capacities of vertebrates to repair DNA.
A balance between DNA damage, elimination and repair occurred in these tissues.

It appeared from the results that the threshold of PAH daily intake deemed to have genotoxic
effects in rats was below 34 ng TEQs/kg d.w. mussels. The fact that no genotoxic effect over
time was registered in mussels from the reference site, which contained 6 TEQs, allowed us to
set the genotoxicity threshold within the wide range 6-34 pg TEQs/kg d.w. mussels which
corresponds to the range 0.04-0.225 pg TEQs/kg body weight (b.w.) in rats. Additional
studies would be necessary to fix this threshold more precisely.

The interest of the present work was to use samples representative of an environmental
pollution by PAHs and not to study artificially-polluted samples. In the case of oil slicks,
mussels had especially been studied to follow the impact of the pollution as regards
contamination using biomarkers or tissue burden analyses (Solé et al., 1996 ; Glegg et al,
1999 ; Harvey et al., 1999 ; Thomas et al., 1999 a,b ; Fernley et al., 2000 ; Yim et al,, 2002).
However, these organisms had never been studied as a vector of pollution to mammals, even
though the hypothesis of a transfer of contaminants from seafood to consumer has been put
forward since 1975 by Earampamoorthy and Koff.

The mutagenicity of some bivalve organic extracts had already been highlighted by means of
indirect bacterial tests, in particular in the days following an oil spill and twelve months later
for certain samples (Kadhim and Parry, 1984). Similar results had been observed in the case
of industrial pollution, such as that arising from aluminum refineries and the forestry product

industries (White et al., 1997).
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The genotoxic and carcinogenic properties of PAHs, and especially of congeners with five or
six aromatic rings, are well known in vertebrates (IARC, 1973, 1987), and this explains why
these compounds are taken into consideration in environmental samples contaminated with
PAHs mixtures. Yet, the fraction of the 16 PAHs classically analyzed corresponded to 0.3 %
in weight of the Erika oil (Tronczynsci et al., 2002). Therefore a contribution of other
hydrocarbon derivatives and contaminants to toxicity was possible. In our work, methyl-
substituted PAHs and benzothiophenes were also found in mussels. The search for these
compounds and PAH metabolites in bivalves has not been recommended in chemical analyses
so far and no TEF has been established for these compounds. Nevertheless, they might
possess toxic properties similar to non-substituted PAHs (Sinsheimer, 1992 ; Poon et al,
1997, 1998 ; Borosky, 1999 ; Binet et al., 2002). So, the use of TEQs based only on the 16
PAHs minimizes the global toxicity that can be deduced from chemical analyses and does not
adequately reflect contamination in mussels after the Erika oil spill and the consecutive
observed adverse effects (Lemiére et al., in press).

The comparison of our results with other studies on rats exposed to PAH-complex mixtures is
difficult due to the difference in conditions of exposure and endpoints. Studies on PAH-
contaminated soils (Fouchécourt et al., 1999) have measured effects due to PAH exposure by
inhalation and ingestion without quantifying animal intake. In addition, genotoxicity was
evaluated by quantifying DNA adducts, and not DNA breaks as with the Comet assay. In
other studies on PAH-contaminated soils, CYP 1A induction was measured in several tissues,
but genotoxicity was not considered (Roos, 2002 ; Roos et al., 2002). Miiller et al (2004) and
Dybdahl et al. (2003) measured DNA damage using the Comet assay after orally exposing
Big Blue rats to diesel exhaust particules during a period of 21 days. They found DNA
damage at a relatively low level of PAH in particules, corresponding to 0.01 ug total PAHs/kg
b.w. . Although the PAH contamination profiles differed, the level of DNA strand breaks and
the order of food contamination were similar to our conditions.

The comparison of our results with experimental studies carried out on mammals exposed
orally to a single PAH such as BaP could seem easier. Yet, very high doses of
benzo(a)pyrene in the diet or given by gavage had generally been used, which limits
extrapolations and comparisons. To our knowledge, no assessment of the genotoxic effect of
BaP in orally-treated rats in the long term had been done using the Comet assay. Garry et al.
(2003) used endotracheally treated rats with a single dose of 0.75, 1.5, 3 mg BaP per animal,
i.e.3.5,7.5 and 15 mg BaP/kg b.w. rat. Kliesch et al. (1982) analysed chromosomal damage
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in mouse bone marrow and found a significant effect at the lowest effective dose of 6.25
mg/kg BaP after a single treatment. This dose was more than three orders of magnitude higher
than the highest daily intake we tested (1.6 pg TEQ/kg b.w. rat (table 3)). Indeed, the PAH-
contaminated food tested here ranged between 6 and 179 ng TEQ/ kg d.w. mussels,
corresponding to the range of 0.8-24 ppb TEQs (ug/kg fresh weight mussels). These PAH
contamination levels were similar to the limit values for consumer exposure to BaP fixed by
the WHO (1996) in drinking water (0.7 pg/l) and by the EEC (1988) in meat products (1
pg/kg). Rigdon and Neal (1966) conducted a long-term experiment on rats fed for several
weeks with a diet containing 50-250 ppm BaP, and found gastric tumours in 70% animals
after 4-6 months. More recently, Culp et al. (1998) fed mice a BaP-contaminated diet
(between 5 and 100 ppm) and also founds tumours after a 2-year experiment. This
corresponded to a daily intake between 2500 and 10000 times higher than the highest mussel
concentration (M+++) used by us. Brune et al. (1981) conducted a carcinogenicity study on
Sprague Dawley rats given 0.15 mg/kg b.w. 5 days per week and observed forestomach,
oesophagus and larynx tumours : although this treatment dose is the lowest which can be
found in literature in long term studies, the doses used are 100 to 3000 times higher than the
ones we used.

Therefore, the genotoxicity results found in rats fed with contaminated mussels cannot be
interpreted in terms of carcinogenic potential, nor of mutagenicity. In their study in rats fed a
diet containing diesel particles, Muller et al. (2004) pointed out that DNA damage was not
associated with an increased mutation rate in tissues of Big Blue rats. In addition, as DNA
repair is possible, it would be necessary to study the capacity of rats to recover undamaged

DNA after repeated ingestion of PAH contaminated food..

CONCLUSION

The present study demonstrated the occurrence of genotoxic damage in rats fed with
contaminated mussels, thus underlining the bioavailability of genotoxic pollutants in oil-
contaminated mussels to consumers. Rather moderate genotoxic injuries were observed
mainly in the liver and to a lesser extent in the bone marrow after a daily consumption of
contaminated food for 15 and 30 days. No genotoxicity was found in peripheral blood. The
study of DNA damage by means of the Comet assay was confirmed as a sensitive criterion for

assessing bioavailability and genotoxicity of food pollutants for consumers. The threshold of
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contamination of mussels below which no genotoxicity could be expected, is in the range of
6-34 ug TEQs/kg d.w. (69-310 pg of the 16 PAHs /kg of food d.w.). Complementary studies
would be necessary to define thresholds of food contamination which would be devoid of
toxic effects for consumers and to study the reversibility of genotoxic effects after the
consumption of contaminated food. Finally, only the 16 PAHs selected by US-EPA for
biomonitoring were taken into account in the actual recommended level and more knowledge

of the other PAH derivatives found in ERIKA polluted samples is needed.
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Concentrations (in pg/kg dry weight mussels)

TEFs * QL? C CM M’ M % M
Polycyclic Aromatic Hydrocarbons
Naphtalene 0.001 1 <QL? <QL* <QL? <QLf <QL?
Acenaphthylene 0.001 10 <QL* <QL? <QL* <QL? <QL?
Acenaphtene 0.001 1 <QL* <QL* 8 9.4 16.7
Fluorene 0.001 1 <QL* <QL* <QL* 1211 659+ 13
Phenanthrene 0.001 1 <QL? 273 37.7+7 33.5+2 88.2 + 31
Anthracene 0.01 1 <QL* <qQL* 8.8 <QL* 12.1
Fluoranthene 0.001 1 <QL* 354 61.2+10 146.9 £ 12 100.8 £ 77
Pyrene 0.001 1 <QL? <QL* 574+9 84.4+7 140.6 + 15
Benzo(a)anthracene 0.1 1 <QL* <QL* <QL* <QL* <QL*
Chrysene 0.01 1 <QL* <QL* 924+ 1 203.1+8 269.4 + 14
Benzo(b)fluoranthene 0.1 1 <QL* <QL* <QL* <QL* <QL*
Benzo(k)fluoranthene 0.1 1 <QL* <QL* <QL* <QL* <QL*
Benzo(a)pyrene 1 1 <QL* 6.2 324+5 79.4 176.1
Dibenzo(ah)anthracene 5 5 <QL” <QL* <QL* <QL* <QL*
Benzo(ghi)perylene 0.01 5 <QL* <QL* 22.2 <QL* <QL*
Indeno(1,2,3-cd)pyrene 0.1 5 <QL* <QL* <QL* <QL* <QL*
Sum (pg/kg) - - - 68.9 312.1 568.8 869.8
TEQs ** - - - 6.26 33.80 81.71 179.33
Substituted and related PAHs

Methyl Phenanthrenes - 1 - 16 - 41 39
Methyl Chrysenes - 1 - 5 - 184 133
Dibenzothiophenes - 1 - <QL* - 1 |
Benzo(b)naphtothiophenes - 2 - <QL* - 24 18

Table 1: PAHs and related contaminants in standard croquettes (C), and mussels sampled in a non impacted site (CM), and in impacted areas
(M"; M""; M) : chemical analyses of the 16 PAHs on the priority list of US-EPA by HPLC (in pg/kg dry weight) and analysis of substituted
and related PAHs by GC-MS (in pg/kg dry weight) (* quantification limits in pg/kg d.w. ; * toxic equivalent factor in B(a)P and ** toxic equivalent quantities (in
ug of B(a)P per kg of food dry weight) according to Nisbet et Lagoy, 1992)).
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Figure 1 : DNA damage in hepatocytes of rats fed during 15 or 30 days with either standard
food (C), mussels sampled in a non impacted site (CM), or in areas impacted to various
degrees by the oil slick (M*, M™ and M™™) (6 animals per treatment ; Classes of DNA
damage in the cell population considering DNA percentage in the tail : 0-20 % (class 0), 20-
40 % (class 1), 40-60 % (class 2), 60-80 % (class 3) and >80 % (class 4) ; * significative
difference with control (p  0.05)) : (a) : Proportions of cells (%) in the 5 arbitrary classes of
DNA percentage in the tail and (b) : Distributions of cells in the classes of DNA damage 1 to
4.
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Figure 2 : DNA damage in bone marrow cells of rats fed during 15 or 30 days with either
standard food (C), mussels sampled in a non impacted site (CM), or in areas impacted to
various degrees by the oil slick (M', M and M™™) (6 animals per treatment ; Classes of
DNA damage in the cell population considering DNA percentage in the tail : 0-20 % (class 0),
20-40 % (class 1), 40-60 % (class 2), 60-80 % (class 3) and >80 % (class 4) ; * significative
difference with control (p  0.05)) : (a): Proportions of cells (%) in the 5 arbitrary classes of

DNA percentage in the tail and (b): Distributions of cells in the classes of DNA damage 1 to
4,
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Figure 3 : DNA damage in peripheral blood nucleated cells of rats fed during 15 or 30 days
with either standard food (C), mussels sampled in a non impacted site (CM), or in areas
impacted to various degrees by the oil slick (M*, M™" and M"™") (6 animals per treatment ;
Classes of DNA damage in the cell population considering DNA percentage in the tail : 0-20
% (class 0), 20-40 % (class 1), 40-60 % (class 2), 60-80 % (class 3) and >80 % (class 4)) : (a)
: Proportions of cells (%) in the 5 arbitrary classes of DNA percentage in the tail and (b) :
Distributions of cells in the classes of DNA damage 1 to 4.



C15 CM 15 M'15 M™15 M™15 C30 CM 30 M'30 M'"30 M'30
Hepatocytes
% cells in classes of DNA damage
80-100 0 0 0 0 0.1 0 0 0 0 0
60-80 0 0 0 0.5 1.2 0 0 0.2 0.4 L5
40-60 0.1 0.1 1.4 1.7 5.2 0 0.1 1.6 33 82
20-40 1.8 24 12.3 12 20.9 2.6 3.1 12.9 13.7 23.2
0-20 98.1 97.5 86.3 85.8 72.6 97.4 97.8 85.3 82.6 67.1
Averaged Tail DNA 3.8 4.3 8.5*% 9.7% 13.8* 4.5 4.7 88* 10.7 * 155 %
S.E.M. 0.8 0.7 1.8 1.6 34 1.0 0.9 1.4 0.9 2.1
Bone marrow cells
% cells in classes of DNA damage
80-100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60-80 0 0 0.2 0 0.2 0 0 0.1 0.2 0.2
40-60 0 0.1 1.1 1.1 2 0 0.1 0.9 2.6 32
20-40 1.8 2.9 8 8.3 10.5 19 2.8 59 15 14.8
0-20 98.2 97 90.7 90.6 87.3 98.1 97.1 93.1 82.2 81.8
Averaged Tail DNA 4.1 4.3 7.2 % 7.5* 8.7* 4.2 4.5 6.2 99 * 10.8 *
S.E.M. 0.7 0.8 1.9 1.3 1.7 0.7 0.8 1.7 1.2 2.0
Peripheral blood nucleated cells
% cells in classes of DNA damage
80-100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60-80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40-60 0.1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
20-40 0.8 1.6 2.3 1.6 0.9 1.7 1.7 1.7 1.6 0.9
0-20 99.1 98.4 97.7 98.4 99.1 98.3 98.3 98.3 98.4 99.1
Averaged Tail DNA 3.7 3.6 4.0 4.2 3.8 3.9 4.0 4.2 3.9 3.6
S.EM. 0.4 0.2 0.7 04 0.4 0.6 0.9 0.5 0.4 0.5

Table 2 : Distribution parameters of DNA damage in the three cell populations by comet assay (expressed in terms of DNA percentage in the tail
: averaged Tail DNA and S.E.M.) for rats fed during 15 or 30 days with food constituted with either standard croquettes (C), or mussels sampled
in a non impacted site (CM) and in less and more impacted areas (M'; M™; M"™) (900 cells per treatment were analyzed) (* significative
difference with controls noted C (p< 0.01))



Contamination level Unit CM M* M M

Total 16 PAHs in mussels pg/kg dry weight 69 310 570 870
. ng/kg dry weight 6 34 82 179

TEQs in mussels ng/kg fresh weight (ppb) 0.8 4.5 11 24
. ng/kg fresh weight mussels* 0.01 0.06 0.14 0.31

TEQs per animal / day ug/kg body weight rat** 005 029 070 1.5

Table 3 : PAH concentrations in the batches of control and contaminated mussels and corresponding daily
intake of rats fed with mussels
(* rats were fed a diet of 13 g fresh weight mussel per day ; ** calculated on a averaged weight of 200 g )



. CLASS 0: tail DNA 0-20 %

CLASS 1 : tail DNA 20-40 %

.- CLASS 3: tail DNA 60-80 %

Figure 4 : Examples of nuclei observations in each class of DNA damage (class 0 to 3 ;
hepatocyte)



Résultats

Troisieéme étude (ARTICLE 3)

Réversibilité des effets génotoxiques chez des mammiferes nourris

avec des moules contaminées lors d'une marée noire.
(Reversibility of genotoxic effects in mammals fed a diet of oil spill-contaminated mussels)

L’objectif de ce travail était de compléter les deux études précédentes en €tudiant la
réversibilité des dommages & ' ADN observés lors du transfert alimentaire des polluants de
marée noire. Le protocole d'exposition est identique a la seconde étude. Des lots de 4 rats ont
requ comme nourriture des moules témoins ou des moules contaminées, durant 12 jours a
raison d’un repas quotidien de bivalves. Les dommages a 'ADN ont été recherchés a trois
dates consécutives : trois jours aprés le dernier repas, dix jours apres, et dix-sept jours apres la
fin de l'exposition. Entre la fin de I’exposition et les dates de sacrifice, les animaux ont regu
une nourriture standard (croquettes UAR, Epinay-sur-Orge). Deux niveaux de contamination
de la nourriture ont été étudiés (somme des 16 HAPs dans la mati¢re séche) : 230 et 570
pg/kg. La génotoxicité a été étudiée par le test des cometes dans les hépatocytes, les cellules
de moelle osseuse et les cellules nucléées du sang périphérique.

Des effets génotoxiques sont observés dans le foie et la moelle osseuse de rats nourris
pendant quinze jours par des moules contaminées par des polluants de marée noire. Aucun
effet n'est jamais observé au niveau des cellules nucléées du sang périphérique. La
génotoxicité enregistrée dans la moelle osseuse n'apparait que dans le cas de l'ingestion
quotidienne des moules les plus contaminées. Dés la premiére semaine apres l'arrét de
I'exposition, une réduction des niveaux de dommages est mise en évidence au niveau du foie
et de la moelle osseuse. Une semaine plus tard, la réparation apparait compléte dans les deux

tissus, traduisant l'efficacité des systémes de réparation de I'ADN chez les mammiferes.

Ces résultats confirment ceux des précédentes études et soulignent l'intérét du
test des cométes pour étudier la génotoxicité d'échantillons environnementaux ainsi que
I'évolution des dommages 2 I'ADN consécutifs aux expositions. L'absence de risques
inhérents a la consommation de fruits de mer contaminés ne peut étre affirmée, au vu
des résultats de ces différents travaux. Cependant, un retour complet en deux semaines,
des niveaux de dommages a I'ADN vers les niveaux de base observés dans les témoins est

enregistré aux doses étudiées.
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REVERSIBILITY OF GENOTOXIC EFFECTS IN MAMMALS FED A DIET OF OIL
SPILL-CONTAMINATED MUSSELS*

LEMIERE Sébastien', COSSU-LEGUILLE Carole', JOURDAIN Marie-José’, LANHERS
Marie-Claire®, BURNEL Daniel’ and VASSEUR Paule'

'ESE, CNRS FRE 2635, University of Metz, UFR SciFA, Av. General Delestraint, F-57070 Metz, France ;
2IRH Environnement, 11 bis rue Gabriel Peri, BP 286, F-34515 Vandoeuvre-les-Nancy ;
JINSERM U420, Faculté de médecine, 9 Av. Forét de Haye, F-54505 Vandoeuvre-les-Nancy

Abstract : Our work aimed to estimate the genotoxicity and reversibility of DNA damage in
rats after repeated ingestion of oil spill-contaminated food. Rats were fed daily for 2 weeks
with mussels contaminated with polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) after the wreck of
the Erika tanker. Two levels of mussel contamination below or roughly equivalent to the
guide-value of PAHs in sea food [500 pg total PAHs /kg dry weight (d.w.)] defined by
AFSSA (Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments) were tested : 230 and 570 pg
PAHs/kg d.w. mussel. Rats were monitored over two weeks after the contamination period.
Genotoxicity was studied in the liver, the bone marrow and peripheral blood by means of the
single-cell gel electrophoresis (COMET) assay. DNA damage was registered in the liver and
the bone marrow of rats at the onset of the decontamination phase, but not in the circulating
blood. Genotoxicity was registered in the liver for both levels of mussel contamination, while
it was registered in bone marrow only at 570 pg PAHs/kg d.w. mussels. The return of DNA
integrity to the baseline level was registered in the liver within one week in rats fed the 230
ng PAHs/kg d.w. contaminated diet, while it required two weeks at 570 pg PAHs/kg d.w..

Return to basal levels in bone marrow cells was also observed within two weeks.

