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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 l: 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 offood exposure (t6), 7 days later (t*z) and 14 days later (t+r+)

Article 4

Table I : Lipid peroxydation index, oxidative DNA damage and DNA breaks, in the digestive gland,
in the gills and in the hemocytes of (Inio tumidus exposed to benzo(a)pyrene and/or ferric iron during
6 days
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LISTE DES ABREVIATIONS

cr,-T : cx,-tocophérol acétate

l-NP : l-nitropyrène

3AT: 3-aminotriazole

4-NQO : 4-nitroquinoline-N-oxide

8OHGua : 8-hydroxyguanine

8-oxoAde : 8-oxo-7,8-dihydroadénine

8-oxodGuo : 8-oxo-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine

8-oxoGua : 8-oxo-7,8-dihydroguanine

A: Adénine

AA : acide ascorbique

AAF : N - acétyl-2 - amino fl uorène

ADN : Acide désoxyribonucléique

AF :2-aminofluorène

AFNOR : Association Française de Normalisation

AFSSA : Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments

ANF : cr-naphtoflavone

ara-C : cytosine-B-D-arabinofuranoside

ARN : Acide ribonucléique

ARP : Aldehyde reagent probe

B(a)P : benzo(a)pyrène

BA : benzo(a)anthracène

BeT : bromure d'éthidium

BPDE : benzopyrène diol époxyde

BSO : buthionine sulfoximine

C : Cytosine

CCM : chromatographie sur couche mince

CE : électrophorèse capillaire

CP : cyclophosphamide

CT: clotrimazole

DBO : demande biologique en oxygène

DC : dicoumarol

DCO : demande chimique en oxygène

DDC : acide diéthyldithiocarbamique
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DEB : diépoxybutane

DEM : diéthyl maléate

DEP : particules de fumée de diesel

DMSO : diméthylsulfoxyde

EC : détection électrochimique

EDTA : acide éthylènediaminetétraacétique

EGME : éthylène glycol monométhyl éther

ELISA '. enzyme-linked immunosorbent assay

EMS : éthylméthane sulfonate

ENU : N-éthyl-N-nitrosourée

EROD : éthoxurésorufi ne- O-déethylase

ETM : Extent tail Moment

FADU : Fluorescent analysis of DNA unwinding - analyse fluorimétrique du déroulement

de I'ADN

Fapy-Ade : 4,6-diamino-5-formamidopyrimidine

Fapy-Gua : 2,6-diamino-4-hydroxy-5 -formamidopyrimidine

FISH : Hybridation in situ

Fpg : Formamidopyrimidine glycosylase

G: Guanine

GC : chromatographie en phase gazeuse

GC-MS : chromatographie en phase gazeuse couplée à la spectrométrie de masse

HAPs : hydrocarbures aromatiques polycycliques

HPLC : chromatographie liquide haute performance

IARC : International Agency for Research on Cancer - Centre International pour la Recherche contre

le Cancer

IBGN : Indice biologique global normalisé

IRH : Institut de Recherches Hydrobiologiques

LC : chromatographie liquide

LH : acides gras polyinsaturés

LOEL : low observed effect level

MDA : malonaldialdéhvde

m.s. : matière sèche

MEL : cellules érythroleucémiques de souris

MMC :mitomycine C

MMS : méthylméthane sulfonate

MNNG : N-méthyl-N'-nitrosoguanidine

MX : chloro- 3 dichlorom éthyl- 4 hydroxy- 5 (5 H)- furanone-2
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NDEA : N-diéthylnitrosamine

NDMA : N-nitrosodiméthvlamine

NF :nitrofurantoine

OFR: Office of the Federal Register - Bureau de Registration Fédérale

OCDE : Organisationfor Economic Co-operation and Development - Organisation de Coopération et

de Développement Economiques

OWD : oil-water dispersion - dispersion pétrole - eau

PAA : acide peracétique

PBN : N-N-Êbutyl-cr-phénylnitrone

PBS: Phosphate Buffered saline

PCB 7 7 ; 3,3',4,4' -tétrachlorobiphényl

PCBs : polychlorobiphényls

ROS

SCF

espèces réactives de I'oxygène

Scientific Commitee on Food - Comité Scientifique Européen de I'Alimentation

SDS : dodécyl sulfate de sodium

Sites AP : sites abasiques

SOD : superoxyde dismutase

T:Thymine

TBOOH : tert-butyl hydroperoxide

TEFs : Toxic Equivalent Factors - Facteurs d'équivalents toxiques

Tempo : 2,2,6,6-tétraméthylpipéridine-N-oxyl

TEQs : Toxic Equivalent Quantilies - Quantités d'équivalents toxiques

TopoI:topoisoméraseI

Topo II : topoisomérase II

Tris : Tris(hydroxyméthyl)-aminoéthane

Triton : l-octylphénoxypolyéthoxyéthanol

UDS : unscheduled DNA synthesrs - synthèse non programmée d'ADN

UK: United Kingdom - Royaume Uni

USA : United States of America - Etats-Unis d'Amérique

US-EPA ; Environment Protection Agency, United States of America - Agence de

Protection de I'Environnement, Etats-Unis d'Amérique

UV : rayonnements ultra-violets

WSF : water soluble fraction -fraction hydrosoluble
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Introduction

L'exposition aux agents chimiques et physiques de l'environnement peut générer

directement ou indirectement des dommages à I'ADN. Ces lésions participent à la

mutagenèse et à I'initiation de la cancérogenèse et leur possible impact sur le génome des

populations naturelles constitue une préoccupation justifiée. L'objectif de notre travail étaitla

mise en æuvre du test des comètes dans des études de génotoxicité environnementale. Cette

technique récente permet la mesure du degré de dommages à I'ADN au sein d'une population

cellulaire nucléée. En toxicologie génétique, de nombreux essais sont applicables à la

recherche des lésions de I'ADN, mais les travaux avec des organismes exposés à des

échantillons de I'environnement ou des individus autochtones exposés in situ sont restés rares

jusqu'au développement du test des comètes.