Keywords : polycyclic aromatic hydrocarbons ; COMET assay ; DNA damage ; food transfer

; oil pollutants
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INTRODUCTION

After an oil slick, it is necessary to evaluate the sanitary risks presented by pollutants in edible
marine invertebrates. Indeed, pollutants bioaccumulated in bivalves could be transferred
through the food webs, thus inducing hazardous effects in consumers. After the wreck of the
Maltese oil tanker Erika, twenty thousand tons of fuel oil poured into the marine environment.
The cargo consisted of a type-2 heavy fuel oil, which was a distillation residue of crude oil
containing a high fraction of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs). These hydrocarbons,
and especially the congeners with five or six aromatic rings, are known for their genotoxic
and carcinogenic properties in vertebrates (IARC, 1973, 1987). PAHs are bioaccumulated in
bivalves, in which their half life is much longer than in fish (Stegeman and Lech, 1991 ;
Meador et al., 1995). Therefore the transfer of these compounds to humans via food is a
concern. A guide-value for marine products contaminated by the oil spill was rapidly fixed by
the French Agency for Food Safety (Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments
(AFSSA, 2000)) after the Erika oil slick. A total of 500 pg total PAHs/kg d.w. edible marine
invertebrates was a threshold above which the selling of seafood to consumers was forbidden.
The sixteen PAHs whose quantification had been recommended in seafood were naphtalene,
acenaphthylene, acenaphtene, fluorene, phenanthrene, anthracene, fluoranthene, pyrene,
benzo(a)anthracene, chrysene, benzo(b)fluoranthene, benzo(k)fluoranthene, benzo(a)pyrene,
dibenzo(ah)anthracene, benzo(ghi)perylene and indeno(1,2,3-cd)pyrene. They corresponded
to the US-EPA priority PAHs in environmental biomonitoring (OFR, 1982).

In a previous study, we demonstrated that genotoxicity in rats resulted from the repeated
ingestion of Erika oil-contaminated mussels given to rats once every two days during a period
of 2 and 4 weeks (Lemiere et al., in press). Genotoxicity was observed in the liver and the
bone marrow, but not in the circulating blood.

Here we investigate the genotoxicity and recovery of DNA damage in rats fed a diet
consisting of fuel-oil contaminated mussels containing a PAH level below or fairly close to
the guide-value recommended by AFSSA. The purpose of this study is to evaluate the
soundness of this threshold. Two levels of PAH contamination related to the 16 US-EPA
compounds in mussels were studied : 230 and 570 pg PAHs/kg d.w. mussels. Bivalves had
been sampled in areas of the South coast of Brittany impacted by the oil slick. Mussels
sampled on the North coast of Brittany, non impacted by the Erika pollution, served as food
for control rats (CM). Rats were fed with mussels daily for 2 weeks. Genotoxicity was

evaluated during an additional period of 17 days after the end of the oral exposure period.
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DNA damage in rats was assessed by means of the single-cell gel electrophoresis (COMET)
assay carried out on cells from the liver, the bone marrow and peripheral blood. The COMET
assay is a microelectrophoretic technique used on isolated nuclei in agarose gel, first
described by Singh et al., (1988) and measuring not only direct single and double strand
breaks but also alkali-labile sites and secondary strand breaks consecutive to enzyme repair
activity (Speit and Hartmann, 1995 ; Horvathova et al., 1998). This assay has demonstrated its
usefulness in the study of genotoxicity of environmental samples and is considered a useful
tool in genetic toxicology and in ecotoxicology owing to its sensitivity and its cell-by-cell
approach (Nacci ef al., 1996 ; Cotelle et Férard, 1999 ; Sumathi et al., 2001 ; Rajaguru et al,
2003 ; Roy et al., 2003).

MATERIALS AND METHODS

Mussels (Mytilus sp.) were initially collected from sites of the French Atlantic coast impacted
to various degrees by the Erika oil slick. Sampling was carried out by IFREMER (Institut
Francais de Recherche pour 1’exploitation de la Mer) in Nantes. The mussels were kept at —
20°C. We made up food batches whose levels of PAH contamination were 230 and 570 pg
total PAHs / kg dry weight (d.w.) mussels. The food preparation and the quantification of
PAH derivatives were conducted as described previously (Lemiére et al., in press).

Three groups of twelve male Wistar rats were randomly composed. The control rats (CM)
daily received control mussels (CM) sampled in the non-impacted site named Les
Saumonards in North Brittany (France). Rats receiving a diet of artificial food — croquettes
delivered from UAR (Epinay-sur-Orge, france) - were used as additional controls. The other
animals received a ration of 13 g (fresh weight) mussels daily, during a period of fifteen days,
- either the contaminated mussels M+ (230 pg PAHs / kg d.w.) or M++ (570 pg PAHs / kg
d.w.). During the recovery phase, the animals were fed croquettes only. Four rats from each
lot were sacrificed three days after the last meal of contaminated food (noted to), four others
seven days later (t7), and the last four fourteen days later (t.14). The control rats fed the
artificial food were killed at t and t+ 4 only.

All the collected tissues (liver and peripheral blood) were stored at -196°C in liquid nitrogen
except intact femurs which were kept at -20°C before bone marrow extraction. Cellular
suspensions of bone marrow were prepared by scraping and washing the inside of the femur
with phosphate-buffered saline (PBS, Ca™ and Mg™ free, pH 7.4) with 10 %
dimethylsulfoxide (DMSO) added and then stored at —196° C, after progressive freezing.
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DNA damage was quantified by means of the Comet assay according to Singh et al. (1988)
with minor modifications described previously (Lemiére et al., in press). To summarize,
assays were performed in triplicate under inactinic light at 4°C, for each sample. After
electrophoresis, nuclear DNA was stained with 25 uL ethidium bromide (20 pg/mL) and
observed using an epifluorescence microscope (BX60 Olympus) connected to an image
analysis system (Komet 3:1, Kinetic Imaging Ltd). Fifty cells from each tissue were analyzed
per slide, three slides were examined per animal and four animals per group, so that 600 cells
(50x3x4) were observed for each variation studied. Cells were scored randomly on the central
part of the gel. All slides were coded and scored blindly. The percentage of DNA in the tail
was chosen to express DNA damage and arbitrary classes of DNA damage in cell populations
were defined according to this parameter : 0-20 % (class 0), 20-40 % (class 1), 40-60 % (class
2), 60-80 % (class 3) and >80 % (class 4). Non-parametric statistical tests were used to
compare the results : the Kruskal-Wallis and the median tests, applied to raw data, were used
to compare the different variations while cellular distributions were analyzed by means of the
Chi-square test. Differences in cells of treated rats as compared to controls (CM) or between

individuals at different times, were considered as significant when p <0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

PAH contamination profiles of mussels were different in the impacted areas compared to the
non-impacted sites (table 1). PAH contamination was not absent in mussels sampled at the
non-impacted station “Les Saumonards” (CM), but their tissue content in the 16 PAHs (69
pg/kg d.w.) was below the chronic level of mussel contamination registered around the
French coasts (130 pg/kg d.w.) (RNO, 2002). In mussels sampled in areas impacted by the
Erika oil slick, PAHs with 5 aromatic rings were represented by benzo(a)pyrene (BaP) and
benzo(b)fluoranthene, but no compounds with 6 aromatic rings were present. The sum of the
16 PAHs was expressed in toxic equivalent quantities (TEQs) using the toxic equivalent
factors (TEFs) to BaP as defined by Nisbet and Lagoy (1992). TEQs reached 31 in M+ and 82
ug TEQs/kg d.w. in M++ while it was 6 pg TEQs/kg d.w. in control mussels. Methylated
PAHs and benzothiophenes were also found in the contaminated mussels, but were not taken

into consideration in TEQ values, because no TEF had been established for these compounds.

The baseline of DNA breaks in liver, bone marrow and peripheral blood was similar in

control rats whether they were fed control mussels or an artificial diet, and the mean
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percentage of DNA in the tail averaged 4.35 + 0.8 % in hepatocytes, 4.2 + 0.1% in bone
marrow cells and 4.2 £ 0.7 in blood cells.

In rats fed with the Erika contaminated mussels, no significant DNA damage was observed in
nucleated cells of peripheral blood during the whole experiment, whatever the level of mussel
contamination. Globally, the level of DNA damage in this tissue averaged 4.8 £ 0.6 % , a
value similar to the baseline measured in control rats (p = 0.73) (table 2).

On the other hand, at the first date of sacrifice to, DNA damage was registered in the liver and
the bone marrow of rats fed with the most contaminated mussels M++ (570 pg/kg dw). Only
lesions of the liver were recorded in rats fed M+ mussels. The mean percentages of DNA in
the tail averaged 8 + 1.0 % in these three cell populations (table 2). Cells with a higher level
of damage (class 2) were recorded in the liver and the bone marrow of rats fed mussels M++
compared to rats fed mussels M+ (figure 1).

During the following two weeks, DNA lesions dropped in both tissues. In hepatocytes, DNA
integrity totally recovered within 7 days in rats M+ (230 pg/kg dw), but within 14 days in rats
M++ (570 pg/kg dw). At tis, recovery in rats M++ concerned primarily highly damaged cells
of class 2, while no change appeared in class 1 cells. At t.14, the hepatocyte population had
returned to the baseline level and was similar to the controls.

In bone marrow, the number of DNA damaged cells in rats M++ decreased at t.; , the
decrease concerned class 1 and class 2 damaged cells. Recovery was only observed at t.i4,

no significant difference with controls being noted at that time (p < 0.10).

To summarize, genotoxic effects were registered in the liver and the bone marrow 3 days after
the last ingestion of a daily contaminated diet of fifteen days. Repair was total within the
following two weeks in both tissues. The lower the level of mussel contamination, the faster
the recovery, as shown in hepatocytes within 7 days in rats fed M+ mussels. No impact of
PAH contaminated mussel consumption, was observed in circulating blood.

The intensity of DNA damage in the liver remained moderate, with an average level of DNA
in the tail not exceeding 8 % and a proportion of damaged cells of class 1 and 2 inferior to
15%. This study confirmed our previous results (Lemiére et al., in press) on account that : (1)
the liver appeared more sensitive than the bone marrow to genotoxicity of the ingested
pollutants ; (ii) the DNA background damage in controls averaged 4.3 + 0.5 % expressed as
median tail DNA in the liver and the bone marrow. These results were in accordance with

backgrounds of median tail DNA % found by other authors, i.e. 4 £ 1% (Moller et al., 2002)
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and 4 + 2 % (Dybdahl et al., 2003) in the liver of Big Blue rats, and in the range 4-5 % in the
liver and gills of fish (Belpaeme er al., 1998) ; (iii) repair occurred rapidly and was efficient
enough to counterbalance the effects of genotoxic agents at the low level of contamination as
shown in bone marrow. Efficiency appeared also in our previous study in which DNA damage
in rats fed 310 pg/kg d.w. mussels did not increase although the duration of contamination
was twice as long.

In the present study, DNA integrity recovered in less than 10 days after the last ingestion of
contaminated food at the low PAH level (230 ug/kg d.w. mussels). It is possible that total
recovery occurred before the end of the 7-day period separating COMET measurements in our
experiment design.

Generally, DNA repair is triggered rapidly after initiation of DNA damage. Yet, as long as
genotoxic pressure overwhelms repairing capacity, repair is masked and becomes apparent
only after exposure to genotoxic agents has stopped. The speed of recovery depends on
several factors : the cell type studied, the species, the exposure lengths, the genotoxic agent
and the intensity of initial damage (Pandrangi et al., 1995 ; Ralph et al., 1996; Rajaguru et al.,
2001 ; Taddei et al., 2001; Aoyama et al., 2003 ; Hook and Lee, 2004 ; Russo et al., 2004). In
rats fed a single ingestion of a metal-contaminated diet, repair was significant 24h after the
peak of DNA damage could be observed and occurred within 72h after treatment with
mercury (Grover et al., 2001), nickel (Dana Devi et al., 2004), chromates (Dana Devi et al.,
2001) and lead (Dana Devi et al., 2000). Recovery was also obtained within 20h in grass
shrimp, Paleomonetes pugio, exposed to Chrome VI, while larvae, at the developmental stage
IV, were less susceptible to DNA damage, but also less competent in repair (Hook and Lee,
2004). Repair was effective 24h after the peak of damage in erythrocytes of the newt after
exposure to MMS (methyl methane sulfonate) (Ralph et al., 1996). Rajaguru et al. (2001)
observed a complete repair in erythrocytes of Rana hexadactyla, 24h after exposure of the
amphibians to EMS (ethyl methane sulfonate) and 48h after their exposure to organic sulfur
dyes. Yet, repair may take much longer as was found in rats exposed to EGME (ethylene
glycol methyl ether) in bone marrow and spermatocytes (Anderson et al., 1996). In this case,
DNA damage still remained significant two weeks after the end of the exposure.

Repair had been mainly studied in cells in which the kinetics of repair is fast and especially

after ionizing treatment. Only a few studies have been conducted ir vivo.

A high rate of repair is a condition for safety and DNA integrity, because DNA breaks can be

transformed into non-reversible mutations if repair is delayed. Therefore, the consequences of
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genoxicity recorded in rats receiving a diet contaminated with 570 pg PAHs/kg dw mussels is
a matter for discussion although damage was repaired within two weeks. Indeed, before DNA
integrity is restored, the structural genomic alterations may result in a dysfunction of the
corresponding genomic sequences. Mutations could result from DNA damage produced
during the replication phase (Christmann et al., 2003, Sarasin, 2003).

Genomic alterations of housekeeping genes, protooncogenes, and tumor suppressor genes
may be detrimental to the cell cycle control and to the differentiation of highly active dividing
cells. The bone marrow is the site of origin of pluripotent stem cells, which are self-renewing
cells from which all other hematopoietic cells are derived. DNA damage in bone marrow, - a
tissue characterized by its constant mitotic activity, rapidity and intensity of cell division and
differentiation, - may have harmful consequences to blood and immune systems.
Consequently, the probability that the genome of dividing cells is altered during the two
weeks required for repair is not negligible, even though no abnormal DNA breaks were found

in peripheral blood.

The Comet assay is appropriate for the detection of hazardous effects of genotoxic agents. It
gives an instant picture of the intensity of damage affecting the genome and integrating the
effects of genotoxic agents and of repair systems. Yet, it is not sufficient in itself to assess the
long term consequences of DNA alterations.

In the present case, the AFSSA threshold of 500 pg total PAH/kg d.w. mussels would be
equivalent to 70 pg TEQ/kg d.w. mussels, a value extrapolated from TEQs of M+ and M++
mussels. From the results of this study, it cannot be concluded that the AFSSA threshold of
500 pg total PAH/kg dw mussels is a guarantee of safety for consumers. Indeed, recovery of
DNA integrity was observed after the oral contamination with mussels containing 570 pg
total PAHs /kg d.w. (82 ng TEQs/kg d.w), a level close to the AFSSA threshold, but only
after a period of 2 weeks. No damage was found in bone marrow at 230 ug/kg dw mussels,
therefore a threshold of 31 ug TEQs/kg dw mussel could be proposed rather than the present
AFSSA guide-value, if bone marrow effects are taken into consideration. This proposal holds
true provided that the liver genomic lesions observed at this level are insignificant because of
rapid repair. Otherwise, only a threshold below 31 pg TEQs/kg dw mussel would be
acceptable. Additional studies would be necessary to specify the level of mussel
contamination between 6 pg TEQs/kg d.w. mussel — the level in control mussels - and 31 pg

TEQs/kg d.w. mussel, deemed to be devoid of genotoxicity in the liver.
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CONCLUSION

An absence of risks linked to the consumption of contaminated seafood could not be
ascertained from these results. The threshold of contamination of the mussels, at which
genotoxicity was recorded in the liver was 31 ug TEQs/kg d.w. mussels or 235 pg total PAHs
/kg d.w.. Certainly, the study related to a daily intake of contaminated mussels during two
weeks is not fully representative of human consumption ; yet, this is not a worst-case scenario
because higher PAH concentrations in Erika-contaminated mussels could be found during the
months following the oil-spill. A lower guide-value than the present AFSSA threshold of 70
ng TEQs/kg d.w. seafood would be adviseable.

For a better extrapolation from chemical analyses to biological effects, it would be useful to
know the genotoxic activity of substituted PAHs and thiophenes in order to take into account
all mussel contaminants in TEQ assessment when no biological survey in consumers is
conducted.

These results confirm the usefulness of the comet assay as a diagnostic tool in environmental
genotoxicology. DNA damage was registered in rats fed with contaminated mussels, thus
underlining that genotoxic pollutants in oil-contaminated mussels are bioavailable to
consumers. Although DNA damage observed in the liver and the bone marrow did not last

beyond two weeks, the consequences of genotoxicity before repair have to be considered.
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TEFs * QL' C CM M* M

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons

Naphtalene 0.001 I <QL" <QL" <qQLf <QL"
Acenaphthylene 0.001 10 <QL" <QL* <qQLf <QL’
Acenaphtene 0.001 1 <QL" <QL* 22 9.4
Fluorene 0.001 1 <QL" <QL* 28 12.1+ 1
Phenanthrene 0.001 1 <QL" 273 293 33542
Anthracene 0.01 1 <QL* <qQL* <qQLf <QL"
Fluoranthene 0.001 I <QL" 354 569  1469%12
Pyrene 0.001 1 <QL" <QL* 317 84.4+7
Benzo(a)anthracene 0.1 1 <QL" <QL’ 16.2 <QL*
Chrysene 0.01 1 <QL" <QL* 575 203.1+8
Benzo(b)fluoranthene 0.1 1 <QL" <QL’ 9.2 <QL’
Benzo(k)fluoranthene 0.1 1 <QL" <qQL* <qQLf <QL*
Benzo(a)pyrene 1 1 <QL" 62 27.5 79.4
Di-benzo(ah)anthracene 5 5 <QL" <QL* < QL” <QL"
Benzo(ghi)perylene 0.01 5 <QL" <QL" <QL’ <QL’
Indeno(1,2,3-cd)pyrene 0.1 5 <QL" <qQL" <qQL' <QL
Sum (pg/kg) - - - 68.9 233.2 568.8
TEQs ** - - - 6.3 30.7 81.7
Substituted and related PAHs
Methyl Phenanthrenes - 1 - 16 8 41
Methyl Chrysenes - 1 - 5 30 184
Dibenzothiophenes - 1 - <QL’ 1 1
Benzo(b)naphtothiophenes - 2 - <QLf 3 24

Table 1: PAHs and related contaminants in standard food (C) and in mussels sampled in a non
impacted site (CM), and in impacted areas (M and M' ") (concentrations in pg/kg dry weight
; ¥ quantification limits in pg/kg d.w. ; * toxic equivalent factor in B(a)P and ** toxic
equivalent quantities (in pg of B(a)P per kg of food dry weight) according to Nisbet et Lagoy,
1992).
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Figure 1: Evolution of the proportions of cells observed in the classes of DNA damage : 20-
40%, 40-60 % , 60-80 % and > 80 % (Tail DNA) for hepatocytes and bone marrow cells of
rats fed during 15 days with standard food or with mussels sampled in a non impacted site
(CM), or in less and more impacted areas (M" and M), and sacrificed at spread out dates :
three days after the end of food exposure (tp), seven days later (t+7) and fourteen days later
(t+14) (4 animals for each modalities).