Dans le contexte de la marée noire de l'Erika et de celui plus large des hydrocarbures

aromatiques polycycliques (HAPs), nous avons étudié, au moyen de ce test, les dommages à

I'ADN, chez des mammiferes contaminés par la voie alimentaire, et chez un invertébré d'eau

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

La première 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'EMKA par la voie alimentaire >.

20 000 tonnes de fioul ont été déversées dans l'océan suite au naufrage du pétrolier

maltais Erika et cette marée noire a touché plus de 400 km de côtes françaises, en Bretagne.

Le produit, eue transportait I'Erika, consistait en un fuel lourd, de type no2, 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 caractère mutagène etlou cancérigène reconnu. Ils

suivent au sein des organismes diverses voies de métabolisation dont certaines potentialisent

leur caractère génotoxique et peuvent conduire à I'apparition de dommages à 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 intérêt socio-économique

(mytiliculture, conchyliculture, ostréiculture...). Des effets à long terme pouvaient être

suspectés suite à une exposition directe aux polluants de la marée noire de I'ERIKA ou lors
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de leur transfert via la chaîne alimentaire, des moules jusqu'aux consommateurs. C'est

pourquoi I'Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA) a aussitôt

recommandé le dosage des HAPs dans les moules au moment du naufrage et a fixé à 500 pg

de HAPs par kg de matière sèche la valeur limite de contamination des produits de la mer.

Peu de données sont disponibles sur le rôle des invertébrés dans le transfert de contamination

et de toxicité des polluants et des agents génotoxiques, vis à vis des niveaux trophiques

supérieurs et des mammiferes. Nous avons souhaité en partie répondre à cette question, en

étudiant les dommages à I'ADN par le test des comètes chez des rats, ayant été nourris par des

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

Dans la seconde partie de ce travail, le test des comètes a été mis en æuvre chez un

invertébré d'eau douce, Unio tumidus, suite à 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 l'étude des

complémentarités de la mesure des dommages à I'ADN dans une approche multimarqueur, en

vue d'applications ultérieures sur le terrain, en conditions environnementales ainsi que l'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 contrôlées, au benzo(a)pyrène

(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 l'étude des dommages à

I'ADN à I'aide du test des comètes et de l'évaluation des dommages cellulaires oxydatifs

(recherche de la 8-oxo-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine, marqueur des dommages oxydatifs à

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

Avant de prësenter les résultats de nos travaux, nous commencerons par aborder

brièvement quelques généralités sur les hydrocarbures aromatiques polycyliques et leur

génotoxicité. Nous développerons ensuite les dffirents types de dommages à I'ADN et leurs

techniques d'études, applicables en biosurveillance environnementale ou au laboratoire. Un

intérêt particulier sera accordé au test des comètes et des exemples d'applications de cette

technique avec les rongeurs et les bivalves illustreront notre propos.
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I. Les Hlzdrocarbures aromatiques polycycliques

I.1. Généralités

La famille des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs), encore appelés

hydrocarbures aromatiques polycondensés, regroupe des composés organiques, à au moins

deux noyaux aromatiques accolés à structure plane, formés lors de la combustion incomplète

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 l'environnement où

ils se trouvent sous forme de mélanges complexes. La plupart des composés à plus de quatre

noyaux aromatiques présentent un caractère mutagène etlou cancérigène (IARC, 1973 ;

1987). La cancérogénicité des HAPs pour I'homme, suite à I'exposition par inhalation ou

contact cutané est reconnue. Les données sur leur potentiel cancérigène par voie orale sont

moins nombreuses. Pourtant des effets à long terme peuvent être suspectés, suite à une

exposition directe ou lors du transfert de ces composés via la chaîne alimentaire, jusqu'à

l'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 l'exposition en situation

réelle afin d'intégrer la biodisponibilité des polluants, leurs interactions possibles et leur

toxicité.

Seize HAPs ont été reconnus comme prioritaires lors d'études de biomonitoring par

I'US-EPA (OFR, 1982). Leur liste est la suivante : naphtalène, acénaphthylène, acénaphtène,

fluorène, phénanthrène, anthracène, fluoranthène, pyrène, benzo(a)anthracène, chrysène,

benzo(b)fluoranthène, benzo(k)fluoranthène, benzo(a)pyrène, dibenzo(ah)anthracène,

benzo(ghi)péryIène et indéno(1 ,2,3-cd)pyrène. 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 huîtres) par I'Agence française de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA) au moment des

naufrages de l'Erika et du Prestige (AFSSA, 2000, 2003). La valeur-guide de 500 pg de HAPs

(somme des seize) par kg de matière sèche a été définie comme le seuil de contamination des
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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 I'eau pour 6 HAPs. Ces

seuils de qualité, en terme de protection de l'écosystème, qui définissent la classe 4, où l'eau

peut-être considérée comme de très mauvaise qualité sont de 5 pglL pour le B(a)P et de 28

WglL pour le fluoranthène, le benzo(b)fluoranthène, le benzo(k)fluoranthène, le

benzo(ghi)péryIène et l'indéno(1,2,3-cd)pyrène (Système d'évaluation de la qualité de l'eau,

1997).

Le benzo(a)pyrène, représentant type de la famille des HAPs, substance de réference

dans de nombreuses études de cancérogenèse et classé 2A (probablement cancérigène pour

I'homme) par I'IARC, est souvent utilisé comme indicateur de la contamination par les HAPs

dans les échantillons environnementaux. Parmi les seize HAPs, deux sont classés en classe

2A (cancérigène probable pour l'homme : B(a)P et benzo(a)anthracène), quatre en classe 28

(cancérigène possible pour l'homme : benzo(b)fluoranthène, le benzo(k)fluoranthène le

dibenzo(ah)anthracène et l'indéno(L,2,3-cd)pyrène et sept en classe 3 (non classifiable en

terme de génotoxicité pour l'homme: le fluorène, le phénanthrène, I'anthracène, le

fluoranthène, le pyrène, le chrysène et le benzo(ghi)péry1ène).

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 à chaque composé -notammment sur leur

mutagénicité et leur cancérogénicité- et sont rapportés au potentiel toxique du benzo(a)pyrène

dont le TEF est pris pour unité. Seul le TEF du dibenzo(a,h)anthracène est supérieur à celui

du B(a)P.

I.2. HAPs et dommaees à I'ADN

Le métabolisme des HAPs est complexe. Sur les seize HAPs, huit sont reconnus

comme génotoxique par la voie alimentaire (benzo(a)anthracène, chrysène,

benzo(b)fluoranthène, benzo(k)fluoranthène, benzo(a)pyrène, dibenzo(ah)anthracène,

benzo(ghi)péryIène et indéno(1,2,3-cd)pyrène) (Scientific Committee on Food, 2002).
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Les HAPs peuvent suivre au sein des organismes diverses voies de métabolisation, qui

sont à l'origine de leur génotoxicité et de leur cancérogénicité, comme la formation

d'intermédiaires diol époxyde lors de réactions d'oxydation catalysées par les

monooxygénases à cytochromes P450. Ainsi pour le B(a)P, le cancérigène ultime le plus

réactif est son dérivé -7o,8B-dihydroxy-9B, 1 0B-époxy-7,8,9, 10-tétrahydrobenzo(a)pyrène

(benzopyrène diol époxyde (BPDE))'

Figure 1 : Formule développée du -7o,8B-dihydroxy-9B, I OB-époxy-7,8,9,I0-

tétrahydrobenzo(a)PYrène

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 à

des dommages à I'ADN, sont présentées sur la figure 2 (Canova et al., 1998). La voie

majoritaire chez les mammifères (voie I sur la figure) est une oxydation réalisée par une

monooxygénase à cytochrome P450 et conduit à 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 à

la formation de quinones (Penning, 1993), la voie 3 conduit à la formation de radicaux

cations, suite à une oxydation à un électron et la voie 4 à la formation de I'ion carbénium

benzylique, métabolite nucléophile qui peut se fixer à I'ADN.

La monooxygénation et I'oxydation à un électron sont considérés comme les deux

voies majoritaires d'activation métaboliques chez les mammifères 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)pyrène quinones est une voie importante (Michel et al., 1995 ; Mitchelmore el

al.,1998b).
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I.3. HAPs et stress oxvdant

Les dérivés quinoniques des HAPs, par le biais du cycle redox des quinones,

entraîneront la formation d'espèces réactives (radical anionique semiquinone et espèces

réactives de I'oxygène), responsables dans la cellule d'un stress oxydant'

In vivo, aux conditions physiologiques, un équilibre existe entre la production

d,espèces réactives et les défenses antioxydantes. Le déséquilibre de la balance prooxydants-

antioxydants en faveur des radicaux libres entraînera un stress oxydant (Sies, 1991)'

L,oxygène moléculaire (Oz) peut conduire aux espèces réactives de I'oxygène (ROS) par suite

soit d'une activation photodynamique qui produit I'oxygène singulet (tor), soit d'une

activation réductrice générantl'anion superoxyde (Oz'-), puis le peroxyde d'hydrogène (HzOz)

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

Les ROS n'ont pas le même potentiel de réactivité. L'oxygène singulet très labile va

interagir avec les molécules cellulaires proches de son lieu de formation (Epe, 1993) de même

que le radical hydroxyle (Halliwell et Gutteridge, 1984). Le peroxyde d'hydrogène et l'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 protéines 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, I'autooxydation de I'hémoglobine, des flavines

réduites, des quinones et des catécholamines peut générer également des espèces réactives de

I'oxygène (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 systèmes de protection pour limiter I'action toxique de ces espèces

réactives.

6
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La distribution des systèmes de défense selon les tissus est très inégale. On pourra

distinguer trois types de systèmes de protection, préventifs ou curatifs contre les attaques

radicalaires :

- des systèmes 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 piègent les radicaux libres et regroupent de

nombreux composés alimentaires comme les polyphénols, les caroténoïdes et les

lycopènes (Griffiths et a1.,2002) ainsi que certains composés endogènes comme la

mélatonine (Reiter, 1996), le glutathion réduit (Deneke et Fanburg, 1989), la

vitamine C (Drake et al., 1996), I'cr-tocophérol (Dmitriev et Ivanova, 1994) et

I'ubiquinol Q16 (coenzYme Qro) (Witting et a|.,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 a1.,2002 ; Wallace,

2002).