Ct Ctois CM tg CM tyy CM tiyy M tg M’ [ M" 114 Mty M tey M t+14

HEPATOCYTES
% of cells in classes of DNA damage
80-100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60-80 0 0 0 0 0 0 0 0.3 0 0
40-60 0.1 0 0.2 0 0.2 1.2 0.3 0.2 1.7 0.5 0
20-40 1.8 2.6 2 23 1.8 11.7 25 2.8 8 8.3 3.3
0-20 98.1 97.4 97.8 97.7 98 87.1 97.2 97 90 91.2 96.7
Averaged Tail DNA 3.8 4.5 4.9 4.9 5.3 8.1* 5.5 4.9 7.9 * 6.9 * 4.9
S.E.M. 0.8 1.0 0.5 0.2 0.5 1.0 0.5 0.6 0.8 1.0 0.5
BONE MARROW CELLS
% of cells in classes of DNA damage
80-100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60-80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40-60 0 0 0 0 0.3 0 0 0 1.3 0.7 0.8
20-40 1.8 1.9 1.8 2.8 33 1.2 2.8 3 9.2 5.1 32
0-20 98.2 98.1 98.2 97.2 96.4 98.8 97.2 97 89.5 94.2 96
Averaged Tail DNA 4.1 4.2 4.3 4.2 4.6 4.4 4.4 4.8 79%  58*% 5.2
S.E.M. 0.7 0.7 0.3 0.6 0.7 0.1 1.0 0.7 2.2 1.1 0.5
PERIPHERAL BLOOD NUCLEATED CELLS
% of cells in classes of DNA damage
80-100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
60-80 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
40-60 0.1 0 0 0 0 0.2 0.2 0.5 0.3 0 0.5
20-40 0.8 1.7 3.2 4 4 2.7 33 2.8 2 3.5 3.2
0-20 99.1 98.3 96.8 96 96 97.1 96.5 96.7 97.7 96.5 96.3
Averaged Tail DNA 3.7 39 4.7 4.8 5.0 4.4 4.7 4.9 4.7 5.1 5.0
S.E.M. 0.4 0.6 0.4 0.7 1.5 0.7 0.5 0.1 0.6 0.7 0.3

Table 2 : DNA damage (Averaged TAIL DNA percentages and S.E.M.) in the three cell populations by comet assay for rats fed during 15 days
with either standard food or mussels and sacrificed at spread out dates 3 days after the end of food exposure (to), 7 days later (t+7) and 14 days
later (t-14) (600 cells per treatment were analyzed ; * significative difference with control mussels at the same time (p  0.05))
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Seconde partie (ARTICLE 4)

Dommages 3 I’ADN mesurés par le test des cométes et 8-0xo-7,8-
dihydro-2’-déoxyguanosine mesurée par HPLC-EC en conditions de

stress oxydatif chez le bivalve dulgaquicole Unio tumidus

(DNA Damage (Comet assay) and 8-oxodGuo (HPLC-EC) in relation to oxidative stress in

the freshwater bivalve Unio tumidus)

La seconde partie de ce travail concernait des expositions in vivo au benzo(a)pyrene et
au fer ferrique de bivalves dulgaquicoles Unio tumidus. Nous avions comme objectif 1'é¢tude
des relations entre deux paramétres de génotoxicité et un paramétre de toxicité : la mesure des
taux de 8-oxo-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine, l'étude des dommages a 'ADN mesurés par le
test des cometes et les niveaux de malondialdéhyde, indicateurs de la peroxydation lipidique,
dans le cadre d'une exposition a des xénobiotiques capables d'induire un stress oxydant. Ces
travaux visaient a étudier le lien entre un stress oxydant et des effets toxiques et génotoxiques
chez cet invertébré et & approcher les possibles effets de synergies toxiques entre le B(a)P et
le fer ferrique. Nous souhaitions étudier la complémentarité d'une approche multimarqueur et
l'informativité de chacun des paramétres au laboratoire en vue d'applications ultérieures sur le
terrain, en conditions environnementales.

Les bivalves ont été exposés pendant 6 jours, en conditions contrblées avec un
changement quotidien du milieu d'exposition. Les concentrations de toxique utilisées étaient :

- 20 et 40 mg/L de Fe’*
- 50et 100 pg/L de B(a)P

Chaque concentration a été utilisée seule ou en mélange afin d’étudier les effets des
coexpositions. Les niveaux de malondialdéhyde ont été mesurés dans les branchies et la
glande digestive, en parallele aux deux marqueurs de génotoxicité. Le test des cometes a été
appliqué suite aux expositions dans les cellules branchiales, de glande digestive et les
hémocytes. La 8-0x0-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine a été recherchée par chromatographie
liquide haute performance, couplée a la détection électrochimique (HPLC-EC), dans les

branchies et la glande digestive.
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La lipoperoxydation, évaluée par les niveaux de malondialdéhyde, utilisée comme
marqueur de toxicité, augmente significativement apres les expositions au benzo(a)pyréne et
au fer ferrique, pour toutes les modalités étudiées. Les dommages oxydatifs a I'ADN
augmentent principalement dans les branchies et la glande digestive, dans le cas des
expositions au B(a)P, de méme que les cassures & 'ADN dans les cellules de glande digestive
et les hémocytes. Aucune relation dose effet n'est clairement observée pour les deux
composés. Aucune synergie toxique n'est observée dans les cas des expositions aux mélanges
Fer et B(a)P. Une réduction de la lipoperoxydation et des dommages oxydatifs est méme
observée aprés certaines coexpositions. Cette diminution n’est pas toujours significative et la

production de mucus chez les animaux exposés pourrait expliquer en partie cette observation.

Cette étude met en ceuvre deux marqueurs de génotoxicité chez le bivalve Unio
tumidus : les cassures 2 I'ADN mesurées par le test des cométes et la recherche de 8-oxo-
7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine (8-0xodGuo) par HPLC-EC. La peroxydation lipidique a
été évaluée en complément. Les effets d'expositions et de coexpositions au fer ferrique et
au benzo(a)pyréne ont été analysés. La glande digestive d'Unio tumidus est le tissu ou les
dommages a I'ADN les plus importants sont observés, comparativement aux branchies.
Aucune synergie toxique n'est clairement observée entre le fer ferrique et le B(a)P ainsi
qu'aucune relation dose effet pour chaque composé. Dans ce travail, les dommages a
I'ADN, étudiés par le test des cométes n'apparaissent pas comme le paramétre le plus
sensible en conditions de stress oxydant, mais son application dans une approche
multimarqueur est intéressante et permettrait d'apporter une information
complémentaire, notamment en ce qui concerne les différentes réponses tissulaires. Des
études complémentaires sont nécessaires pour tester Phypothése que la production de
mucus entrainerait une biodisponibilité réduite des toxiques étudiés et expliquerait la

diminution de toxicité observée dans certaines coexpositions.
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DNA DAMAGE (COMET ASSAY) AND 8-OXODGUO (HPLC-EC) IN RELATION TO
OXIDATIVE STRESS IN THE FRESHWATER BIVALVE UNIO TUMIDUS’

LEMIERE Sébastien', COSSU-LEGUILLE Carole!, CHARISSOU Anne-Marie’ and
VASSEUR Paule!

'ESE, CNRS FRE 2635, University of Metz, UFR SciFA, Av. General Delestraint, F-57070 Metz, France ;
2IRH Environnement, 11 bis rue Gabriel Peri, BP 286, F-54515 Vandoeuvre-les-Nancy ;
3INSERM U420, Faculté de médecine, 9 Av. Forét de Haye, F-54505 Vandoeuvre-les-Nancy

Abstract : This work aims at studying the relationships between DNA damage and oxidative
stress in the freshwater bivalve Unio tumidus. Two markers of genotoxicity were measured :
DNA breaks by means of the Comet assay in the digestive gland, the gills and hemocytes, and
oxidative DNA lesions by means of 8-oxodGuo measured using high performance liquid
chromatography (HPLC) coupled to electrochemical detection. Lipid peroxidation was
evaluated by measuring malondialdehyde (MDA) tissue levels. Effects were studied after
exposure of bivalves for 6 days to benzo(a)pyrene (B(a)P) (50 and 100 ug/L) and ferric iron
(20 and 40 mg/L), applied alone or in combination.

Lipid peroxidation in the digestive gland and the gills resulted from exposure to Fe* or B(a)P
whatever the concentrations tested. DNA oxidative lesions were induced in the two tissues at
a much higher level after B(a)P exposure than after Fe** treatment. No significant dose-
response relationship was found with the two compounds and no synergistic effect was
observed between Fe’" and B(a)P in each of the conditions tested.

The gills appeared less sensitive than the digestive gland to DNA oxidative lesions expressed
as 8-oxodGuo. DNA breaks were registered in hemocytes and the digestive gland, but not in
the gills. The measurement of DNA breaks by means of the Comet assay was not the most
sensitive parameter for measuring DNA oxidative damage, but appeared complementary to 8-

0xodGuo for DNA lesions.

Keywords : Unio tumidus, freshwater bivalve, 8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine, Comet
assay, DNA damage, malondialdehyde
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INTRODUCTION

The single-cell gel electrophoresis (Comet) assay is a microelectrophoretic technique of
isolated nuclei in agarose gel, first described by Singh et al. (1988), and now extensively used
to study genotoxicity. DNA damage measured using this technique applied at pH > 13,
expresses not only direct single and double strand breaks but also alkali-labile sites and
secondary damage consecutive to repair enzyme activity (Speit and Hartmann, 1995 ;
Horvathova et al., 1998 ; Menke et al, 2001 ; Wozniak and Blasiak, 2003). Alkali-labile
lesions comprised oxidative DNA damage as apurinic and apyrimidinic sites (sites AP)
(Horvathova et al., 1998), but 8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine - a major oxidative
lesion -, could not be detected with this assay. Only the use of specific repair enzyme as
formamidopyrimidine gycosylase (Fpg) could allow to identify this lesion (Collins et al.,
1996, Wozniak et Blasiak 2003).

The 8-0x0-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine (8-oxodGuo) was considered as a relevant marker
of DNA oxidative damage (Collins ez al., 1996). DNA molecules are important targets for
radical attacks (Carr and Balz, 1999) and to date, the authors have been interested mainly to
the modifications of guanine and thymine (Cadet ez al., 1999 ; Evans and Cooke, 2004). 8-
oxodGuo measurement was the most used parameter to assess DNA oxidative damage in
biomonitoring of animal and human populations. This measurement is of interest because of
the biological significance of the lesion and the possible cellular consequences of oxidative
damage (Collins et al., 1996 ; Griffiths et al, 2002). The high performance liquid
chromatography (HPLC) technique coupled to electrochemical detection was shown as the
most appropriate technique for the measurement of 8-oxodGuo. The introduction of
desferroxamine into reagents and buffers, and the chaotropic extraction of DNA by means of
sodium iodide improved the quantification of 8-oxodGuo in tissues, by reducing oxidation

artifacts during sample preparations (Helbock ef al., 1998 ; Pouget et al., 2000).

The present work aimed at studying the responses of the two markers of genotoxicity : DNA
breaks measured by means of the Comet assay and 8-oxodGuo levels in order to assess DNA
damage in the freshwater bivalve Unio tumidus after oxidative stress. The possible effects of
ferric iron and benzo(a)pyrene were studied after 6 days of exposure, in the gills, the digestive

gland and hemocytes.
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Tron could trigger in vivo the production of oxygen reactive species (ROS) responsible for
oxidative stress and lipid peroxidation, via a mechanism involving the Haber Weiss reaction
catalyzed by iron complexed to organic ligands (Castilho e al., 1999).

In vertebrates, B(a)P is known for its genotoxicity due to covalent binding of its active
metabolites to DNA. In invertebrates, the major activation pathway produces quinones,
responsible for oxidative damage through the production of reactive species, - anion
semiquinone radicals and ROS -, via the redox quinone cycle (Michel et al, 1995;
Mitchelmore et al.,1998).

The concentrations of iron and B(a)P tested were representative of polluted aquatic
environments. Concentrations were chosen on the basis of quality levels scored according to
the evaluation system of water quality (SEQ water) established by the French authorities
(Agences de I’Eau, 2000 a). The concentration of 50 pg/L of B(a)P is the threshold
differentiating medium and low grades of water quality (class 2 and 3) ; 100ug/L
corresponded to a low grade of water quality (class 3).

No quality criteria has been established for iron in surface waters, but a threshold of 50 mg/L
has been defined for use in irrigation and cattle watering (Agences de ’Eau, 2000 b). We
chose to study the concentrations of 20 and 40 mg/L, below this threshold.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

Commercial enzymes, 2’-deoxyguanosine (dG), 8-0x0-7,8-dihydro-2’-deoxyguanosine,
Benzo(a)pyrene (B(a)P), N-laurylsarcosinate, phenylmethyl-sulfonyl fluoride,
tetradecyltrimethylammonium bromide and Triton X100 were purchased from Sigma (Saint
Quentin Fallavier, France). Alkaline phosphatase was purchased from Interchim (Montlugon,
France) and the Oxytek DNA Isolation kit reference Zeptometrix 0805001 from Gentaur
Molecular Products (Brussels, Belgium). All other reagents were of analytical,

chromatographic or molecular biology grade.

Animals

Bivalves, Unio fumidus (8-9 cm) were sampled in a control site (La Maxe, France),

continuously surveyed for its small level of chemical pollutions. After collection from this
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site, mussels were immediately kept in reconstituted water at controlled temperature (17° C)

for three days of acclimatization.

Exposure

Groups of 5 bivalves were exposed to benzo(a)pyrene (B(a)P1 =50 ug/L ; B(2)P2 =100 pg/L)
and/or F&’" (Fel = 20 mg/L Fe** ; Fe2 = 40 mg/L Fe**), for 6 days in polyvinyl chloride
(PVC) tanks, in the dark, in reconstituted water at 19 °C. Media were renewed each day. The
vehicle solvent of B(a)P was dimethylsulfoxide (DMSO) used at a final concentration of
0.005 %. Five animals were exposed to DMSO alone at the same concentration. Unio tumidus
were exposed to Fe’* (Fel = 20 mg/L Fe*" ; Fe2 = 40 mg/L Fe’") added or not with DMSO.
Mussels were fed with algae (7x107 cells/L per animal per day), 1 h before the renewal of the
tested medium.

At the end of the exposure period, hemocytes were collected by punction (500 pl) into the
pallial cavity with a syringue introduced through the anterior muscle. The digestive glands
and the gills were dissected out and stored in liquid nitrogen (-196°C) prior to biochemical
analyses. Samples of tissues for DNA damage analyses were kept in phosphate buffered
saline (PBS, 0.01 M, Ca"* and Mg"" free, pH 7.4) containing 10% DMSO as cryoprotector
and stored at -196°C in liquid nitrogen.

Determination of malondialdehyde levels

Malondialdehyde (MDA) levels were measured on total tissue homogenates of digestive
gland and gills as a lipid peroxidation index. Sample preparations and MDA determination
were performed as previously described (Doyotte ef al.,1997 ; Cossu et al, 1997 ; Charissou et
al., 2004). To summarize, thawed tissues were homogenized with a manual Potter in a 50 mM
phosphate buffer (pH 7.6) with 1 mM phenylmethyl-sulfonyl fluoric acid (PMSF) added as
protease inhibitor and 1 mM L-serine/borate mixture as inhibitor of the y-glutamyl
transpeptidase. All the steps were carried out at 4° C. The homogenization of the digestive
gland (0.5 g fresh weight) or the gills (1 g) was performed in 2 mL of phosphate buffer. The
total homogenate was deproteinized for 1 h with 50 % ethanol and centrifuged for 30 min at
30 000 g. 20 pL of the supernatant were injected onto a reversed-phase LiChrospher 100 RP

18 column (Merck, Strasbourg France).
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HPLC separation was performed at 25° C by means of an elution in 25 % ethanol buffer
(KH,PO; 30 mM, NaHPO, 30 mM, pH 6.5), containing 0.5 mM tetradecyl
trimethylammonium bromide as the ion-pair reagent. The HPLC system consisted of a Merck
(Strasbourg, France) model L-6000A, a UV L-4000A detector (Merck-Hitachi, Strasbourg,
France) and a chromointegrator D-2500A (Merck, Strasbourg France). MDA measurements
were duplicated for each tissue and each animal. The statistical differences between the
control and exposed bivalves were assessed by means of the Student's ¢ test. Total protein
content of each fraction was determined according to Bradford (1976) using bovine serum

albumin as standard.

Determination of 8-0xodGuo

Measurements of 2'-deoxyguanosine (dG) and 8-oxodGuo were performed by means of an
HPLC method adapted from Shigenaga et al. (1994) and as previously described (Charissou
et al., 2004) with the modifications recommended by Helbock et al. (1998) and Pouget ef al.
(2000). This method used UV detection (290 nm) for dG and electrochemical detection for 8-
oxodGuo.

All the steps of the sample preparation were carried out at 4°C, under nitrogen atmosphere.
Extraction of tissue DNA was conducted using the Oxytek DNA isolation kit, according to
the recommendations of the manufacturer (Zeptometrix Corporation, Buffalo, USA). This kit
provided a chaotropic extraction procedure of DNA, with desferroxiamine in all buffers and
sodium iodide as chaotropic agent. DNA was then digested by nuclease P1 (final
concentration of 64.7 pug/mL, incubation for 10 min at 65° C). pH was then adjusted to 8.5
with TRIS-HCI] (1 M) and nucleotides hydrolyzed in nucleosides by alkaline phosphatase
(0.2 U/uL, incubation for 1 h at 37° C). A volume of 114 pL chloroform was then added and
the mixture was centrifuged at 12 000 g for 5 min. 50 pL of the supernatant were injected
onto a reversed-phase C18 Supelco Supelcosil LC-18 DB column (Merck, Strasbourg
France). The HPLC System was similar to the one used for MDA analyses and equipped with
an UV detector L-4000A (Merck, Strasbourg, France), in line with an ESA 5100 Coulochem
IT detector (Eurosep Instruments, Cergy-Pontoise, France). The electrochemical detector was
equipped with a conditioning cell (adjusted to 110 mV) and a 5010 analytical cell (electrodes
El and E2 adjusted to 125 and 350 mV respectively, with a sensitivity of 50 nA). The levels
of 8-0xodGuo were expressed as the number of lesions per 10° dG. The statistical differences

between the control and exposed bivalves were assessed by means of the Student's ¢ test.

112



Résultats

Alkaline Single-cell gel electrophoresis (Comet) assay

DNA damage was quantified in hemocytes, and cells of the digestive gland and gills, by
means of the Comet assay as described by Singh et al. (1988) with minor modifications.
Assays were performed under inactinic light at 4°C. The cellular suspensions from solid
tissues (gills and digestive gland) were obtained by mechanical dissociation of 100 mg tissue
in 10 mL PBS (0.01 M, pH 7.4) with 10 % DMSO added as antioxidant before treatment.
Differential centrifugations were used to isolate cells from other scraps. For hemolymph, a
single centrifugation allowed to concentrate samples. Slides were prepared in triplicate for
each sample. 300 pL of cell suspension were added to 300 pL of 1 % low-melting point
(LMP) agarose. 75 pL were transferred onto slides, covered with a coverslip and left on ice 10
min to allow agarose to solidify. The coverslip was gently removed and a second layer (75 pL
of 0.5 % LMP agarose) was spread, covered and left on ice for 10 min. After the removal of
the coverslips, the slides were immersed in freshly prepared cold lysis solution (2.5 M NaCl,
100 mM Na,EDTA, 10 mM Tris — pH 10 — 1 % N-laurylsarcosinate, 1 % Triton X100 and 10
% DMSO) for 2 h (1 hour only for hemocytes), in order to isolate the nuclei and eliminate the
cytoplasm and membranes. Thereafter, slides were placed in an electrophoresis tanker,
covered with electrophoresis buffer (300 mM NaOH, 1 mM Na,EDTA) to allow DNA
unwinding for 21 min, and then electrophoresed (300 mA, 21 min, 20 V). Slides were washed
twice for 10 min in neutralizing buffer (0.4 M Tris, pH 7.5) before dehydration in a batch of
absolute ethanol for 10 min. Nuclear DNA was stained with 25 pL ethidium bromide (20
ug/mL) and observed under a UV light using an epifluorescence microscope (BX60
Olympus) connected to an image analysis system (Komet 3:1 Kinetic Imaging Ltd). Twenty-
five to fifty cells were analyzed per slide, randomly on the central part of the gel. Slides were
independently and scored blindly. The percentage of DNA in the tail was chosen to express
DNA damage because of the small interexperimental and interelectophoresis variation
registered using this parameter (De Boeck et al., 2000).