L'ADN nucléaire et mitochondrial sont des cibles importantes d'attaques radicalaires

et les principaux dommages oxydatifs à IADN consécutifs à un stress oxydant sont les

suivants (figure 4) :

la thymine glycol, modification de la thymine la plus commune' formée suite à

I'exposition à des agents oxydants comme le peroxyde d'hydrogène, le

pennanganate de potassium ou les radiations ionisantes (Breimer et Lindhal, 1985

;Wallace, 2002),

la cytosine glycol, suite à 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 à une attaque radicalaire de la

guanine (Dizdaroglu et al., 1991),

et la 8-oxoadénine, produit de I'oxydation en C8 de I'adénine (Halliwell et

Dizdaroglu, 1992).
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il. Les dommages à I'ADN

Le développement des études écotoxicologiques, ces dernières 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 l'altération des populations

exposées et de I'intérêt de préservation à long terme des espèces vivantes, des écosystèmes et

de I'homme.

De nombreuses substances polluent les écosystèmes aquatiques, qu'ils soient marins

ou dulçaquicoles. En effet, ce compartiment se trouve être 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 à 5 % la part des composés génotoxiques sur la globalité des polluants

anthropogéniques émis dans les écosystèmes (Rajapru et al., 2001) et il est établi que le

milieu aquatique est contaminé par des agents génotoxiques de manière non négligeable

(Black et al., 1996). La fragilité 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 I'impact des polluants chimiques sur les organismes et l'état de santé de

l'environnement (figure 5). Les instances gouvernementales et les organisations

internationales ont reconnu en effet que l'évaluation du risque environnemental et la

déf,rnition de seuils de qualité ne pouvaient plus se baser seulement sur des analyses physico-

chimiques mais devaient inclure les effets biologiques délétères des contaminants sur les

biocénoses et ce, aux différents niveaux d'organisation biologique (Système d'évaluation de

la qualité de l'eau, 1997 ; Lagadic et al., 1997,1998).

La justification des études de génotoxicité environnementale, se trouve dans le rôle

universel de la molécule d'ADN, support du patrimoine génétique, et dans le caractère

potentiellement transmissible des altérations de I'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 être altérées par des agents génotoxiques. La

transmissibilité éventuelle d'atteintes à l'information génétique et I'impact possible sur les

génomes des populations, représentent des préoccupations essentielles aux écotoxicologistes.

Les dommages à I'ADN peuvent être 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 endogènes, existent

également, mais à un degré moindre, du fait d'erreurs de la réplication (Rajski et a1.,2000),

des mécanismes de réparation (Speit et Hartmann, 1995), d'instabilités en conditions

physiologiques de certaines liaisons, de l'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'espèces réactives de I'oxygène (ROS)

(Lindahl et Nyberg, 1912; Eastman et Barry, 1992).

Les conséquences biologiques des lésions à 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 endommagé,

une mutation peut apparaître ou persister à I'issue des processus de

réparation inopérants ou défaillants.

Les dommages à 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 à I'initiation de la cancérogenèse chez les vertébrés, à I'apparition de genotoxic

disease syndrome chez les invertébrés, à l'embryotoxicité et à la tératogenèse (Kurelec, 1993 ;

Nacci et al., 1996; Depledge, 1998 ; Moustacchi, 2000). Les dysfonctionnements au cours de

divisions cellulaires (perte/gain d'un chromosome (aneuploïdie), perte/gain d'un lot de

chromosomes (haplo/polyploïdie)) y participent au même titre (Depledge, 1998 ; Griffiths et

aL.,2002).

Dans le cas d'un agent génotoxique, l'exposition peut se traduire par différentes

modalités consécutives (figure 7) : induction de dommages à I'ADN et des mécanismes de

réparation du génome, mutation génique, altération chromosomique, mort cellulaire,
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processus de tumorisation, nécrose, inaptitude à la reproduction, susceptibilité aux maladies,

létalité, voire atteinte des populations. Ces modifications pouffont être observées aux niveaux

moléculaire, cellulaire, tissulaire ou de I'organisme, voire des peuplements (Kurelec, 1993 ;

Nunn et al., 1996).

Les dommages à I'ADN, se situent en amont des mutations géniques et

chromosomiques et restent susceptibles d'être pris en charge par les mécanismes de réparation

(Léonard, 1990 ; Friedberg, 1995 b ; Moustacchi, 2000). Si I'occurrence de ces dommages à

I'ADN est considérée plutôt comme un marqueur d'exposition en écotoxicologie (Shugart,

1990), leurs implications dans la mutagenèse pourrait permettre de les considérer 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 coûteux, précis et reproductibles étaient nécessaires. Belpaeme et al.

constataient en 1998, qu'aucun marqueur de génotoxicité ne remplissait I'ensemble de ces

conditions. Certains essais, comme le test d'échange de chromatides-sæurs, sont des

techniques longues à mettre en æuvre. D'autres, telles la recherche d'adduits à la molécule

d'ADN ou l'élution alcaline, restent encore onéreux ; les techniques cytogénétiques -

recherche d'aberrations chromosomiques, test des micronoyaux- sont parfois controversées'

Les auteurs se sont alors intéressés à une technique plus récente, le test des comètes (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 et al., 1997 ; Rojas et al., 1999). Cette technique permet la mesure du degré

de dommages à I'ADN au sein d'une population cellulaire nucléée. Ses applications dans

divers domaines, de la recherche médicale à l'écotoxicologie, sont très nombreuses.

On classe généralement les dommages à 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 à un agent génotoxique, dépend à 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).
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Les types majeurs de lésions à I'ADN, d'origines endogènes ou exogènes, 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 être induits ou spontanés. Ils constituent un type commun de dommages à

I'ADN (Friedberg, 1985 ; Matsumoto et al., 1994), au caractère promutagène et peuvent

bloquer la réplication (Schaaper et a|.,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 à plusieurs milliers de bases puriques et plusieurs centaines de bases

pyrimidiques, les pertes, par ces phénomènes, au sein d'un noyau de cellule, chez un

mammifère (Lindahl et Nyberg, 1972). Ainsi I'ADN cellulaire subirait des pertes de

bases puriques estimées entre 250 et 500 par heure (Lindahl et Karlstrôm, 1973). Sinon,

ces sites AP peuvent être générés lors des processus de réparation par excision de base

et par les radicaux libres, endogènes ou consécutifs à un stress oxydant (Memisoglu et

Samson, 2000 ; Evans et Cooke, 2004).

- Les modifications de bases consistent en des modifications chimiques et se révèlent

souvent promutagènes (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 -NHz, qui peuvent être instables,

notamment après méthylation de la cytosine, et qui conduisent à 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 dimères, principalement les dimères de pyrimidines,

consécutifs aux rayonnements UV et qui provoquent des distorsions dans la

structure hélicoïdale de l'ADN (Léonard, 1990 ; Friedberg, 1995 b),

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

2001) ou entre un brin et une protéine, suite notamment à l'exposition aux UV

(Moss et al., 1997).
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Figure 8 : Principales lésions à I'ADN induites par I'exposition à des agents génotoxiques (d'après
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Les adduits à I'ADN sont constitués de nucléotides sur lesquels se sont fixés de

manière covalente les mutagènes chimiques (Swenberg et al., 1995; de Kok et al.,

2002). La propriété commune aux molécules susceptibles de former des adduits à

I'ADN, est leur caractère 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 à 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 el

a1.,2002; Esaka et a1.,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 dimères de

pyrimidines des distorsions de la conformation de la molécule d'ADN et bloquer la

réplication et la transcription (Léonard, 1990). Leur participation à la mutagenèse et à

I'initiation de la cancérogenèse est indiscutée aujourd'hui (Lutz, 1979; Kriek et al.,

1998 ; Otteneder etLutz,1999 ; de Kok et al., 2002; Farmer, 2004)'

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

I'ADN. Les plus connues sont les radiations ionisantes (Léonard, 1990). Par le biais du

métabolisme de certains composés exogènes, voire endogènes, des coupures simple- et

double-brin peuvent être induites du fait de la production d'espèces radicalaires

(Eastman et Barry, 19921' Moller et Wallin, 1998).

Si la plupart des dommages à I'ADN n'apparaissent pas sous forme de coupures mais

plutôt de modifications des bases ou des groupements phosphates, les cassures de brins

à I'ADN peuvent résulter de l'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 à I'ADN se traduiront par des coupures de

brins (Ahnstrôm, 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), ta 5,6-dihydrothymine, des photoproduits comme la pyrimidine(6-

4)pyrimidone (figure 10) et certaines lésions induites par la bléomycine (Horvathova e/

al., 1998; Aso el al., 1999 ; Higurashi et aL.,2003).
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Les coupures de brins peuvent également être consécutives à I'intercalation d'un

xénobiotique, aux adduits et aux dimères de pyrimidines, qui bloquent la fourchette de

réplication (Léonard, 1990) ou à I'activation de certaines enzymes telles que les

topoisomérases, les nucléases et les hydrolases lysosomales (Eastman et Barry, 1992;

Horvathova et al., 1998). Differentes origines des cassures simple- et double-brin sont

représentées sur la figure I 1. Les conséquences éventuelles des coupures double-brin de

I'ADN sont des effets clastogènes, et la formation possible de micronoyaux

intracytoplasmiques (Edwards et al., l994,Yan Goethem et al., 1997 ; Klobucar et al',

2003).
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il. Techniques d'études des dommages à 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 l'étude des dommages à I'ADN

(Ahnstrôm, 1988), et ce depuis les travaux de Davidson et al. (196$ qui avaient montré son

aptitude à détecter les cassures de brins et ceux de McGrath et V/illiams (1966), qui avaient

développé des conditions alcalines pour I'essai.

La recherche de coupures à I'ADN préside en général, à l'étude des dommages à

I'ADN (Ahnstrôm, 1988) car de nombreux dommages à I'ADN peuvent être convertis en

coupures, soit par I'intervention incomplète des systèmes de réparation par excision-

resynthèse, soit en utilisant des conditions d'essai alcalines pour l'expression des sites alcali

labiles. Certains types de dommages pourront être détectés par des techniques spécifiques.