Averaged Tail DNA and standard deviation were calculated. As Comet data were not
normally distributed, non-parametric statistical tests were used. The Kruskal-Wallis and the
median tests, applied on raw data, were used to compare the different modalities. Data
distributions were analyzed by means of the Chi-square test. The differences in cells of the
treated bivalves as compared to controls and solvent controls were considered as significant

when p < 0.01.
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RESULTS

The whole results were summarized in Table 1. During the 6-day experiment, no sign of
toxicity was registered in the bivalves exposed to the chemicals. Filtering capacities were
maintained. Yet production of mucus was noted in bivalves exposed to each chemicals, but

not in the controls.

Lipid peroxidation

Basal MDA levels averaged 3.7 + 0.5 ng/mg protein in the digestive gland and 4.0 £ 0.4
ng/mg protein in the gills. Lipid peroxidation increased significantly in both tissues for each
treatment (figure 1).

In the digestive gland, MDA concentrations were found in the range 10-12 ng/mg protein
after exposure to Fe** and 9-11 ng/mg protein after exposure to B(a)P. These MDA levels
corresponded to a 3 fold increase compared to controls in case of exposure to Fe’* and a 2
fold increase in case of B(a)P exposure. Although the intensity of the effects seemed to
increase with the chemical concentrations, the difference was not significant between the 2
concentrations of iron or B(a)P tested. No significant effect was found when both compounds
were mixed compared to the effects of the chemicals alone (figure 2).

In the gills, lipid peroxidation was not so high as in the digestive gland, whatever the

chemical tested. No synergistic effect resulted from the mixture of the two chemicals.

Oxidative DNA damage

The basal levels of 8-0xodGuo averaged 2.6 £ 0.5 lesions per 10° dG in the digestive gland
and 3.1 * 0.8 lesions per 10° dG in the gills. In the digestive gland, oxidative DNA damage
increased significantly in bivalves exposed to B(a)P (50 and 100 pg/L) and to iron (40 mg/L)
(figure 2 a).

In the gills, no effect of iron was observed, while oxidative DNA damage increased
significantly after exposure to B(a)P (50 and 100 pg/L) (figure 2 b). The 8-oxodGuo levels
were not enhanced with B(a)P concentration. The co-exposure to B(a)P and Fe’* did not

increase significantly oxidative DNA damage as compared to the effects of the single
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compounds. On the other side, 8-oxodGuo levels decreased after a co-exposure to 100 png/L
B(a)P and 20 mg/L Fe’.

DNA breaks

The basal percentage of Tail DNA averaged 3.6 + 3 % in hemocytes, 4.4 £ 1.2 % in the cells
of the digestive gland and 2.2 + 0.9 % in gill cells. No significant difference was registered in
the gills of control and treated mussels, although a slight increase was observed in the latter
(figures 3c).

In the digestive gland, exposure to B(a)P produced significant DNA damage, but the increase
was similar in all cases. Globally, DNA damage was twice higher in the digestive gland of
bivalves exposed to B(a)P than in controls, whatever the B(a)P concentration tested. No effect
of a co-exposure to Fe** was observed on the genotoxicity of B(a)P.

In hemocytes, (figure 3 a), B(a)P treatment, in combination or not with Fe®", enhanced

significantly DNA damage, whereas iron exposure did not.
DISCUSSION

This study confirmed that exposure to iron and B(a)P produced an oxidative stress in
bivalves. B(a)P induced membrane oxidative damage as well as DNA damage. On the other
hand, Fe**-induced oxidative stress altered membranes prioritarily, but DNA oxidative lesions
were low. No synergistic effects were registered in the case of a co-exposure to both
chemicals.

Whereas lipid peroxidation was high in the two tissues, the gills appeared less sensitive to
DNA oxidative damage than the digestive gland. DNA breaks measured by means of the
Comet assay were observed in hemocytes to a higher extent than in the digestive gland, and

almost after B(a)P exposure.

The basal levels of 8-oxodGuo in control bivalves were low in the present study. Indeed, we
used a chaotropic extraction of DNA which reduced the baseline, especially in the gills. Basal
levels of DNA damage observed in cells of Unio tumidus were in the range 2-4 % DNA in the
tail. They were lower than those observed in marine bivalve, Mytilus edulis or Perna viridis
(Birmelin et al., 1998 ; Mitchelmore e al., 1998 a ; Siu et al., 2004 ; Shaw et al., 2004). In the

literature, basal level of DNA damage expressed in term of Tail DNA percentage ranged from
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2 to 25 % in different cell types of various aquatic organisms (hepatocytes, erythrocytes,
hemocytes, gill cells...). The basal levels observed in tissues of Unio were equivalent to those
observed in freshwater species, such as fish - trout, goldfish, zebrafish - or amphibians
(Belpaeme et al., 1998 ; Mitchelmore et Chipman, 1998 a et b ; Anitha et al., 2000 ;
Schnurstein et Braunbeck, 2001 ; Roy et al., 2003 ; Chemeris et al., 2004).

From the whole results, it appears that good correlations were found between Tail DNA
(Comet assay) and 8-oxodGuo in the digestive gland and in the gills (figure 4). Correlations
between lipid peroxidation and DNA damage — tail DNA or 8-oxodGuo — were also found in
the digestive gland, but not in the gills. The correlation in the digestive gland is much better
with B(a)P, than with Fe** (figure 4).

No synergy was registered between B(a)P and Fe**. On the opposite, the effects of the two
chemicals on lipid peroxidation and oxidative DNA injuries seemed to antagonize in some
circumstances, although the decreased effects were not always significant. We have no
explanation to this negative interaction. Several hypothesis can be put forward : (1) a faster
induction of repair mechanisms had occurred leading to reduced lesions at day 6 ; (2) a
reduced bioavailability of the two chemicals, when combined, due to the production of mucus
in the exposed animals. The production of mucus should have been measured in order to

check this hypothesis.

DNA breaks assessed by means of the Comet assay, were often studied in parallel to other
parameters in aquatic organisms, in field and lab studies. The Comet assay was generally
performed to investigate genotoxicity resulting from pollutants, within multimarker
approaches in association with the EROD activity study (Devaux et al, 1998; Larno et al,
2001; Flammarion et al, 2002), measurements of the expression of cytochrome P450 1A,
histopathologic observations (Akcha et al, 2003, Roy et al, 2003), or fluorescent biliary
metabolites (Roy et al , 2003 ; Brown and Steinert, 2004).

In this study, DNA breaks studied by means of the Comet assay did not appear as the most
sensitive parameter in case of oxidative stress. No significant effect was observed in the gills,
on the opposite to 8-oxodGuo which is a more appropriate marker for evaluating genomic
oxidative injuries. The present 8-oxodGuo results were in accordance with the findings of a
study carried out on Unio tumidus by Charissou et al. (2004). The duration of six days of

exposure was chosen with regards to this field study. Indeed, the 8-oxodGuo levels in the

116



Résultats

digestive gland were greater after 7 days than after a 21-day field exposure of the bivalves in a
large pond with a water of medium grade quality. Charissou et al. (2004) noted that DNA of
the freshwater Unio tumidus was sensitive to oxidative lesions and that 8-oxodGuo lesions
appeared time-dependent, with an earlier occurrence in the digestive gland than in the gills.

The present 8-oxodGuo results can be also compared with those of Canova et al. (1998) who
studied B(a)P contamination levels in water close to the concentrations tested here. The
authors exposed Mytilus galloprovincialis to B(a)P (in the range 0-0.5-5-50-100-500-1000
ug/L for 0, 48 and 72 h) and registered an increase of the oxidized base but no dose-response
relationship in 8-oxodGuo induction was observed. Comparisons with results of Akcha et al.
(2000 a and b) were more difficult, because the authors used high B(a)P concentrations in

food (0-50-100 mg/kg). Yet 8-oxodGuo formation had also been registered.

The hemocytes appeared very sensitive to DNA damage measured by the Comet assay. The
sensivity of these cells, added to the facility of sampling and preparation, justifies the wide
use of this cell type in environmental genotoxicity studies.

A number of studies measured B(a)P-induced DNA damage in bivalves during a short period
of time of some hours. Only a few studies investigating effects in the long term could be
compared to the present work. Siu et al. (2004) observed DNA damage in hemocytes after
exposure of Perna viridis to B(a)P in the range 0-0.3-3-30 pg/L in the water for twelve days.
DNA damage was significant after 3 days of exposure to 0.3 pg/L ; it peaked after 6 days of
exposure to 3 and 30 pg B(a)P /L and lasted until 12 days. On the other hand, some
experiments using sediment contaminated with B(a)P or polycyclic aromatic hydrocarbons for
a long period of time showed negative or small DNA damage, probably due to the low
bioavailability of hydrocarbons in sediment (Nacci ef al., 1996 ; Hamoutene et al., 2002 ;
Hartl et al., 2004 ; Coughlan ef al., 2002). A B(a)P-contaminated diet which consisted in
microalgae pre-incubated in 0-0.5-20 pg/L B(a)P solution, was delivered to Mytilus edulis,
every day for 14 days ; this resulted in DNA damage observed in the digestive gland at day-3,

day-7 and day-14, but no dose-effect-time increase was registered (Large et al., 2002)

CONCLUSION

Two markers of genotoxicity - DNA breaks measured by means of the Comet assay, and 8-
oxodGuo measured by means of HPLC coupled to electrochemical detection -, were studied

to assess DNA damage in the freshwater bivalve Unio tumidus exposed to oxidative stress.
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Exposure to ferric iron or B(a)P resulted in lipid peroxidation, in the digestive gland and the
gills. B(a)P induced clear DNA oxidative damage in both tissues while genotoxicity of Fe’*
was much lower. The digestive gland and hemolymph were more sensitive to DNA oxidative
damage than the gills. No synergistic effect was observed between ferric ion and B(a)P, but a
trend to an antagonistic effects was registered..

No dose-response relationship was observed for both compounds, for any of the parameters
studied. DNA breaks studied by means of the Comet assay was not the most sensitive
parameter to measure genotoxic lesions induced by an oxidative stress. The measurement of
8-oxodGuo levels is more appropriate to reflect DNA oxidative damage. Therefore, the
Comet assay is a complement to 8-oxodGuo measurements to assess DNA damage.
Additional studies would be necessary to test the hypothesis that the production of mucus was

related to a reduced bioavailability of the chemicals explaining the decreased toxicity.
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Vehicle

solvent Fel Fe2 Fel Fel Fe2 Fe2
Control - htrol Fel pMso T2 pmso  B@PL O B@PZ popl B@P2  B@PI  -B(a)P2
(DMSO)

Lipid peroxidation index (MDA)

Digestive gland

Mean ( ng MDA per mg of protein) 37 4.0 10.2 * - 11.8 * - 9.1% 10.8 * 11.4 * 13.2* 7.3%* 9.5*
S.E.M. 0.5 0.4 2.2 - 3.0 - 23 2.1 3.1 1.0 0.9 0.6

Gills
Mean ( ng MDA per mg of protein) 4.0 43 9.3 * - 8.3 * - 7.1 % 6.5* 55* 5.8 % 7.3 * 8.7 %
S.EM. 0.3 0.6 24 - 1.3 - 0.8 0.8 1.0 0.9 2.0 2.2

oxidative DNA damage (8-oxodGuo)
Digestive gland

Averaged number of lesions for 10°dG 2.6 2.4 3.4 33 4.5 % 45 * 7.6 * 7.8 * 7.6%*8 7.1 %% 7.2%8 6.3 %83
SEM. 05 0.9 1.1 1.1 1.0 0.5 1.0 1.3 1.3 1.4 1.1 0.4

Gills

Averaged number of lesions for 10°dG 3.1 3.71 4.1 4.5 4.8 4.2 7.18 % 5.92 % 7.96 * 8 4793 780*%  7.72%88
SEM. 08 1.4 1.0 1.2 0.7 1.0 1.1 1.0 0.9 0.4 1.2 0.8

DNA damage (comet assay)

Hemocytes
Averaged Tail DNA (%) 3.6 4.0 7.4 9.0 7.7 9.4 11.6 * 103 * 6.4°% 9.6* 10.4 * 7.8
SEM. 3.0 3.0 3.8 2.4 3.0 1.6 3.0 3.0 2.6 2.7 3.8 2.7
Digestive gland cells
Averaged Tail DNA (%) 4.4 53 6.5 73 7.1 7.9 9.6 * 10.2 * 103*%  104*¢ 9.9* 11.0*?¢
SEM. 1.2 0.9 2.0 3.2 1.5 1.2 2.9 2.9 1.5 2.0 1.8 3.8
Gill cells
Averaged Tail DNA (%) 2.2 2.0 4.0 3.0 4.0 2.4 6.4 6.5 6.3 55 5.7 5.9
SEM. 09 0.5 1.0 1.4 1.0 0.7 0.9 1.9 1.6 0.7 1.7 1.3

Table 1 : Lipid peroxydation index, oxidative DNA damage and DNA breaks, in the digestive gland, in the gills and in the hemocytes of Unio tumidus
exposed to benzo(a)pyrene (B(a)P1 =50 pg/L ; B(a)P2 =100 pg/L) and/or ferric iron (Fel = 20 mg/L Fe" ; Fe2 :40 mg/L Fe*") during 6 days (* significant
difference with respective control (p  0.05) ; § significant difference between animals treated with a mixture (F ¢’*+ benzo(a)pyrene) and same treatment
without benzo(a)pyrene (Fe*' alone) (p  0.05) ; $ significant difference between animals treated with a mixture (Fe’*+ benzo(a)pyrene) and same treatment
without Fe** (benzo(a)pyrene alone) (p  0.05) ; DMSO : dimethylsulfoxide ; dG : 2’-deoxyguanosine ; MDA : Malondialdehyde)
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Figure 1 : Malondialdehyde (MDA) as lipid peroxidation index in the digestive gland (a) and
the gills (b) of Unio tumidus exposed to benzo(a)pyrene (B(a)P1 =50 pg/L ; B(a)P2 = 100
ng/L) and/or ferric iron (Fel = 20 mg/L Fe’* ; Fe2 = 40 mg/L Fe’") during 6 days (5 animals
per treatment ; * significant difference with respective control (p 0.05) ; DMSO :
dimethylsulfoxide)
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Figure 2 : 8-oxodGuo levels in the digestive gland (a) and the gills (b) of Unio tumidus
exposed to benzo(a)pyrene (B(a)P1 =50 pg/L ; B(a)P2 = 100 pg/L) and/or ferric iron (Fel =
20 mg/L Fe’* ; Fe2 = 40 mg/L Fe**) during 6 days (5 animals per treatment ; * significant
difference with respective control (p  0.05) ; ® significant decrease compared to B(a)P alone,
applied at the same concentration (p 0.05) ; 8-oxodGuo : 8-o0x0-7,8-dihydro-2'-
deoxyguanosine ; DMSO : dimethylsulfoxide)
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Figure 3 : DNA breaks (averaged Tail DNA (%) £ S.E.M.) in the three cell populations : (a)
hemocytes, (b) digestive gland and (c) gills of Unio tumidus exposed to benzo(a)pyrene
(B(a)P1 =50 pg/L ; B(a)P2 =100 pg/L) and/or ferric iron (Fel = 20 mg/L Fe3+ ; Fe2 =40
mg/L Fe3+) during 6 days (* significant difference with respective control (p  0.05) ; DMSO
: dimethylsulfoxide)
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Figure 4 : Relationships between the responses of the three parameters -DNA breaks (Tail
DNA), oxidative DNA damage (8-oxodGuo) and lipid peroxidation (MDA)- in the digestive
gland and the gills of Unio tumidus after 6 days of exposure to benzo(a)pyrene (B(a)P : @ ;
0,50 and 100 pg/L) and ferric iron (Fe : @ ; 0, 20 and 40 mg/L Fe’*) or to the mixtures of both
coumponds (Fe + B(a)P : &)
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Discussion

L'objectif général de ce travail était I'étude de lintérét du test des cometes en
génotoxicité environnementale. Pour cela, notre étude s'est découpée en deux volets distincts
que nous discuterons successivement, aprés quelques considérations d'ordre méthodologique.
Dans une premiére partie, nous avons étudié les dommages a I'ADN chez des mammiferes
contaminés par la voie alimentaire. La nourriture contaminée consistait en des échantillons
environnementaux, des moules, Mytilus edulis, échantillonnées sur des sites impactés par la
marée noire de 1'Erika. Dans le second volet, le test des cométes a été mis en ceuvre chez un
invertébré d'eau douce, Unio tumidus, suite 4 des expositions directes in vivo. De nombreux
biomarqueurs ont été développés chez ce bivalve et nous avons souhaité étudier les
complémentarités de cet essai, dans une approche multimarqueur, en vue d'applications

ultérieures sur le terrain, en conditions environnementales.

Le protocole du test des cométes dans ces différents travaux, que nous avons choisi
d'appliquer est sa version alcaline car nous souhaitions une évaluation globale de la
génotoxicité. La conduite des étapes de déroulement de I’ADN et d’électrophorése a pH 13,1
permet la détection d'une majorité de dommages a I'ADN. En utilisant des protocoles modifiés
du test des cométes, la nature des dommages que nous avons observés dans les différentes
études pourrait étre approchée.

L'obtention des suspensions cellulaires est réalisée par un protocole de dissociation
non enzymatique des tissus solides. Cette technique limite les dommages artefactuels a I'ADN
lors de la préparation des échantillons. Il a été rapporté que l'utilisation d'enzymes comme la
trypsine pour l'obtention des suspensions cellulaires pouvaient provoquer des dommages
supplémentaires 2 I'ADN (Birmelin et al, 1998). Notre protocole a été développé
précédemment au laboratoire chez Unio tumidus et avait permis d'obtenir des suspensions
cellulaires dont les taux de viabilité étaient supérieurs & 97 % (Lemiere, 2000). Les conditions
de conservation des tissus avaient également été optimisees.

L'application de ces protocoles aux tissus de rat a permis d'obtenir des suspensions
cellulaires satisfaisantes avec une viabilité des cellules équivalentes. Dans les étapes de
développement, l'influence de la nourriture témoin a également été étudiée. Deux types de
croquettes et un régime constitué de pain et de salade ont été¢ administrés pendant une semaine
3 des rats et aucune différence n'a été observée entre les différents individus. Nous avons donc

choisi comme nourriture standard, les croquettes UAR (Epinay sur Orge, France).
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Lors des différents tests, les lames ont été codées et lues indépendamment dans la
partie centrale du gel sans connaissance de la valeur du code et nous avons utilisé un témoin
d’électrophorése pour nous assurer que les électrophoréses réalisées pour le traitement des
nombreux échantillons étaient équivalentes et pouvoir valider nos résultats. Ce témoin
consiste en une suspension du type cellulaire considéré, exposée au peroxyde dhydrogene,
aliquotée et analysée dans chaque test. Le traitement des échantillons a été réalisé
aléatoirement.

Aucune cytotoxicité importante, consécutive aux différentes expositions n'a éte
observée dans les cellules de mammifeéres et de bivalves. Les différents taux de viabilité sont
équivalents et s'échelonnent entre 92 et 100 %. Ils sont légérement plus faibles dans les
cellules de moelle osseuse, tissu qui subit le traitement le plus long pour I'obtention des
cellules (entre 87 et 98 %). Cette absence de cytoxicité est confirmée sur les lames par la
rareté des observations de cométes trés fragmentées (pourcentage d'ADN dans la queue > 80
%) qui sont parfois qualifiées dans la littérature de cellules fantémes (Hartmann et al., 2003).