C'est le cas notamment des sites AP, des dommages oxydatifs à I'ADN ou des adduits (Kubo

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

Différentes techniques de détection des cassures à I'ADN ont été développées ensuite

et ont été parfois mises en æuvre en écotoxicologie, pour l'étude directe des dommages à

I'ADN, suite à des expositions in situ ou in vivo. Beaucoup de protocoles pour l'étude des

dommages à I'ADN, utilisaient initialement des mesures de radioactivités spécifiques

nécessitant une incubation des cellules en présence ['U] thymidine préalablement,

remplacées depuis par des alternatives fluorimétriques, en utilisant des colorants comme le

Hoechst 33258@ (Waldmann et al., 1995 ;Bolognesi et al., 1996,lggg) ou le Hoechst 33342@

(Gagné et al., 1995). Les principales techniques, dont les caractéristiques sont rapportées dans

le tableau II, sont :

- l'élution alcaline (Kohn et Grimeg-Ewig 1973) basée sur l'élution de I'ADN sur

une membrane filtrante après lyse des cellules à 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 Réferences

Techniques de
sédimentation sur
sradient de sucrose

- premières techniques d'études
- mesures de radioactivité et préincubation nécessaire des Burgi et

cellules Hershey, 1963
- temps de centrifugation importants Cook et Braze\l.
- sensibilité limitée : alcalilabilité réduite des dommages 1978

dans les nucléoides

Elution alcaline

mesures de radioactivité sur les fractions d'élution
(standard interne et double marquage) et préincubation
nécessaire des cellules
mesures en fluorimétrie possibles
Seuil de sensibilité : I cassure par chromosome ou 0,1
cassures/10 ' l  Da
protocole modifié avec des endonucléases pour la
détection de dommages spécifiques

Kohn et
Grimeg-Ewig,
r973

Essai de précipitation
alcaline

- mesures de radioactivité et préincubation necessarre
des cellules

- mesures en fluorimétrie possibles
- Seuil de sensibilité : similaire à l'élution alcaline

Olive, 1988

Essai de translation
des coupures

mesures de radioactivité. en fluorimétrie. ou en
cytométrie de flux
sensibilité limitée : pas d'expression des sites alcali
labiles
utilisation principale en biologie moléculaire pour la
création de sondes radiomarquées

Snyder et
Matheson, 1985

Essai de déroulement
alcalin

- mesures de radioactivité (standard interne et double
marquage) et préincubation nécessaire des cellules

- mesures en fluorimétrie (FADU)
- Limite de détection : 0.1 cassures /10" Da

Ahnstrôm et
Edwardsson,
1974 Birnboim
et Jevcak, 1981

Test des comètes
sensibilité : 0,1 à 1 cassures pour 109 Da
microscopie à fluorescence
approche cellule par cellule

Singh et al.,
I  988

Electrophorèse en gel
d'agarose d'ADN
Electrophorèse en
champs pulsé

- Sensibilité limitée : pas d'expression des sites alcali
labiles aux conditions de pH utilisé

- Ratio coupures simple-brin / double-brin en conduisant
l'essai à pH 12 et à pH 7 respectivement

- mauvaise séparation pour les faibles niveaux de
dommages

}vlaniatis et al.,
1982
Schwartz et
Cantor, 1984

FAST Micromethod@

technique en microplaque par fluoriméhie
traitement rapide de nombreux échantillons
pas de fluorochrome intercalant comme le BeT
rapidité de I'essai (2h)
Seuil de sensibilité : rapporté similaire au test des
comètes (limité pourtant aux cassures simple-brin et aux
sites alcali labiles)

Mtj.ller et al.,
1998
Batel et al.,
1999

Tableau II : Principales techniques d'étude des cassures à 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 fitre I ADN total ou encore le taux

d'ADN libre.

L'essai de précioitation alcaline (Olive, 1988) utilisant la précipitation de l'ADN

en conditions alcalines en présence de dodécyl sulfate de sodium (SDS) et de

chlorure de potassium (KCl) à 4" C. Des dommages à I'ADN entraînent la

présence de fragments qui ne précipiteront pas, même après centrifugation. Le

niveau des dommages à 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 I'incorporation de nucléotides marqués au niveau des cassures simple-brin

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

L'essai de déroulement alcalin (Ahnstrôm et Edwardsson, 1974 ; Birnboim et

Jevcak, 1981) qui consiste en I'observation de la séparation des brins d'ADN en

conditions alcalines, due à la rupture des liaisons hydrogène. La vitesse de

déroulement est dépendante de la longueur des brins appariés et les niveaux de

dommages à I'ADN sont exprimés par des valeurs F (facteurs de scission des brins

basés sur la cinétique de déroulement).

Le test des comètes (Singh et al., 1988) dont le principe repose sur la

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

d'agarose sur lames de microscope.

- Les techniques d'électrophorèse basées sur la migration de fragments de molécules

d'ADN tissulaires après extraction, en gel d'agarose selon leurs tailles et la

comparaison à des témoins de migration (Maniatis et al., 1982; Schwartz et

Cantor, 1984).

Les techniques de l'élution alcaline, de l'essai de déroulement de I'ADN et du test des

comètes ont rencontré un franc succès et ont pris le relais des techniques de sédimentation.