Dans nos études, les dommages 3 'ADN ont été exprimés en terme de pourcentage a
'ADN dans la queue des cométes. Plusieurs raisons expliquent ce choix. C'est un parametre
qui permet la comparaison des niveaux de dommages entre différents types cellulaires (la
quantité d'ADN peut varier entre les types cellulaires et les organismes) et avec les travaux
publiés dans la littérature. Il est également de plus en plus utilisé et il presente une faible
variation inter expérimentale et inter électrophorése (De Boeck et al, 2000). Enfin,
l'utilisation d'un paramétre secondaire comme le Tail Moment, (produit du pourcentage
d'ADN dans la queue par la distance de migration de I'ADN), peut entrainer une perte
d'informations (Tice ef al., 2000). L'analyse statistique des distributions des cellules dans des
classes de dommages présente l'avantage de mettre en évidence des différences dans les
populations cellulaires, alors qu'une approche plus globale sur la moyenne ou la médiane s’est
révélée moins discriminante, notamment dans I'étude sur la réversibilité. Tice et al. (2000)
dans leurs recommandations sur le test des cométes, considérent d'ailleurs cette approche

comme intéressante, voire plus informative.

Les niveaux de base de dommages a I'ADN (entre 4 et 8 % d'ADN dans la queue) que
nous observons dans les tissus étudiés sont similaires & ceux rapportées dans d'autres études
exprimant les dommages par le pourcentage d'ADN dans la queue des cometes, avec les
cellules de colon, les hépatocytes et les cellules pulmonaires de rat (Dybdahl et al., 2003,

Moller et al., 2002, Miiller et al., 2004). Les niveaux de base observés chez Unio tumidus sont
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du méme ordre de grandeur (soit autour de 4 % d'ADN dans la queue des cometes). Ils sont
plus bas que ceux observés chez des bivalves marins comme Mytilus edulis ou Perna viridis
(Birmelin et al., 1998 ; Mitchelmore et al., 1998 a ; Siu et al., 2004 ; Shaw et al., 2004). Dans
la littérature, les niveaux de base chez les organismes aquatiques varient entre 2 et 25 %
d'ADN dans la queue des cométes pour les différents types cellulaires étudies (hépatocytes,
érythrocytes, hémocytes, cellules branchiales....). Les niveaux relevés chez Unio sont
similaires 3 ceux observés dans des cellules de poissons : truite, turbot, poisson rouge,
poisson-zébre (Belpaeme et al., 1998 ; Mitchelmore et Chipman, 1998 a et b ; Anitha et al.,
2000 ; Schnurstein et Braunbeck, 2001 ; Roy et al., 2003) ou chez le xénope (Chemeris et al.,
2004). On peut expliquer ces niveaux trés bas de dommages endogenes par la non
contamination des sédiments de I'étang d'origine des Unio. En milieu naturel cet organisme vit
en eau stagnante, enfoui dans le sédiment et n'est pas soumis comme les bivalves marins au
brassage constant du milieu et des polluants éventuellement présents. L'utilisation du
diméthylsulfoxyde comme cryoprotecteur lors de la congélation des tissus, et comme
antioxydant dans l'étape de dissociation des tissus peut également contribuer aux niveaux de

base faibles observés.

Les résultats des études sur le transfert, par la voie alimentaire des polluants de marée
noire montrent l'apparition de dommages & 'ADN, principalement dans le foie, chez des rats
nourris par des moules fortement contaminées suite & une marée noire. Des effets de plus
faible intensité sont observés au niveau de la moelle osseuse et aucun dommage & I’ADN
n’est jamais observé au niveau des leucocytes. Notre schéma expérimental etait basé sur une
consommation réguliére de nourriture contaminée sur quinze et trente jours. Aucune
augmentation des dommages n'est observée entre les deux durees d'exposition alors que
I'apport de nourriture contaminée était doublé sur la période d'un mois dans la premiére étude.
Dans la seconde étude, avec des apports quotidiens de moules contaminées, une légere
augmentation des dommages a été observée entre les deux durées d'exposition.

Par ces études, les dommages 2 'ADN mesurés par le test des cométes apparaissent
comme un paramétre sensible pour évaluer la biodisponibilité et la génotoxicité des polluants
alimentaires. L'étude complémentaire sur la réversibilité de la génotoxicité confirment les
résultats des deux premiéres études. Elle souligne que ces effets sont transitoires et que la
réparation est compléte en deux semaines aprés la fin de I'exposition.

Notre objectif était d’approcher les effets a long terme de l'ingestion réguliere de

nourriture contaminée. Peu d'études sur des durées longues existent dans la littérature. Les

124



Discussion

principales applications du test des comeétes correspondent a des études aigués, avec des doses
uniques, ou la génotoxicité est étudiée dans les quelques heures et au maximum dans les
premiers jours suivant l'exposition. Nous avons choisi d'analyser les dommages a ' ADN, trois
jours apreés la fin de l'exposition. Ce délai se justifiait, & nos yeux, car les maxima de
dommages sont généralement observés dans les 24-48 heures qui suivent les expositions a des
doses fortes et uniques. Le test des cométes donne une image instantanée de la génotoxicité
dans la population cellulaire. Ce cliché résulte de 1’équilibre entre la génération des
dommages a I'ADN et la réparation, qui elle-méme, génére des cassures & I'ADN observables
par le test des comeétes (mécanismes de réparation par excision-resynthése ; Speit et
Hartmann, 1995). Cet équilibre ne se déplace en faveur de la réparation que dans les 48-72 h
dans le cas des expositions orales en aigué€s (Dana Devi et al., 2000, 2001, 2004 ; Grover et
al., 2001) et dans le cas d'une exposition chronique, nous pouvions supposer qu'ils
intervenaient plus tardivement et qu'a 72 heures, nous nous situerions a un équilibre entre la
réparation et la création des dommages. Un déclenchement rapide de la réparation est
généralement observé in vitro et in vivo aux doses fortes. Et le délai pour le retour vers le
niveau de base des dommages a 'ADN dans la population cellulaire, est généralement
dépendant du type cellulaire étudié, de la durée d'exposition, du pas de temps utilisé dans
I'étude, de l'agent génotoxique considéré et des niveaux de dommages observés (Dana Devi et
al., 2000, 2001, 2004 ; Grover et al., 2001 ; Anderson et al., 1996, Pandrangi et al., 1995 ;
Ralph et al., 1996; Rajaguru et al., 2001 ; Taddei et al., 2001; Aoyama et al., 2003 ; Hook et
Lee, 2004 ; Russo et al., 2004). In vivo, dans le cas d'une exposition réguli¢re et répétée,
I’intervention des systémes de réparation pouvait étre retardée par rapport a I’exposition
compte tenu de la toxicocinétique du polluant, de I’activation métabolique éventuellement
nécessaire, de la distribution dans les organes cibles et des effets toxiques cellulaires
possibles.

Les comparaisons restent difficiles avec les travaux de la littérature, car les parametres
étudiés et les conditions expérimentales différent. Rares sont les travaux qui ont étudié les
dommages a I'ADN suite a l'exposition & des mélanges complexes de HAPs chez le rat. Les
travaux de Fouchécourt et al. (1999) se basaient sur des expositions de rats a des sols
contaminés par les HAPs pendant trois jours et les concentrations étudiées étaient comprises
entre 100 et 700 mg de HAPs par kg de sol (mati¢re séche). La voie d’exposition majoritaire
était I’inhalation et 1’ingestion représentait une voie secondaire. De plus la génotoxicité avait
été évaluée par la quantification des adduits a I’ADN. D’autres études relatives a I’ingestion

de sols contaminés par les HAPs provenant de sites industriels ont montré des inductions des
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activités enzymatiques des cytochromes P450 dans différents tissus de mammiféres (foie,
rein, poumon et rate de rats et de cochons), mais la génotoxicité n’a pas été étudiée (Roos,
2002 ; Roos ef al., 2002). La comparaison avec deux études avec de la nourriture contaminée
par des particules de fumée de diesel (DEP) (Dybdahl ez al., 2003 ; Miiller et al., 2004) est
plus intéressante, car ces travaux présentent des similarités avec notre travail. La durée des
expositions est longue (études sur 21 jours), l'apport de nourriture quotidien et les polluants
présents dans la nourriture sont des HAPs et des dérivés des HAPs. Les niveaux de
contaminations finales (sommes des HAPs et des HAPs nitrosés recherchés) étaient trés
faibles soit de 71,9 ng/kg a 28,7 ng /kg de poids corporel quotidiennement dans la nourriture
et des dommages & ' ADN ont été mis en évidence dans les cellules pulmonaires et les cellules
du colon dés le premier niveau de contamination de la nourriture. Les dommages observés
dans le foie sont plus modérés et n’apparaissent qu’aux plus forts niveaux de contamination
de la nourriture : 2,87 et 28,7 ug (somme des HAPs totaux) par kg de poids corporel. Pour
comparaison et méme si les profils de contamination sont différents, les niveaux étudiés dans
notre deuxieme étude étaient compris entre 50 ng/kg et 1,55 pg/kg d'équivalents toxiques en
B(a)P (soit de 0,55 a 7,35 pug de HAPs par kg de poids corporel). Il aurait été intéressant
d'inclure les cellules du colon dans notre travail, car ce tissu apparait sensible aux effets
génotoxiques des polluants par la voie alimentaire.

Les différences dans les dommages & 'ADN entre les deux premiéres études avec
expositions alimentaires sur des périodes longues peuvent étre expliquées par les profils de
contamination des moules différents et la fréquence quotidienne des apports dans la deuxiéme
étude. Les ordres de grandeur des TEQs sont entre 2 et 15 pg/kg (matiere séche) dans la
premiere étude alors qu'ils sont compris entre 6 et 180 pug de B(a)P par kg dans les deux
suivantes. De plus, les concentrations en dérivés des HAPs se situent autour de 200 pg/kg
dans les moules de la seconde expérience alors qu'elles atteignent des niveaux supérieurs a
2000 pg/kg dans les moules les plus contaminées de la premiére étude. Les résultats observés
chez le rat avec les moules qui présentent une forte contamination par des dérivés substitués et
des thiophénes soulignent que la génotoxicité pourrait résulter des HAPs présents et dosés
dans les moules mais également d'autres polluants de la marée noire. La fraction des 16 HAPs
classiquement analysés représentent 0,3 % (en poids) des fiouls lourds relargués dans le
milieu marin lors du naufrage de 1'Erika et plus de 190 HAPs et dérivés ont pu étre identifiés
dans ce fioul (Tronczynsci et al., 2002). Aucun facteur d'équivalent toxique n'a été défini pour
la plupart de ces composés et il reste difficile de les prendre en considération dans les

évaluations des risques. L'approche par les TEQs apparait insuffisante pour décrire la
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contamination des moules dans nos études. Le Comité Scientifique FEuropéen de
1'Alimentation (SCF, 2002) avait déja souligné les limites de cette approche. C'est pourquoi,
nous avions choisi d'inclure a l'analyse des 16 HAPs de 1'US-EPA dans la nourriture, la
quantification de HAPs méthylés et des benzothiophénes. Ces composés pourraient contribuer
aux dommages a I'ADN observés dans la premiere étude, méme si les potentialités toxiques
de ces composés sont mal connues. Dans une revue récente sur les fumées de bitumes, Binet
et al. (2002), soulignent le caractére suspecté cancérigéne des thiophénes et recommandent
leur analyse et leur prise en compte dans les évaluations de risques. Sinsheimer (1992) leur
attribue un potentiel mutagéne proche de celui du B(a)P et des anomalies néoplasiques ont été
observées chez des rats ayant regu pendant treize semaines, un régime alimentaire contaminé
par ces composés (de 0,5 a S00 ppm) (Poon et al., 1998). Les autres polluants que nous avons
choisis d'inclure dans l'analyse chimique de la nourriture sont des représentants des HAPs
méthylés. Dans une étude théorique, Boroski (1999) avait souligné qu'une méthylation
pouvait augmenter la génotoxicité du composé parent. Ainsi le chryséne est classé par 'TARC
en classe 3 alors que le 5-méthylchryséne est classifi¢ en classe 2B. Enfin, les métabolites des
HAPs dans les moules n'ont pas été recherchés et certains pourrait se révéler génotoxiques.

Nos résultats posent la question du potentiel prédictif, en terme de cancérogénicité, du
test des comeétes, dans des expositions chroniques. Des conclusions d'applications in vivo,
avec des doses uniques et importantes d'agents cancérigénes, confirment les potentialités
cancérigénes des composés étudiés (Miyamae et al., 1997 ; Sasaki et al., 1997 a et b, 2002 ;
Henderson et al., 1998 ; Sekihashi et al., 2002 ; Lee et al., 2003). Mais cet outil pourrait-il se
révéler prédictif dans des conditions d'expositions chroniques ?

Dans les études de Miiller et al. (2004) et de Dybdahl et al. (2003) sur les particules de
fumée de diesel (DEP) avec les rats transgéniques Big Blue, les dommages & I'ADN n'étaient
pas associés avec une augmentation de la fréquence des mutations chez les animaux dans les
différents organes étudiés. La comparaison de nos résultats avec les études de cancérogencse
par voie orale avec le benzo(a)pyréne abonde dans ce sens (Kliesch et al., 1982 Rigdon et
Neal, 1966 ; Culp et al., 1998 ; Brune et al., 1981).

On se situe plus dans une étude de danger que dans une étude du risque. L'étude de la
réversibilité des dommages, consécutifs a l'ingestion des moules, compleéte cette évaluation.
Notre objectif était d’approcher par cette expérimentation les conséquences éventuelles sur le
long-terme. Nous avons choisi d'appliquer un pas de temps d'une semaine entre les
observations. Une étude fine de la cinétique de I’apparition et de la réparation des dommages

apres la derniére ingestion d’un repas de moules contaminées, aurait pu paraitre préférable.
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Il est cependant rassurant d'observer une réparation complete dans le foie en deux
semaines. Dans la moelle osseuse, la situation est plus critique. Ce tissu se multiplie
rapidement et la probabilité que les dommages se transforment en mutations est plus grande.
La probabilité de dommages irréversibles a l'information génétique dans ce tissu pourrait €tre
plus importante, d'autant plus que dans la premicre étude qui incluait la recherche de
micronoyaux, une faible augmentation de leur fréquence avait été observée. Des observations
histopathologiques pourraient nous informer sur 1'éventuelle apparition de néoplasies dans ce
tissu. L'absence de dommages & I'ADN dans les leucocytes du sang circulant pourrait
s'expliquer par le temps de demi-vie court de ces cellules. Ainsi, la durée de vie moyenne des
globules blancs humains varie de quelques heures a 200 jours mais la moyenne se situe entre

425 jours (Bernard et al., 1990).

L'absence de risques inhérents a la consommation de fruits de mer contaminés ne peut
étre affirmée au vu des résultats enregistrés. En ne considérant que les seize HAPs, le seuil de
500 ug/kg fixé par 'AFSSA ne semble pas approprié. Certes la réparation des dommages
observés est compléte avec des moules contaminées par 570 pgkg (soit 82 pg/kg
d'équivalents toxiques en B(a)P), un niveau proche, mais seulement au bout de deux
semaines. La valeur de 30 pg/kg d'équivalents toxiques en B(a)P (soit 230 ng/kg, somme des
16 HAPs dans la matiére séche) dans les moules pourrait étre proposée car aucun dommage a
I'ADN n'est observé a des taux inférieurs dans les cellules de moelle osseuse. Des
compléments d'études, avec des niveaux de contamination de la nourriture compris entre 6 et
31 pg/kg (équivalents toxiques en B(a)P dans la matiere seche) seraient nécessaires pour
définir ce seuil sans effet toxique pour les mammiferes. Pour une meilleure protection des
consommateurs, il faudrait également étudier la génotoxicité des HAPs substitués et des
dérivés thiophénes, dont les potentialités toxiques sont mal connues et il apparait nécessaire
de les prendre en compte dans la définition d'un seuil.

Globalement, ces résultats soulignent l'intérét du test des cométes pour 1'étude de la
génotoxicité environnementale. Dans le cas de ces expositions alimentaires, le test des
cometes se révele un outil intéressant pour 1'évaluation du danger génotoxique d'échantillons
de l'environnement. La biodisponibilité des polluants de marée noire dans les moules a pu étre

mise en évidence mais la prédictibilité de ce test en terme de cancérogénicité apparait limitée.

L'application du test des comeétes, dans une approche multimarqueur, suite aux

expositions au fer ferrique et au benzo(a)pyréne in vivo d'Unio tumidus, dans la seconde partie
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de ce travail, montre des résultats intéressants et souligne 1'intérét de ce type d'approche en
€cotoxicologie. De telles approches sont courantes avec le test des comeétes, en milieu
aquatique (Milowska et al., 2003 ; Klobucar et al., 2003 ; Devaux et al, 1998 ; Larno et al,
2001 ; Flammarion et al, 2002 ; Akcha et al, 2003 ; Roy et al, 2003 b ; Brown et Steinert,
2004). Cela traduit l'intérét de la mise en ceuvre de l'approche multimarqueur et la
complémentarité de chaque paramétre étudié.

Le test des cometes n'apparait pas dans le cas de ces expositions, en conditions de
stress oxydant, comme le parametre le plus sensible et les dommages a 'ADN mesurés dans
les cellules semblent consister majoritairement en des modifications de base que le test des
cometes met difficilement en évidence. L'application de versions modifiées avec utilisation
d’enzymes de réparation pourrait permettre d'évaluer ces dommages oxydatifs, en
complément de la mesure de la 8-0x0-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine par HPLC-EC qui reste
une technique onéreuse, notamment dans l'achat des réactifs. Les réponses observées dans
cette étude sont principalement consécutives a la toxicité du benzo(a)pyréne et aucun effet de
synergie avec le fer ferrique n'a pu étre mis en évidence. Des compléments d’études sont
nécessaires pour ¢valuer les réponses suite aux co-expositions et les possibles effets
d’antagonismes entre les deux composés dans les mélanges. La diminution des dommages
oxydatifs et de la lipoperoxydation, observée pourrait étre liée a une production accrue de
mucus par les animaux exposeés.

Lors d'études de terrain ultérieures, il apparait nécessaire de mettre en ceuvre ce
marqueur de génotoxicité en compléments d'autres marqueurs, afin de disposer d'une
évaluation globale du risque environnemental. Les relations entre les résultats du test des
cometes et la recherche de la 8-oxo-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine ont été étudiées au
laboratoire, en conditions contrdlées. Une application ir situ de ces deux paramétres pourrait
permettre des observations différentes. L’application de la recherche de micronoyaux chez
Unio tumidus, au laboratoire et en milieu naturel, en paraliéle a I'étude de ces deux marqueurs

serait un complément intéressant.
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L'objectif général de ce travail était I'étude de l'intérét du test des comeétes en
genotoxicité environnementale. Pour cela, il s'est découpé en deux volets distincts. Nous
avons €tudi¢, au moyen de cet essai, les dommages a I'ADN, chez des mammiféres
contaminés par la voie alimentaire dans un premier temps, puis chez un invertébré d'eau

douce, Unio tumidus, suite a des expositions in vivo, en conditions contr6lées au laboratoire.

Les études avec les mammiferes montrent l'apparition de dommages & I'ADN,
principalement dans le foie, chez des rats nourris par des moules fortement contaminées suite
a une marée noire et permet d'établir le transfert des polluants présents dans les moules vers le
consommateur. Elles soulignent I'utilité du test des cométes, en tant qu'outil de surveillance de
la réponse biologique consécutive au transfert alimentaire des HAPs. Les effets sont observés
dans les hépatocytes et & un degré moindre dans les cellules de moelle osseuse. Aucun
dommage a4 ’ADN n’est jamais observé au niveau des leucocytes. Les résultats de 1'étude
complémentaire sur la réversibilité montrent que les dommages 2 I'ADN observés sont
transitoires, avec une réparation compléte en deux semaines dans tous les cas.

Le test des cometes apparait comme un outil privilégié pour étudier la biodisponibilité
de composés génotoxiques dans la nourriture et dans des échantillons environnementaux mais
sa predictivité, en terme de cancérogénicité semble limitée dans le cas d'expositions
chroniques. L'absence de risques inhérents a la consommation de fruits de mer contaminés ne
peut étre affirmée et des compléments d'études sont nécessaires pour définir les niveaux de
contamination sans effet pour les mammiféres. L'étude de la nature de dommages 4 'ADN
pourrait €tre envisagée chez le rat en utilisant des versions modifiées du test des cométes.
Dans un premier temps, nous pourrions envisager de conduire le test a différents pH ( a pH =
9,0;apH = 12,1 et au pH de 13,1), ce qui permettrait la détection différentielle des cassures
simple- et double-brin et des sites alcali labiles. L’utilisation d’enzymes de réparation, comme
’endonucléase III et la formamidopyrimidine glycosylase pourrait permettre une meilleure

mise en évidence des dommages oxydatifs a I'ADN.

Dans le cas des expositions in vivo d’Unio tumidus, les dommages a ' ADN, mesurés
par le test des cométes n'apparaissent pas comme le paramétre le plus sensible, mais leur
étude, au sein d'une approche multiparamétrique pourrait se révéler intéressante in situ. Cette
partie mettait en ceuvre deux marqueurs de génotoxicité chez ce bivalve dulgaquicole : les
cassures a 'ADN mesurées par le test des cometes et la recherche de la 8-ox0-7,8-dihydro-2'-

déoxyguanosine (8-oxodGuo) par HPLC-EC. Les réponses observées étaient principalement
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consécutives a la toxicité du benzo(a)pyréne et aucun effet de synergie avec le fer ferrique n'a
pu €tre mis en évidence. Des compléments d’études sont nécessaires pour évaluer les réponses
des bivalves suite aux co-expositions et étudier la production de mucus associée. L'utilisation
d'enzymes de réparation spécifiques pourrait permettre d'augmenter la sensibilité du test des
cométes chez Unio tumidus, notamment en conditions de stress oxydant. L'étude
fondamentale des mécanismes de réparation des dommages a 'ADN chez ce bivalve serait
¢galement intéressante au méme titre que la comparaison en terme de susceptibilité aux
dommages génotoxiques avec d'autres espéces de bivalves et différents animaux aquatiques.
La mise en ceuvre in situ et in vivo au laboratoire, de la recherche de micronoyaux chez Unio
tumidus, en complément du test des cométes et de la mesure de la 8-0x0-7,8-dihydro-2'-
déoxyguanosine permettrait de disposer d'une évaluation compléte et intégrée de la

génotoxicité chez cet invertébré benthique.
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ANNEXE L. : Tableau de synthése des principaux domaines d’applications du
test des cometes et références d’études s’y rapportant dans la littérature

DOMAINES D’APPLICATIONS

REFERENCES

Toxicologie génétique

Mécanismes de réparation de I’ADN

Cycle cellulaire et Apoptose

Radicaux libres

Nutrition (régimes, compléments, additifs,
antoxydants...)

Epidémiologie
(expositions professionnelles, stérilité...)

Recherche médicale et clinique

(embryologie, pathologies : diabete,
Xeroderma pigmentosum, cancérologie, essais
thérapeutiques...)

Ecotoxicologie

Choucroun et al., 2001
Sasaki et al., 2000
Anderson et al., 1998
Marzin, 1999

Speit et Hartmann, 1995
Fahrig et al., 1998

Berggvist et al., 1998
Bock et al., 1998
Wojewodzka et al., 1997

Mustonen et al., 1999
Roser et al., 2001
Godard et al., 2002
Stacey et al., 2003
Singh et al., 2003

Anderson et al., 2003

Guetens et al., 2001

Yen et Liao, 2002

Collins et al., 1996, 1997, 2004
Cadet et al., 1999

Gedik et al., 1998

Griffiths et al., 2002

Pool-Zobel et al., 1997

Chiu et al., 2000
Azevedo et al., 2003

Lebailly et al., 1998

Mc Kelvey-Martin et al., 1997
Wojewodzka et al., 1998 a et b

Kassie et al., 2000

Kopjar et Garaj-Vrhovace, 2001
Garaj-Vrhovac et Kopjar 2003
Palus et al., 2003

Olive et al., 1996

Takahashi et al., 1999
Benhamou et Sarrasin, 2000
Martin et al., 1999, 2000
Berwick et Vineis, 2000
Colleu-Durel et al., 2004

Cotelle et Férard, 1999
Mitchelmore et Chipman, 1998 a

Lee et Steinert ; 2003




Annexes

ANNEXE II. : Applications du test des cometes pour I’étude des dommages a
I’ADN avec des cellules de poissons marins et dulgaquicoles exposées au
laboratoire, en conditions contrdlées in vitro

! analogue hydrophile de la vitamine E : acide 6-hydroxy-2,5,7,8-tétraméthylchromane—2—
carboxylique ; les facteurs de variations (x) sont donnés 4 titre indicatif car ils ont parfois été
calculés sur les figures lors de 1’absence des tableaux de données ; +: dommages a I’ADN
significatifs ; -: absence de dommages & I’ADN significatifs; @ : augmentation des
dommages a ’ADN ; N : diminution des dommages a I’ADN ; = équivalence des dommages
a ’ADN ; > niveaux de dommages a I’ADN supérieurs ; < niveaux de dommages a ’ADN
inférieurs ; 4-NQO : 4-nitroquinoline-N-oxide ; AAF : N-acétyl-2-aminofluoréne ; NDMA :
N-Nitrosodiméthylamine ; 1-NP : 1-nitropyréne ; ASB : albumine sérique bovine ; B(a)P :
Benzo(a)pyrene ; CLM coélenteramine ; CLZn : coélenterazine ; DBT : dibutyl étain ; IAL :
1,2-dihydro-2-éthyl-2-phényl-3H-indole-3-phénylimino-1-oxyl ; MBT : monobutyl étain ;
mCLM : méthyl-coélenteramine ; MMS : méthylméthane sulfonate ; MNNG : N-methyl-N’-
nitrosoguanidine ; MX : chloro-3 dichlorométhyl-4 hydroxy-5(5H)-furanone-2; NF :
nitrofurantoine ; QAL : 1,2-dihydro-2,2-diphényl-4-éthoxy-quinoline-1-oxyl ; TBT : tributyl
étain ; TEMPO 2,2,6,6-tétraméthylpipéridine-1-oxyl ; BZ : benzocaine ; tBOOH : tert-butyl
hydroperoxide.



Conditions expérimentales

Organismes Types e Observations : dommages 4 ’ADN Références
cellulaires utilisés

Expression des
dommages

Gammes de concentrations testées et

Agents (substanc é . "
g ( es) testés durée d’exposition

H;0, & dés 53 uyM soiten TM : x 2,8 x 3,8 x 4,8 et x 5,6 ou

H,0, o ;
en % de cométes x 10x 11,8x 12,5etx 12,5
gfis-ol 3323'2665'6236512 ‘515‘4553“1&‘““ Tail momens  H202 7 dés 3,35 M soit en % de cométes x 12x 14 et x 20
NP e B(a)P : en % de cométes
Oncorhynchus mykiss hépatocytes (2ha4°C) Longqlile:urede fa 0,lyM +a4hx2-a24het+a48hx 1,65 Devaux et al.,
(truite arc-en-ciel) o R I1uM +344hx2,5+324hx1,2etNa48hx0,87 1997
BlaP 0-0,1-1-10 uM (4-24-48 h) A’dfe‘;"l’:;;ess sur 10uM +34hx3+224hx2et Wa48hx 0.4
: : 5 Extraits organiques de sédiments : en % de cométes
| 109 O,
Eiralts organiques de 0-0,5-1% (7203 16°C) 0,5%+x2448hetx6,2472h
1%+ x9,5348h et x8a72h
Longueur de Ia Classement des paramétres :
TBT 0-10 pM gq uene Longueur de la queue > Tail Moment > Intensité de la
Sparus aurata érythrocytes DBT 0-10 pM Tail Moment queue Gabbianelli et
(Daurade royale) MBT 0-10 uM Intensité de R . o _ al., 2002
(0-30 min a 27°C) fluorescence dans Z gOmrilnin témoin = TBT = DBT < MBT (x 1.1)
la queue témoin < MBT (x 1,1) < DBT (x 1,17) < TBT (x 1,25)
tBOOH + x 4.5 Janssens et al
tBOOH + Trolox C®'  0,5mM + 0-62,5-125-250-500 pM Trolox C® N dose dépendante des dommages dus au 2002 a "
tBOOHx29x2x1,8etx 1,2
1 +
o e epeyes cetznon . xR
mer)  CLM ou ou +1 0“2 0 uM ans fa queue mémes effets pour 10 et 20 pM de chaque composé Janssens of al
tBOOH N mCLM ou 0,5 mM on n 10'20 ﬁM tBOOH + CLZn & x 1,25 tBOOH seul 2002 b v
n - tBOOH + CLM = tBOOH seul
® .
+ Trolox C ou+ 10-20 }J.M 5 min tBOOH + mCLM & x 3,5 tBOOH seul
tBOOH + Trolox C® = tBOOH seul
. . HZOZ : 1 0o H202 | dés 10 nM
(f: P chlf)snf;:ﬁig) érythrocytes Extraits organiques de 8_21 -él 22)1&0_/? (()g 4n}11\/{ z(g})(é)m in 4 8°C) zl:;fsierrinir;t Extraits organiques de sédiments 7 entre 1 et 40 mg/L de x Kamr;lggoet al,
P sédiments de Mer du Nord > g a ping 1,4ax 10
02’;3;}; ¢ :I_Cc}f:rsl_rgfé Igss spermatozoides Crﬁgggﬁ;gggt;ﬁn / - % de cométes Effet de la cryoconservation du sperme : & x 1,2 Lablzag(;z It al,
BZ 0-80-160-600 mg/L. (10 min) BZ = témoin i
Oreochromis niloticus MMS & des 0,01 pM x 2,6 puis x 11,7 de Miranda
(Tilapia du Nil) érythrocytes ~ MMS 0-0,001-0.01-0, IuM g5 o1 Tail Moment ~ MMS + BZ = MMS seul Cabral Gontijo
H;0, tBZ 0-2-10uM (Smin 3 4°C) H,0, A dés 2 pM x 3,1 puis x 6,6 etal,, 2003
(10 min & 37°C) H,0,+ BZ = H,0, seul




Salmo trutta
(truite commune)

Salmo irideus
(truite arc-en ciel,
souche native)

Pleuronectes
americanus
(Plie rouge)

Oncorhynchus mykiss
(truite arc-en-ciel)

Brachydanio rerio
(poisson z¢bre)

hépatocytes
érythrocytes

érythrocytes

érythrocytes

hépatocytes

hépatocytes
cellules
branchiales

H,0,
MNNG
MX
B(a)P
1-NP
NF

H,0,
MNNG

+

Cd(In ”I“EMP o

Eaux de station d’épuration
(entrée et sortie)

Eaux de I’Elbe et du Rhin
(Allemagne)
(£ préincubation avec S9 (1h))

0-20-50-100-200 pM
0-1-10-25-50 M
0-10-50-100-200 pM
0-10-50-100-200 pM
0-1-10-50-100 pM
0-10-50-100-500 pM
(1 h425°C)

0-1-10-100 pM
0-0,01-0,1 pM

(15 min + 4- 24 h de délai)

0-1-2-10 pM

0-25-50-75-100 %
(6-24-48-72 h 2 15°C)

0-70% 20 h

+ 100 uM
(3-24-48 h 4 15°C)

% d’ADN dans la
queue
% d’ADN dans la
téte
Tail Moment
Longueur de la
queue

% d’ADN dans la
queue
% d’ADN dans la
téte
Tail Moment
Longueur de la
queue

Longueur de la
queue

Tail Moment

Tail moment

Longueur de la
queue
% d’ADN dans la
queue
Tail Moment

% d’ADN dans la queue = % d’ADN dans la téte = Tail
Moment > longueur de la queue

Hépatocytes :
Hy0; A dés20 uyM dex 1,8ax 7,1
MNNG A dés 1 pMdex 1,8ax 15,8
MX Adés50 M dex6ax 10
B(@P Ades 50 uMx2,8x28etx2,1
I-NP A dés 10 uM x 3,6 x4,4etx4,6
NF A des50 uMdex53x32etx 11,1

Mitchelmore et
Chipman, 1998
b

Sang :
H,0, & dés 100 uM x 5,1 puis x 12,8
MNNG A dés 10 uM de x4,2ax 15,8
MX Adés10uMdex5,1ax15
B(a)P = témoin
1-NP = témoin
NF = témoin

Séparation des cellules par gradient de densité
A des dommages avec 1’dge des cellules

Moretti et al.,
les cellules les plus dgées sédimentent plus vite et 1998
expriment les plus fort taux de dommages a ’ADN + 110
% (accumulation des dommages oxydatifs)
Optimisation de I’essai
Aux plus fortes doses x 6 pour les deux Nacci et al.,

A 4 h encore x 2 pour > 1 pM H,0; 1996
A 24 h MNNG = témoin

Cd+a24hdésl pMdex1,2ax22

effet protecteur du TEMPO saufa 10 uM Favfe{:rslzo ?z?a I
Cd+a48hdés1uM x2,33x29etWx2 2001y(a) "
effet protecteur du TEMPO mais + x 1,33 x 24 et x 2,1
+ pour les 2 échantillons au maximum x 2 pour les 100 % a .
6h Risso de
Echantillons = témoin a 24 h pour toutes les dilutions sauf Fav;(l;t(l)ely(‘e;t) al,

pour les 100% (encore x 1,34 72 h)

Classement des différents parametres
Longueur de la queue > Tail Moment > % ADN dansla  Schnurstein et
queue Braunbeck,
+ 100 % d’échantillons positifs avec la longueur de la 2001
queue




Brachydanio rerio
(poisson zébre)
Oncorhynchus mykiss
(truite arc-en-ciel)

Salmo irideus
(truite arc-en ciel,
souche native)

Salmo irideus
(truite arc-en ciel,
souche native)

Dicentrarchus labrax

hépatocytes

érythrocytes

érythrocytes

(bar, loup ou perche de spermatozoides

mer)

4-NQO

NF
B(a)P .
NDMA o .
AAF préincubation
Eaux avec S9
(Rhin et Elbe,
Allemagne)
TBT
DBT
MBT
Stress oxydatif x diar_'yl
(tampon tellurides
) . (3)ou
isotonique pH 6,8) ebselen

+CO
Stress oxydatif
(tampon +IAL
isotonique pH 6,8) 4 QAL

+ Trolox®
Cryoconservation + ASB et
et décongélation Me,SO

non communiqué

(Synthése de programme de recherche)

0-10 pM
0-10 uM

0-10 uM (tampon phosphate)

0-30 min a 27°C

30 min 4 35°C

0-30-60 min a
35°C

+0-10-30 pM
+0-10-30 pM
+0-10-30 pM
+0-10-30 pM

+ saturation (aération)
(contrdle négatif)

+ 100 pM

+ 100 pM

+ 100 pM

LOEC
(low
observed
effect
concentration)

Longueur de la
queue
Intensité de
fluorescence

Longueur de la
queue
Intensité de
fluorescence de la
queue
Tail Moment

Longueur de la
queue

% d’ADN dans la
queue
Tail moment

Hépatocytes + NF (2,38 pg/L) et 4-NQO (1,9 ug/L)
Hépatocytes + S9 + AAF (2,23 pg/L), NDMA (74 g/L)
B(a)P (252 pg/L) et échantillons d’eaux (4 positif sur 34
testés)

Longueur de la queue < intensité de fluorescence
4 t0 TBT = DBT = MBT = témoin
4 30 min TBT (x 1,44) >DBT (x 1,2) > MBT = témoin

<10 M N (effet antioxydant)

> 10 pM 2 composés trés génotoxiques
1 moyennement génotoxique
ebselen faible effet protecteur

a0min IAL (x 0,9)<CO=QAL< Trolox® (x 1,05)
230min IAL (x 0,9) < CO = QAL = Trolox®
460 min Trolox® = CO (x 0,7) <IAL = QAL (x 0,6)

En % ADN dans la queue

Témoin < Préservé (x 1,16) < non protégé (x 2)
En Tail moment

Témoin < Préservé (x 1,3) < non protégé (6,25)

Reifferscheid
et Grummt,
2000

Tiano et al.,
2001

Tiano et al.,
2000

Villarini et al.,
1998

Zilliet al,
2003
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ANNEXE III. : Applications du test des comeétes pour 1’étude des dommages a
I’ADN avec des cellules de poissons exposés au laboratoire, en conditions
contrdlées, in vivo

Les facteurs de variations (x) sont donnés a titre indicatif car ils ont parfois été calculés sur
les figures lors de ’absence des tableaux de données ; +: dommages a I’ADN significatifs ;
- : absence de dommages a I’ADN significatifs ; & : augmentation des dommages 4 I’ADN ;
N : diminution des dommages a I’ADN ; = équivalence des dommages a I’ADN ; > niveaux
de dommages a I’ADN supérieurs ; < niveaux de dommages a I’ADN inférieurs ; // paralléle ;
B(a)P: Benzo(a)pyréne; EMS: éthylméthane sulfonate; BZ: benzocaine; CP:
cyclophosphamide; HAPs: Hydrocarbures aromatiques polycycliques; MMS:
méthylméthane sulfonate ; PCB 77 : 3,3’,4,4’-tétrachlorobiphényl ; TCDD : 2,3,7,8-tétra-
chloro-p-dioxine ; 4-NQO : 4-nitroquinoline-N-oxide ; AAF : N-acétyl-2-aminofluoréne ;
NDMA : N-Nitrosodiméthylamine ; 1-NP : 1-nitropyréne ; NF : nitrofurantoine.