Elles furent utilisées en premier lieu chez les mammifères. Pour le protocole du test des
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comètes, il faut reconnaître que Singh et al. (1988) et auparavant Ôstling et Johânson (1984)

se sont inspirés de techniques préexistantes pour l'étude de I'ADN et des dommages à cette

molécule, comme la sédimentation des nucléoïdes (Cook eTBrazell,l978) et des techniques

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

Une technique récente, la FAST MicromethoP, 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 très 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 l'analyse simultanée de plusieurs échantillons et devrait connaître

un succès grandissant dans ces applications en milieu environnemental (Mûller et al., 1998 ;

Batel et al., 1999). Bihari et al. (2002) ont observé une sensibilité équivalente de cet essai

comparativement à celle du test des comètes lors de l'exposition de cellules HeLa aux UVC,

aux rayonnements y et à la 4-nitroquinoline-N-oxide (4-NQO), avec un coefficient de

variation moins élevé (27 Vo contre 53 % pour le test des comètes) lors de l'exposition à la 4-

NQO.

Les seuils de sensibilité sont un point important à développer. Ils ne sont pas exprimés

de manière homogène dans la littérature (Ahnstrôm, 1988 ; Griffiths et al., 2002). Pour les

différentes techniques de mesure des dommages à I'ADN, ils ne sont généralement pas

exprimés en terme de nombre minimal de dommages observés, mais plutôt en terme de plus

faible dose d'agent génotoxique utilisée pour laquelle un effet est détecté (Ahnstrôm, 1988).

Dans le cas des rayonnements X, le taux de cassures consécutives à une exposition donnée,

peut être connu : par exemple on évalue les effets d'une dose de 400 rads à 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 differentes méthodes (Ahnstrôm, 1988).
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[I.1. Le Test des comètes

Cette technique d'électrophorèse, de noyaux de cellules isolées en gel d'agarose, sur

lames de microscope, en conditions alcalines, rencontre un intérêt certain à I'heure actuelle

car elle permet la mesure du degré de dommages à I'ADN au sein d'une population cellulaire

et non au niveau tissulaire comme la plupart des autres techniques d'étude des dommages à

I'ADN.

III.1.A. Historique et évolutions

L'idée originale de ce test revient à Rydberg et Johânson en 1978. Ce furent les

premiers à quantifier les dommages à I'ADN dans des cellules isolées de mammifères

incluses dans de I'agarose sur lame de microscope. Après lyse de ces cellules en conditions

alcalines, permettant le déroulement partiel de la chromatine, et marquage à l'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 I'intégrité du

génome et la mesure du degré de dommages à I'ADN. Plus tard, Ôstling et Johânson (1984)

apportèrent quelques modifications et donnèrent à I'essai son nom de test des comètes. Ils

ajoutèrent au protocole une brève étape d'électrophorèse en conditions neutres et optèrent

pour une coloration au bromure d'éthidium. Mais cette technique ne permettait que la

détection des cassures double-brin.

Il fallut attendre l'introduction d'une électrophorèse 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 comètes a remporté depuis un vif succès et ses applications se sont

répandues à de nombreux types cellulaires. Les differentes étapes du protocole expérimental

sont illustrées sur la figure 12 ci-contre. Après 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 électrophorèse

est réalisée. Après marquage au bromure d'éthidium, I'ADN d'une cellule intacte apparaît

comme une sphère (figure 13 a). L'ADN d'une cellule lésée s'étire progressivement vers

I'anode proportionnellement au nombre de cassures (figure 13 b). L'évaluation des lésions

L7
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peut s'effectuer soit d'une façon semi-quantitative par le classement des comètes selon des

types préalablement définis, soit de manière quantitative à l'aide d'un analyseur d'image

couplé à un logiciel de traitement.

Plusieurs articles de synthèse font référence à ce test (Mc Kelvey-Martin et al., 1993 ;

Fairbairn et al., 1995 a; Collins et al., 1997 ; Rojas et al., 1999 ; Tice et a1.,2000 ; Hartmann

et aL.,2003) et soulignent les étapes critiques à maîtriser, lors d'applications à différents types

cellulaires.

Des versions modifiées du protocole intègrent l'utilisation d'enzymes de réparation,

comme l'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 même que

l'endonucléase III, celle des pyrimidines oxydées (Collins et al., 1995; Wozniak et Blasiak,

2003) ou la T4 endonucléase V, les dimères de pyrimidines (Woollons et al., 1997) et la

nucléase uvrABC, les pontages protéine-ADN (Collins et al., 1997). Certains auteurs couplent

l'hybridation in situ (FISH) au test des comètes d'où le nom de technique Comet-FISH qui

permet la détection de séquences spécifiques au sein du test des comètes (Santos et al., 1997).

La mesure de taux de dommages spécifiques à certaines régions du génome est alors possible

(Mc Kelvey-Martin et al., 1997). L'essai de diffusion (ou essai Tear-drop) permet d'étudier

I'apoptose (Olive et al., 1993). L'étape d'électrophorèse est simplement omise par rapport au

test des comètes.