Conditions expérimentales

Organismes Types e - Observations (dommages a I’ADN) Références
cellulaires utilisés . . , Expression des
Agents (substances) testés Gammes de concentrations testées dommages
[etalurus punctatus leucocytes Ibpr:;5c§j£us+- rP:aSisd : ifrflt:;sx‘tissulaires
(poisson-chat) . hépatocytes Aflatoxine Bl 0,5 mg/kg (intrapéritonéale) Tail Moment  leucocytes #34hx35etNMa24hx25 Abd-Allah et al.,
Oncorhynchus mykiss lules ré 4-24 h . . . 1999

(truite arc-en-ciel) cellules rénales hépatocytes #ad4hx3etAa24hx8
rein Aa4hx5etWa24h=témoins

Carassius auratus 34-36-38° C Longueurdela + x1,1434°Cx1,12436°Cetx1,3438°C

(poisson rouge)

Scophthalmus maximus
(turbot)

Salmo trutta fario
(truite fario)

Brachydanio rerio
(poisson zébre)

Sparus aurata
(daurade royale)

Brachydanio rerio
(poisson zebre)

Oreochromis niloticus
(Tilapia du Nil)

Pleuronectes americanus
(Plie rouge)

cellules rénales

érythrocytes
cellules branchiales
hépatocytes
cellules rénales

érythrocytes

hépatocytes

cellules branchiales

érythrocytes

Cellules larvaires
(2 jours)

érythrocytes

érythrocytes
hépatocytes
cellules intestinales

Chocs thermiques

EMS

EMS (contréle positif)
PCB77

MMS

CUSO4

rayonnements y

BZ

MMS

B(a)P

3 h + 24 h de délai

50 mg/L (eau de mer filtrée)
3-7 jours a 15°C

0-25-50-100-200 mg/L.
0-343-397-429-780-918-1027 pg/mL
(concentrations réelles)

3-9-14 jours a 11°C

0-0,8-80 uM 3 jours
4-8-12-18-24-48-72 h + 24-72 h de délai

0-0,1 mg/L
14 jours a 12°C

0-0,4-1,2-7,2 mGy/h

1-24h

80 mg/L 3 min

7,5 mg/L 24 h + 80mg/L 3
min

0-5-25 pg/kg (nourriture)
+ 5 ng/kg (sédiment)
30j

queue

Tail Moment

Longueur de la
queue

Longueur totale
de la comete

Longueur de la
queue
Tail moment
Intensité

% d’ADN dans
la queue

Tail Moment

% d’ADN dans
la queue

N retour au niveau de base a + 24 h

+ dans tous les tissus aux 2 temps

développement du test effet sur les niveaux de bases :

= dissociation dans PBS + B-naphtoflavone

+ cryogénisation (-196 °C)

= conservation dans solution de lyse

+ étape de neutralisation et fixation

- voltage faible/temps long < + haut voltage/temps court
Variabiliteé interindividuelle et intraindividuelle importante

EMS3j +50mg/L x 4

EMS9j +25et50mg/Lx42etx 4,4
EMS 14j +25et 50 mg/L x 4,4 et x 7.5
PCB 77 =témoin

a 0,8 pM MMS = témoin

a80uM
hépatocytes +dés8hdex2ax 7 Wdés finde
I’exposition 2 +24 h x 6 et 8 +72h x 5 encore
cellules branchiales + dés 8h x 4 en moyenne sur le temps
A dés fin de I’exposition : 4 +24 hx 3,75 eta +72h x 3
encore

+ x 1,1 en longueur de la queue ou x 1,41 en intensité de fluorescence
de la queue ou x 1,5 en tail moment

alh #2404 mGy/h x 2,1 puis x 2,55
4a24hAa12mGy/hx 1,2 puisx 2,1

BZ = témoin
MMS +x 16
MMS + BZ = MMS seul

+ dans I’intestin 25 pg/kg (nourriture) + 25 %
grande variabilité dans les témoins foie

sang - niveaux de base

- par sédiment

Anitha et al., 2000

Belpaeme et al.,
1998

Belpaeme et al.,
1996

Deventer, 1996

Gabbianelli ef al.,
2003

Jarvis et Knowles,
2003

de Miranda Cabral
Gontijo et al.,
2003

Nacci et al., 1996




Anguilla anguilla
(anguille européenne)

Ameiurus nebulosus
(poisson-chat)

Cyprinus carpio
(carpe commune)

Brachydanio rerio
(poisson z¢ebre)
Oncorhynchus mykiss
(truite arc-en-ciel)

Pleuronychtys verticalis
(turbot « téte de boule »)

Tilapia mossambica
(Tilapia du Mozambique)

Cyprinus carpio
(carpe commune)

érythrocytes

érythrocytes

érythrocytes
hépatocytes
cellules rénales

hépatocytes

cellules branchiales

érythrocytes
hépatocytes

érythrocytes

érythrocytes
hépatocytes

B(a)P

Aroclor 1254
TCDD
B-naphtoflavone

CP

6 échantillons d’eaux de
riviere (Noyval, Inde)
CP (contrdle positif)

4-NQO
NF
B(a)P
NDMA
AAF

Sédiment d’affleurement de
pétrole

monocrotophos

Effluents d’usine textile
CP (contrdle positif)

0-0,1-1-10-50 mg/kg
0-0,1-1-10-20 mg/kg
0-0,01-0,1-1-2 pg/kg
0-0,1-1-10-50 mg/kg intrapéritonéale 7 j

0-20-40-80 mg/kg 6-24-48-72 h
0-1,25-2,5-5-10-20 mg/kg 48 h
intrapéritonéale

0-100 %

2 mg/L. 24-48-72 h

non communiqué
(Synthése de programme de recherche)

0-33-66-100 %
7ia13.8°C

0,313-0,625-1,25-1,875-2,5-3,125-3,75-

4,375 mg/kg
oral 24-48-72-96 h a 26°C

0-1-2-5-10 %

2mg/L 3-9-15-21-28

% d’ADN dans
la queue

Ratio longueur /
intensité

Longueur de la
queue
intensité

LOEC
(low
observed
effect
concentration)

Tail Moment
% d’ADN dans
la queue

Longueur de la
queue

Ratio longueur /
profondeur

B(2)P Aa 1 mgkgx28x2,6x3,9

Aroclor 1254 A4 0,1 et 1 mg/kg x2,5etx 3,7
TCDD A a 0,01 ug/kg x3,8x4,35x3,4x3,9
B-naphtoflavone & a 10 et 50 mg/kg x 3,7 et x 3,1

A dose dépendante de x 1,7 4 x 3,3
A des effets avec le temps

Sang + sauf échantillon 1 (de x 1,2 a4 x 2,3) CP + x 2 en moyenne
Rein + sauf échantillon 1 (de x 1,3 4 x 2) CP + x 1,9 en moyenne
Foie + sauf échantillon 1 (de x 1,1 4 2,1) CP x 1,9 en moyenne

// aux résultats test cométes sédiments des mémes sites avec ver de
terre

Hépatocytes + NDMA (7,4 pg/L) et 4-NQO (9,5 pg/L)
Branchies + 4-NQO (9,5 pg/L)

Sang - jamais d’effet
Foie : dex 1,1 ax 2,3 pourles # %
// concentrations en PAHs haut poids moléculaire dans le sédiment

A atoutes les dosesde x 1,55ax 2,2
effet maximal 4 24 h puis M entre48et 72 h et=3496 h

Foie : @ dés 1 % dose-dépendante de 3 221

(dex 1,1a x2,1) -a28jCP+x 1,1 en moyenne

Sang : A // au foie légérement > et + 428 j(de 1,1 42,5) CP +x 1,2
en moyenne

Nigro et al., 2002

Pandrangi et al.,
1995

Rajaguru et al.,
2003

Reifferscheid et
Grummt, 2000

Royetal,
2003 a

Saleha Banu ez al.,
2001

Sumathi et al.,
2001




Annexes

ANNEXE IV. : Applications du test des cometes pour I’étude des dommages a
I’ADN avec des cellules de poissons exposés in situ

Les facteurs de variations (x) sont donnés a titre indicatif car ils ont parfois été calculés sur les
figures lors de I’absence des tableaux de données ; +: dommages a I’ADN significatifs ; - :
absence de dommages a I’ADN significatifs ; @ : augmentation des dommages a I’ADN ;
N : diminution des dommages a ’ADN ; = équivalence des niveaux de dommages; >
niveaux de dommages supérieurs; // parallele; = différence ; Log: transformation
logarithmique ; Fpg : Formamidopyrimidine glycosylase ; PAA : acide peracétique ; B(a)P :
benzo(a)pyréne; HAPs:  hydrocarbures  aromatiques  polycycliques;  PCBs:
polychlorobiphényls ; UK: Royaume Uni; USA: Etats-Unis d’Amérique ; NaClO :
hypochlorite de sodium ; C1O; : dioxyde de chlore.



Types

Organismes cellulaires Localisation Suivi/Exposition Expr’essmn Observations : dommages a I’ADN Références
e des résultats
utilisés
% o’ ADN Données bru}es : pas de ¢’ '
. . . Transformation des données (Log) :
. . 4 sites en baie de Seine - dans la . . . T o
Limanda limanda . . . Prélevements # entre les sites mais variance interindividuelle (70%) > Akcha et al.,
. érythrocytes 2 sites en baie de Somme (France) queue . . o
(limande) P . . ; (mars 2001) ; .. variance entre les sites (30 %) 2003
ollution plus ou moins marquée Olive Tail .
Moment # entre les stades adulte > juvénile
cométes + Fpg : A des dommages de +33 4+ 119 %
2 sites non pollués en aval de 9% &’ ADN
Pholis gunnellus érythrocytes I’estuaire Prélévements odans la Sites de référence = sites pollués malgré un gradient de Bombail et
(gonnelle) 2 sites pollués en amont de ’estuaire  (péche a pied) Leue pollution industrielle al., 2001
(Firth of Forth, Ecosse, UK) 1
Paralichthys californicus baies ou ports dans le sud de la Sites californiens été 1998 : pas de # mais variabilité
(Flétan californien) Californie Prélévements d’un facteur x 5 Brown et
Citharichthys sordidus érythrocytes Sites autour des « Channel Islands », (éte 1998 et Tail Moment Eté 1999 : seulemen't 4 sites ont pu étre évalués Steinert, 2004
(Limande du pacifique) Californie (USA) 1999) (filet) 1 site > aux autres (x 4)
Problémes de conservation des échantillons
Bassins expérimentaux dans la station # etztre les campagnes dues a I’influence de la température
de potabilisation des eaux du lac de 'eau .
. o 3 campagnes : A des dommages a I’ADN en été a 20 jours pour les 3
Trasimeno (Castiglione del Lago, . R
érythrocytes Italic) automne produits de x 1,5 2 x 3,7
Cyprinus carpio 13 . . hiver . Autres campagnes : Buschini et
(prélevement Etude des effets génotoxiques de oz Tail Moment .
(carpe commune) S e été NaClO: +a 3 hx 1,6 en moyenne al., 2004
non invasif) désinfectants s s A .
) prélévements : et +a 20 jours x 3,55 en hiver seulement
NaClO : 1,25 mg/L X . s
ClO, : 0,2 mg/L 40-3het20) ClO,: +a 3 hx 1,4 en moyenne
acidfe .pe’racétique (PAA) : 1 mg/L et - a 20 jours .
) PAA :-a 3h et+a20jours x 2 en hiver seulement
Micropterus dolomieu 1 site de référence lac Umbagog Aire de la // au gradient de pollution amont-aval (équivalent PCBs et Chamberland
(black-bass a petite érythrocytes S sites sur la riviére Androscoggin Prélévements comate dioxines) : Lishon Falls (x 2,6) > Durham = Gulf Island = ot al.. 2002

bouche) (Maine, USA) Riley Station (x 2,2) > Rumford (x 1,2) > référence




2 campagnes : Gradient de pollution amont-aval (pollutions industrielles)

Leusiscus cephalus , 1 site sur I’ Ain (amont) (référence) printemps . Rhone 1 - + (au.t omne) x 7 Devaux et al.
. érythrocytes . n automne Tail Moment Rhoéne 2 : + (printemps) x2,1 (automne) x 1,9 W des ’
(chevaine) 2 sites sur le Rhéne (aval) (France) N ; L . 1998
(péche dommages au bout de 2 mois chez juvénile en stabulation
électrique) au laboratoire
étzalrggggn es # entre les campagnes
Leusiscus cephalus érythrocytes 2 sites de référence en Moselle amont été 1999 Tail Moment +: 1 des 2 sites amont et 2 des 3 sites aval Flammarion et
(chevaine) 3 sites en Moselle aval (France) (péche A des dommages # A des concentrations en B(a)P dans al., 2002
\PeCh le sédiment
électrique)
. 1 site de référence sur la Drome Prélévements , , . L . . -
Leusiscus c?phalus érythrocytes 1 site poliué sur la Turdine (ét6) (péche Tail Moment Pollutions typées (tezriturerzes, mdu{trzes pétrochimiques).  Larno et al,
(chevaine) . . R 3 : Turdine = Dréme < Rhoéne (x 1,3) 2001
1 site pollué sur le Rhone (France) électrique)
Amezums nebulosus 5 sites (riviére Détroit, Grands lacs) Longueur 5 des sites (dont 2 sur lacs et 3 sur riviéres) ‘
(poisson-chat) . . Aentrex3etx 34 Pandrangi et
érythrocytes 3 sites (Grands lacs) et 1 ferme - totale . .
Ny N des dommages au bout de 3 mois de stabulation au al., 1995
. , d’élevage (Canada) profondeur .
Cyprinus carpio (carpe) laboratoire
site de référence : Réserve naturelle . L e
Ganbusia Holbrooki . des Astronies Prélevements Longueur de Site pollué > site de référence (x 3’4) . Russo et al.,
. . érythrocytes . . - . N des dommages au bout de 100 j de stabulation au
(poisson moustique) 1 site pollué sur la riviére Sarno (avril 2001) la queue laboratoire 2004
(Italie)
Pleuronychtys verticalis .
(turbot « téte de boule ») 2 sites de référence Tf;l ! dr{l;r};;}l t
Pleuronectes vetulus . 9 stations autour de points de Prélévement ° _ . Roy et al,
. hépatocytes . a2 dans la queue = sur tous les sites
(sole anglaise) déversement d’égouts (Orange (2000) Intensité de 2003 b
Hippoglossima stomata County, Californie, USA) ﬂ?lsresscence

(sole bigmouth)




Annexes

ANNEXE V. : Travaux rapportés dans la littérature d’étude des dommages a
I’ADN, par le test des cometes, chez des organismes aquatiques expos€s in sifu
ou au laboratoire, en conditions contrdlées, a des substances organiques et
minérales et a des rayonnements

' matire active : atrazine ; 2 matiére active : métalochlore ; * matiére active : glyphosate ; *
matiére active : métribuzine ; ° matiére active : 2,4-D ; © low observed effect concentration ;
les facteurs de variations (x) sont donnés a titre indicatif car ils ont parfois été calculés sur les
figures lors de 1’absence des tableaux de données ; +: dommages a I’ADN significatifs ; - :
absence de dommages a I’ADN significatifs ; T : mort des individus ;# : augmentation des
dommages a I’ADN ; N : diminution des dommages a I’ADN ; = équivalence des dommages
a ’ADN ; > niveaux de dommages a I’ADN supérieurs ; 4-NQO : 4-nitroquinoline-N-oxide ;
AAF : N-acétyl-2-aminofluoréne ; T : température ; CEP : champ électromagnétique pulsé :
8,8 GHz pulsation 180 ns pic de 65 kW fréquence de 50 Hz ; EMS : éthyméthane sulfonate ;
MMS : méthylméthane sulfonate ; B(a)P : Benzo(a)pyrene ; MNNG : N-methyl-N’-nitro-N-
nitrosoguanidine; NDMA : N-nitrosodiméthylamine; NF : nitrofurantoine ; MNQ : 2-méthyl-
1,4-naphthoquinone



Conditions expérimentales

Organismes Type cellulaire Agents (substances) Type et durée Gammes de concentrations Expression Observations : dommages a ’ADN Références
P testés d’exposition (valeurs) testées des résultats
in vitro Longueur de R Betti et Nigro,
CH;Hg 1ha37eC 0-1-2-4-8 ug/L la cométe Adéeslpg/Lx1,3x1,35x14etx 1,6 1996
s Grand dauphin .
Cétacés Tursiops truncatus érythrocytes 1y 6, imvirg 0-50-100-150-200 uM Longueur do H202 A desSOUM X 12X 142 et M 4200 M x 1,4 Taddes ef
Aroclor 1254 1ha3?C 0-0,02-0,1-0,5-2,5-12,5 pg/mL lag neue Aroclor 1254 + x 1,25 en moyenne pour toutes les doses 2001 v
CH;Hg 4 ug/L (+ 0-30-60 min de délai) 9 CH;Hg + x 1,5 réparation compléte en 30 min
Classement selon la génotoxicité : Roundup® > Dual 960-E®>
Aatrex 9.0%! Aatrex 9.0%> Sencor 500F® >Amsol® = témoin
Dual 966-E®2 0-4,813-19,25-77-3008 mg/L. Aatrex 9.0° A des 4,813 mg/Lx 1, 4x 1,4etx 1,6 et T 4308 mg/L
in vivo 0-0,272-1,086-4,344-17,376 mg/L Dual 960-E®A dés 0,272 mg/L x 1,2 x 1,3 et x 1,6 et T 2 17,376
Grenouille taureau : Roundup®> 24t 0-1,687-6,75-27-108 mg/L mg/L Clements et
Rana catesbeiana Sencor §00F®" stade larvaire 0-13,375-53,5-214-856 mg/L Roundup® A dés 6,75 mg/L x 1,2 x 1,4 et T 4 108 mg/L al., 1997
Amsol®’ 0-4,063-16,25-65-260 mg/L Sencor S00F® 2 dés 13,375 mg/L x 1,07 x 1,08 x 1,08 et + 2 856
Mf&sg 0-3,125 mg/L mg/L
Amsol®= témoin mais 1 4 260 mg/L
MMS + x 1,6 en moyenne
EMS 0-5,85 mg/L Sandopel Basic Black ® A dés 10 mg/L de x 1,5 a x 4,7 réparation
Teintures in vivo complétea+ 48 h
Grenouille verte (sulfures) : _ 24 ; Negrosine® A dés 75 mg/L de x 2 & x 4 réparation compléte a + 48 h
o . Sandopel Basic . 0-10-12-17-25 mg/L Dermapel Black® A dés 150 mg/L de x 1,6 4 x 4,75 réparation Rajaguru et
indienne : Rana Black ® stade larvaire P
hexadactyla ok (+24-48-72 h compléted + 48 h al.. 2001
Negrosine " e délai) 0-40-75-150-300 mg/L Turquoise blue® A dés 75 mg/L de x 2 4 x 4,1 réparation compléte 4
Dermapel Black® 0-150-200-300-600 mg/L. +48h
Turquoise blue® 0-40-75-150-300 mg/L Ratio EMS + x 2,3 réparation compléte 3 + 24 h
longueur de la
in vivo queue : Stade I P deés 1,56 mg/L x 2,1 x 1,4 etx 4,2 Ralph et
Grenouille verte : 24 h fond, Stade II-[Il A dés 1,56 mg/L x24x45etx7,5
L A 1 56 B profondeur > 5 g >
Amphibiens Rana clamitans érythrocytes ~ MMS stades O 1»00-3,125-6.25 mg/L Stade X-XVIIT 7 dés 1,56 mg/L x 3,7 x 7.5 et x 11,5 ll’ggs"s;
larvaires Stade XXII-XXIII - MMS = témoin
Rana clamitans 18 sites (Canada), étangs et petites étendues d’caux, pollutions
Grenouille Iéopard : } in situ ) industrielles et agricoles, populations autochtones Ralph et Petras,
Rana pipiens ’ stade larvaire sites régions industrielles (de x 1,6 a x 2) > sites régions cultures (de 1997
pp x 1,1 a 1,5) > sites régions élevage (prairies)
11 sites dans 1’Ontario (Canada), lacs et riviéres pollutions
in situ industriclles, domestiques et agricoles, étude de transfert Ralph et
- stade larvaire - (encagement) Petras,
; . 7-11j sensibilité : R. clamitans > B. americanus 1998 b
(Zzszlgll‘l;‘;;i' + sur 6 sites A de x 1,22 a x 1,85 et - 5 sites = témoin laboratoire
Crapaud d’ Amérique : . . . . s
Bufo americanus in vivo 0-0,39-0,78-1,56-3,125-6,25-12,5-25- Stabulation au laboratoire 4 mois M des niveaux de base de x —1,4 &
MMS 24h 50 me/L XM;\Azélz dés 0,78 mg/L de x 1,2 & x 2,4 mais * & 25 et 50 mg/L Ralph et al,
Jades - 0-6,05 m/L (& 0-12-24-36-42-48-54 h MMS 6,25 mg/L A jusqu’a +42 h de x 2 4 2,6 puis M & partir de + 1996
arvaires de délai) i
54 h mais x 2,4 encore
i 05, o, 3 Y 4 o °
Dactylére du cap : T In.vztro0 20-25-30 °C % d’ADN CEP + X .2 mais A due & A de la température de 25° 3 30° C Chemeris et
Xenopus laevis CEP 40 min 25°C - dans la queue consécutive au CEP al., 2004
rayons y Adulte 0-50-100-200 cGy A des 100 cGy x4 etx 6,8 v



. Crevette :
Crustacés .
Paleomonetes pugio
Annélides Ver de sable :
polychetes Nereis virens
Plathelminthes Planaire fiulcaqulcolfe :
Dugesia schubarti
.. Ascidie botrylle :
Tuniciers Botryllus schlosseri
Amibe :
Protozoaires Acanthamoeba
castellanii

Cellules
embryonnaires a
différents stades

de
développement

co¢lomocytes

suspension

cellulaire de

I’organisme
entier

Cellules
circulantes

B(a)P
Cr (VD)
H,0,

MNQ
4-NQO

Anthracéne

Bleu de méthyléne
a-terthiényl

Pyréne

CrCly
CrNa;O,
Hg,Cl,
MNQ

B(a)P
EMS

CuS0O,

MMS + CuSO4

H,0,

4-NQO, NF, B(a)P,
NDMA, AAF, Eaux

0-37,5-75-225 nM (2 h)

in vivo 0-0,5-1-2-5-10 uM (4 h)
0-8,8-17,7-44,2 WM (2 h)
in vivo 0-1-2-3-4-5 uyM
24ha28°C 0-1-5-10-20-50 pM
stade VIII
invivo3h  0-3 ug/L
(obscurit€)  0-1000 pg/L
+1hlumiere 0-50 pg/L
+ 2-3-24h 0-10 pg/L
obscurité
0-1000 pg/L
in vivo 0-1000 pg/L
24h328°C 0-1-10 pg/L
0-86-172-430 pg/L
. 0-0,3-0,6-10-20-35-45 mg/mL
in vivo

injection 1 h

30-46 h)
2h 0-10-20-30-40-50 uM
7 0-10-25-50-100 uM
in vivo 0-40-80-160 pM
2h 0-80 uM
”’2”’;’0 0-53-130-2650 uM

non communiqué
(Synthése de programme de recherche)

+ 2-8-
20-24 h
de délai

12,1 mg/mL (0,25-0,5-1-2-3-7-15-25-

+0-20 uM 2n)
+0-20 puM (2-4-24h)

% d’ADN
dans la queue

Tail Moment

longueur de la

queue
Tail Moment

longueur de la

queue

% de comeétes
longueur de la

queue

LOEC®

B(a)P(stade IV)+ a 225 nM x 1,2 réparation incomplete & + 24 h
B(a)P(stade VIII) & des 37,5 nM x 1,1 x 5 et x 8 réparation
complétea+8h

Cr (VI) (stade IV) = témoin 7 entre +2 et +8 h réparation compléte
a+ 20 hetCr(VI)(stade VI) + 3 0,5 yM x 2 et a 2 pM x 1,7

réparation incompléte a + 24 h Hook et Lee,
H,0; (stade IV) + a 44,2 uM x 10 réparation incompléte a + 20 h et 2004
H,0, (stade VIII) A des 8,8 uM de x 10 & x 38 réparation compléte
a+8h
Test cométes + endonucléases A de + 34 % a + 1800 % par rapport
a test cométes classique Classement selon dommages oxydatifs :
H,0, > Cr (VI) > B(a)P
MNQ (stade IV) = témoin .
MNQ (stade VIIT) 7 dés 5 pM x 5 x 12,5 x 14 et x 22 K"‘;&‘) 1‘“’

4-NQO (stade VII) A dés 2 pMx 3 x3x 3,1 etx 3,8

Anthracene + aprés exposition lumiére sans retour a 1’obscurité x

8,2

Bleu de méthyléne = témoin dans tous les cas

a-terthiényl + aprés exposition lumiére sans retour a 1’obscurité x

8,6 Lee et Kim,
Lumiére seul x 4,8 2002
Pyréne + aprés + 1h exposition a la lumiére x 16,7 + apres

exposition + 1h a la lumiére et + 2h a ’obscurité x 16,3 + aprés

exposition +1h a la lumiére et +3h a I’obscurité x 23,2 et - aprés

exposition + 1h a la lumiere et + 24h a I’obscurité

CICl; (stade VII) + x 20,8
CrNa,O, (stade VII) + x 13,4

Hg,Cl, (stade VII) A dés 1 pg/L x 10,8 et x 25,6

MNQ (stade VII) & dés 86 pg/L x 2,2 x 8,8 et x 23

MNQ (stade 1V) P dés 86 pg/L x 2,2 et x 5,7 (non testé a 430
ng/L)

B(a)P + & 45 mg/L x 2 en longueur de la queue et x 3 en Tail
Moment

EMS + dés 30 min et maximum & 1 h aprés injection x 2,6

CuSO42h A des 30 pMx 1,75 x 2,2 et x 3,25
CuSO47j+a25pMx 2,4eta50 pM x 2,3 et—a 100 pM
MMS 2 dés 40 pM x 2,7 x 3,75 et x 5 pas d’effet apparent du

Leeetal,
2000

De Boeck et
Kirsh-
Volders, 1997

Guecheva et

. A . al., 2001
cuivre sur la réparation
MMS 80 uM + CuSOy4 a + 2 h retard dans la réparation ensuite =
+x 4,2des 53 uM en % de cometes Kamer' et
. R Rinkevich,
+ x 1,2 en moyenne mais seulement dés 130 uM 2002
+ 4-NQO (10 ug/L), NF (1 pg/L) et NDMA (10 pg/L) et Reifferschemid
échantillons d’eaux du Rhin et de I’Elbe (Allemagne) (13 positifs et Grummt,
2000

sur 34 testés) - B(a)P et AAF
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ANNEXE V1. : Travaux rapportés dans la littérature d’études des dommages a
I’ADN, par le test des cometes, chez des algues unicellulaires aquatiques
exposées au laboratoire, en conditions contrdlées, a des substances organiques et
minérales, ou a des rayonnements

Les facteurs de variations (x) sont donnés a titre indicatif car ils ont parfois ete calculés sur les
figures lors de I’absence des tableaux de données; +: dommages a I’ADN significatifs ; - :
absence de dommages a I’ADN significatifs ; @ : augmentation des dommages a ’ADN ;
N : diminution des dommages a I’ADN ; = équivalence des niveaux de dommages ; 4-NQO :
4-nitroquinoline-N-oxide ; AAF : N-acétyl-2-aminofluorene ; B(a)P : Benzo(a)pyréne ;
MNNG : N-methyl-N’-nitro-N-nitrosoguanidine; NDMA : N-nitrosodiméthylamine; NF :
nitrofurantoine ; ROS : especes réactives de 1’oxygene



Conditions expérimentales

Organismes Agents (substances) testés , Durefe' Gammes de concer}tratlons Expression des résultats Observations : dommages a I’ADN Références
d’exposition (valeurs) testées
4-NQO Adés5nMx1,25x2x3,75etx4
4-NQO 0-5-25-50-100 nM Tail Moment (TM) NDMA A dés 0,014 mMx2x2,15x2,9x3,2 et x Erbes et al
NDMA 2hal8°C  0-0,014-0,14-1,4-14-140 mM % ADN dans latéte 4.2 1] f; ;7a -
H,0, (& lumiére) 0-0,25-0,5-0,75-1 mM Longueur dela queve  p,), 79 dés 0,25 mM de x 1,25 4 x 3 et H,0, +
lumiére N de 66 % par rapport 3 H;O, seul
Chlamydomonas 4-NQO
reinhardatii NF
B(a)P non communiqué LOEC +:4-NQO (1 pg/L), NF (,5 ng/L) et NDMA . .
X (low (1 pg/L) et échantillons d’eaux (10 positifs sur 34 Reifferscheid et
NDMA - (Synthese de programme de .
observed testés) Grummt, 2000
AAF recherche) effect concentration) | B(a)P et AAF
Eaux (Rhin et Elbe, :B(a)P e
Allemagne)
MNNG 2h220°C  0-0,5-1-5-10-50 yM +1a16h MNNG 2 & partir de 5 pM de x 5 & x 7 (TM)
rayonnements y 20 min 5 Gy de délai mais .ﬂ dés 0,5. uM (longueur) sqlt de X 1,2ax 2‘,1
Jamais de relation effet-dose et réparation compléte en
lhasuM
B(a)P 2ha20°C  0-0,5-1-5-10-50 uM (+ S9) Tail Moment (TM)  rayons y + x 2 et réparation compléte en 1 h Aoyama et al.,
. Longueur de la quene  B(a)P A a partirde S pM x 1,2 et x 1,75 (TM) 2003
Euglena gracilis B(a)P+ S9 7 a partir de 5 pM x 2,8 et x 3,4 (TM)
mitomycine C 3ha20°C 0_0’5_1_5_10_50 ”'M mais A dés 1 uM'(loqgueur) soit X 1,3 X 1,4 et x 1,9
actinomycine D 2h220°C  0-0,5-1-5-10-50 uM (par rapport aux témoins)
—mitomycine C et actinomycine D
Cdcl, 1h 0-100 uM Longueur de la queue  + x 5 (implication des ROS) Swu:ltlﬁflgf)g;
Développement du test des cométes avec la T4 endonucléase V /
N . s paramétre le plus discriminant = longueur de la queue
Lpgnere +UVA 3.6.9-12 h 7,12 10 9,47 10° W/cm? 3,89 Visible — et = sur le temps
Rhod visible +UVB W/em? 10°° W/em? Tail Moment (TM)  Visible + UVA + x 2 mais = sur le temps Sastre ef al.,
0domonas Sp- Lg?ﬁ‘f?;gel\liﬁ:t’e Visible + UVA + UVB +x 5 mais 7 avec le temps 2001
H,0, Adés10pM dex 1,8ax5
H,0, 30-60 min  0-10-25-50-100 pM Avec T4 endonucléase V

Visible + UVA + UVB : + 200 % de dommages
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ANNEXE VIL. : Protocole de I'IRH pour la quantification des HAPs dans les
tissus des moules et des rats

La quantification des teneurs en HAPs des différents tissus animaux est réalisée en 4 étapes :
- pré-traitement des échantillons,
- extraction des HAPs par solvant dans un extracteur ASE,
- traitement de I’extrait,

- quantification des HAPs dans les extraits obtenus par HPLC.

Préparation des échantillons

Les différents tissus sont séchés a I’étuve 4 40°C' jusqu’a masse constante (environ 2 a 7 jours

suivant [’humidité initiale des échantillons) avant d’étre broyés finement (broyeur a couteaux).

Extraction des HAPs

L’extraction des HAPs a été réalisée par un extracteur de type ASE (Accelerated Solvent
Extractor 200, DIONEX) permettant une extraction solide/liquide & chaud et sous pression (solvant
d’extraction dichlorométhane/hexane 50/50), sur une masse d’échantillon comprise entre 0,7 et 1,6 g

suivant la quantité de tissu disponible.

Préparation de I'extrait

L’extrait obtenu est évaporé sous un faible courant d’azote avant d’étre repris dans de
I’acétonitrile. Cette phase d’évaporation entraine des pertes variables pour les HAPs de masse

moléculaires les plus faibles (naphtaléne, acénaphthyléne et acénaphtene).

Analyse des HAPs

La séparation et la détection des HAPs sont réalisées par chromatographie liquide haute
performance (HPLC) couplée a un spectrofluorimetre et un détecteur UV/barrette de diodes. Les
chromatogrammes obtenus sont ensuite intégrés manuellement en hauteur et quantifiés par rapport a S
étalons dans la gamme de linéarité des détecteurs. Les résultats obtenus peuvent étre présentés en

détaillant les 16 HAP identifiés ou en regroupant les 16 HAPs sous forme de leur somme.

1 Le séchage est limité a4 40°C afin de limiter la perte des polluants volatiles.
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ANNEXE VIII. : Analyse physico-chimique des sédiments du site de référence

de la Maxe.
Concentrations
CONTAMINANTS Unité L.
dans les sédiments
METAUX mg/kg m.s.
Cadmium <0,01
Chrome 12,0
Cuivre 5,0
Nickel 7,0
Plomb 6,0
Zinc 19,0
Etain <0,1
HAPs Hg/kg m.s.
Fluoranthéne 10,0
Benzo(b)luoranthéne 4,0
Benzo(k)fluoranthéne <3
Benzo(a)pyréne 3
Benzo(ghi)peryléne <10
Indeno(1,2,3-cd)pyrene 13,0
PCBs pg/kg m.s.
PCB 28 <5
PCB 52 9,0
PCB 101 <5
PCB 118 <5
PCB 138 <5
PCB 153 <5
PCB 180 <5
Pesticides organochlorés  g/kg m.s.
Hexachlorobutadiéne <5
Hexachlorobenzéne <5
Aldrine <5
Diéldrine <5
0,p-DDD <5
p,p-DDD <5
0,p-DDE <5
0,p-DDT <5
p,p-DDT <5
Chlorobenzenes Hg/kg m.s.
1,2-dichlorobenzéne <5
1,3-dichlorobenzéne <5
1,4-dichlorobenzéne <5
1,2,3-trichlorobenzéne <5
1,2,4-trichlorobenzéne <5
1,2,5-trichlorobenzéne <35

(PCB : polychlorobiphényl ; HAPs : hydrocarbures aromatiques polycyliques ; m.s. : matiere

séche)
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ANNEXE IX. : Composition du tampon PBS (Phosphate buffered saline) sans
Ca"™ ni Mg™

Pour un litre de tampon a 0,01 M, dissoudre successivement les sels suivants dans de
I’eau ultrapure stérile :

e Chlorure de sodium (NaCl) 8¢

e Chlorure de potassium (KCI) 200 mg
e Monohydrogénophosphate de sodium anhydre (Na,HPOy) 1150 mg
e Phosphate de potassium anhydre (KH,PO,) 200 mg

Vérifier que le pH du tampon avoisine 7,4.
Conserver a température ambiante.
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ANNEXE X. : Reférences des produits et du matériel et Composition des
différents tampons et solutions-meres utilisés pour le test de cometes.

Références des produits chimiques et du matériel utilisés.

-Agarose normal 018052  Eurobio

-Agarose LMP (Low Melting Point ou bas point de fusion) 018055  Eurobio

-HC1 36% 20 252-290  Prolabo

-NaCl 20 810.364  Prolabo

-Na,EDTA 20 302.236  Prolabo

-Na,HPO, 1.06580.0500 Merck

-NaOH 28 245298  Prolabo

-KCl1 1.04936.0500 Merck

-KH,PO, 28 245.298  Prolabo
-N-laurylsarcosinate (C;sH,sNO3;Na) L9150 Sigma

-TRITON X100 (t-octylphénoxy polyéthoxy éthanol) H 0421 Sigma

-TRIS (Tris(hydroxyméthyl)-aminoéthane C,H;;NOs) 26-128-3034B  Euromedex

-DMSO (dimétyl sulfoxide ((CH3),SO)) 23 500.297  Prolabo

-Ethanol absolu (C,HsOH) 20 821.296  Prolabo

-BeT (Bromure d’éthidium) 17588  Eurobio

-Lames lavées, dégraissées, bords rodés 76 x 22 05 633.933  Prolabo

-Lamelles 24 x 50 05 642.284  Prolabo

-Polystat | 33194  Bioblock Scientific
-Cuve d’¢lectrophorése BM 200 Boerhinger-Ingelheim
-Générateur PowerPac 200  Bio-rad

-Microscope a épifluorescence BX60  Olympus

-Caméra CDD monochrome Hitachi

-Analyseur d’image Komet 3 :1  Kinetic Imaging Limited
-cuves en porcelaine pour bain de lames, micropipettes (P20, P200 et P1000 Pipetman), verrerie (pipettes,
fioles, béchers...) courante de laboratoire.

Solution de lyse

Pour un litre de solution de lyse :

2,5M NaCl 146,1 g
100 mM NaEDTA 372¢g
10 mM  Tris 12¢g
Ajuster le pH a 10 avec des sels de soude

1% N-lauryl sarcosinate 10g

Ajuster a 890 mL avec de 1’eau ultrapure et stérile. Conserver a température ambiante 1 mois. Mettre 30 minutes
a 4°C avant I’étape de lyse. Extemporanément ajouter 1% de Triton X100 et 10% de DMSO. (soit 1 mL de
Triton et 10 mL de DMSO dans 89 mL de la solution précédente.).

Tampon d’électrophorése (300 mM NaOH / 1 mM Na,EDTA)

Préparer des solutions-stocks :

Si: 10N NaOH 200 g dans 500 mL d’eau ultrapure

S, 200 mM Na,EDTA 14,89 g dans 250 mL d’eau ultrapure (pH 10)

Conserver a température ambiante au maximum 15 jours. Pour du tampon 1X, extemporanément mélanger 30
mL de Sy et 5 mL de S,. Ajuster le volume a 1 litre avec de 1’eau ultrapure. Bien homogénéiser.

Tampon de neutralisation

Préparer un tampon Tris (0,4 M) a pH 7.5. Pour cela, dissoudre 48,5 g de Tris dans 1 litre d’eau ultrapure et
ajuster le pH a 7,5 avec de ’acide chlorhydrique HCl 36%. Conserver a température ambiante.
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ANNEXE XI1. : Composition de I'eau reconstituée utilisée dans les expositions in
vivo des bivalves dulcaquicoles

Pour un litre d'eau reconstituée, ajouter successivement les solutions suivantes :

12,5 mL d'une solution a 9,86 g/L. de MgSOs, 7 H,O
12,5 mL d'une solution a 23,5 g/L de CaCl,, 2 H,O
12,5 mL d'une solution a 5,18 g/L. de NaHCOs, 7 H,O
12,5 mL d'une solution a 0,46 g/L de KCl

Compléter a un litre avec de l'eau déminéralisée. Vérifier que le pH avoisine 7,5 et laisser
sous aération continue (bullage) pendant 24 heures (au minimum) a température ambiante.



RESUME :

L'objectif général de ce travail était I'étude de l'intérét du test des cometes en génotoxicité
environnementale. Dans le contexte de la marée noire de I’Erika et de celui plus large des
hydrocarbures aromatiques polycycliques, nous avons étudié, a 1’aide du test des cometes, les
dommages a I'ADN, chez des mammiferes (rats) contaminés par la voie alimentaire dans un
premier temps, puis chez un invertébré d'eau douce, Unio tumidus, suite a des expositions au
benzo(a)pyréne et au fer ferrique in vivo, en conditions controlées au laboratoire.

Les études avec les rats montrent I'apparition de dommages a 'ADN principalement dans le
foie, chez les animaux nourris par des moules fortement contaminées suite & une marée noire
et permettent d'établir le transfert des hydrocarbures aromatiques polycycliques, des moules
vers le consommateur. Des effets sont également observés a un degré moindre dans les
cellules de moelle osseuse. Les résultats d’une étude sur la réversibilité des dommages a
I’ADN montrent que les dommages mis en évidence sont transitoires, avec une réparation
complete en deux semaines dans tous les cas.

Dans la deuxieéme partie relative a I’étude de deux marqueurs de génotoxicité chez le bivalve
Unio tumidus, les réponses observées étaient dues a la toxicité du benzo(a)pyréne et les
cassures de la molécule d'ADN mesurées par le test des cometes ne sont pas apparues comme
le paramétre le plus sensible, comparées a la mesure des 1€sions d'oxydation.

Globalement, nos résultats soulignent que le test des cometes est adapté a 1'étude de la
génotoxicité environnementale et permet 1’évaluation de la biodisponibilité de composés
génotoxiques dans des échantillons environnementaux.

ABSTRACT :

The aim of this work was to study the interest of the single-cell gel electrophoresis (Comet)
assay, in environmental genotoxicity assessment. In the contexts of the Erika oil slick and of
the polycyclic aromatic hydrocarbons, DNA damages were studied in mammals contaminated
via the food and in freshwater invertebrates.

The studies with rats demonstrated the occurrence of DNA damage in the livers of the animals
fed with mussels strongly contaminated following an oil slick and established a transfer of
polycylic aromatic hydrocarbons present in mussels to the consumers. Genotoxic effects were
also registered in the bone marrow cells. The results of a study on their reversibility pointed
that DNA damages were transitory, with a complete repair in two weeks in our exposure
conditions.

The second part of this work related genotoxic effects consecutive to in vivo exposures to
benzo(a)pyrene and ferric iron in the freshwater bivalve Unio tumidus. For the two markers of
genotoxicity, DNA breaks measured by the comet assay and oxidative DNA damage assessed
by the measurement of the 8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine, responses were mainly
consecutive to the toxicity of benzo(a)pyrene. The comet assay did not appear as the most
sensitive parameter under these conditions of exposure, comparatively to the measurement of
oxidative DNA lesions.

Globally, our results underline that the comet assay is appropriate for the study of
environmental genotoxicity and allow the assessment of the biodisponibility of genotoxic
compounds in the food and in environmental samples.