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

La conduite des étapes de déroulement de I'ADN et d'électrophorèse à certains pH,

dans le test des comètes permet la détection différentielle (Horvathova et al., 1998; Menke et

a1.,2001; Wozniak et Blasiak, 2003) :

- des cassures double-brin à pH < 9,0

- des cassures simple- et double-brin, du fait de la dénaturation des liaisons

hydrogène de la double hélice d'ADN à pH < 12,1

- des cassures simple- et double-brin et d'une majorité de sites alcali labiles à pH

>13.
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Outre les cassures de brins et les sites alcali labiles, cette technique permet la détection

indirecte des lésions telles que les adduits ou les ponts intra-brins, parce qu'ils ralentissent la

migration de I'ADN dans le champ électrophorétique (Pfïihler et Wol{ 1996 ; Horvathova el

al., 1998) ou via I'intervention des systèmes de réparation par excision-resynthèse (Speit et

HartmanrL 1995). Théoriquement le test des comètes peut mettre en évidence l'action des

radiations, des mutagènes directs, des promutagènes, 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 régulières à chaque nucléosome de I'ADN

nucléaire (Olive et al., 1993; Steinert, 1996). Dans le cas de I'apoptose, les comètes formées

sont alors atypiques et caractéristiques, quelquefois qualifiées de cellules << fantômes > ou

cellules < hérissons > (figure 14). Des travaux récents contestent cependant que ces

observations coffespondent à des cellules apoptotiques (Rundell et al., 2003 ; Meintières el

a1.,2003\.

[Ll.C. Avantages et Limites de I'essai

Le test des comètes apparaît aujourd'hui comme une technique privilégiée d'étude des

dommages à I'ADN comme l'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 l'étude des dommages à I'ADN (Collins et al., 1997 ; Anderson

et al., 1998 ; Rojas et al., 1999). Ce succès actuel, peut être expliqué par ses nombreux

avantages, comme sa sensibilité et son approche cellule par cellule et le nombre limité des ses

inconvénients (ce test aborde peu les aspects fondamentaux des dommages à I'ADN et

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

Sa sensibilité est intéressante même si plusieurs seuils de sensibilité, pour cet essai,

ont pu être avancés dans la littérature. Ces seuils restent plus bas que pour les autres

techniques : de 100 cassures à 1000 cassures par noyau (Singh et al., I99I a ; Collins et al.,

1997) ou de 0,1 à I cassures pour 10e daltons (Gedik et al., 1992; Collins et a1.,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 parallèle au test des comètes,
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Figure 14 : Exemple d'observation qualifiée de cellule hérisson ou cellule fantôme (noyau
d'hémocyte d'Unio tumidus exposé in vitro au peroxyde d'hydrogène (2500 pM, 2 heures à 4 ' C))

Principaux avantages Principaux inconvénients

- Approche cellule par cellule

- Applicable à 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 à 50000
cellules)

- Très sensible : seuils de sensibilité avancés :
. 1000 cassures par noyau soit le taux

de dommages induits par une dose de
50 mGrays de rayons X (Singh et al.,
l99l  a)

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

. 200 cassures par noyau (Rojas et al.,
leee)

. 0,1 cassures pour lOe daltons (Gedik
et al., 1992)

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

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

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

Informations sur des cellules isolées

Niveau de bruit de fond généralement élevé chez les
organismes exposés in silz

Outil qui ne recherche pas les aspects fondamentaux
des dommages à I'ADN ni la réponse de la cellule à
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 et al., l99l a ; Birmelin et
a l . ,1998)

Tableau III: Principaux avantages et inconvénients du test des comètes pour
l'éfude des dommages à I'ADN (d'après Singh el al., 1988, Mc Kelvey-Martin et al., t993 ;
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 apparaît de ces quelques études que le test des comètes

apporte des résultats positifs, à 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 comètes : son

approche cellule par cellule, qui présente un intérêt 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 à l'élution alcaline et à une

technique d'électrophorèse en gel d'agarose. Ils ont montré une aptitude équivalente des

différents essais à détecter les sites alcali labiles endogènes dans des spermatozoïdes humains

et murins (soit entre 106 et 107 sites par génome). Mais leurs travaux soulignaient surtout

I'approche cellulaire individuelle du test des comètes. La présence des sites alcali labiles au

sein des noyaux est homogène dans la population des spermatozoïdes et ces sites ne

correspondent pas à des dommages à I'ADN, mais plutôt à une caractéristique physiologique

de I'ADN très condensé, et cette homogénéité de distribution n'a pu être mise en évidence

que par le test des comètes.

C'est également cette spécificité du test des comètes, qui a permis de démontrer

l'absence de réparation des dommages à 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 à I'ADN, au bout de deux heures, après une irradiation aux

rayons X (200 rads), et cela principalement chez les donneurs âgés (70-9I ans); les

techniques de l'élution alcaline et de sédimentation des nucléoïdes n'avaient pas pu accéder à

cette conclusion lors d'études antérieures.

Le test des comètes nécessite peu de cellules ; de2.I0a à 5.104 cellules contre 106par

essai pour l'élution alcaline (Mitchelmore et Chipman, 1998 a) et présente peu d'artefacts

(Collins et al., 1991). Son approche cellule par cellule, apporte des informations sur les

dommages à I'ADN certes au niveau de la cellule, mais également sur leur distribution au sein

de la population cellulaire, voire même au niveau tissulaire, à la condition de pouvoir

distinguer les differents types cellulaires sur les lames par des diamètres nucléaires différents.

Permettant une mesure directe du degré de dommages à I'ADN, il est aussi sensible (voire
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même plus) que les techniques antérieures pour l'étude des dommages à I'ADN. La rapidité

de sa mise en æuvre 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 à I'ADN, et la réponse de la cellule à ces dommages. La contrainte de travailler

sur une suspension cellulaire limite quelquefois ses applications, les auteurs préférant

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

Le manque de standardisation de son protocole entre les différents laboratoires et

l'hétérogénéité de l'expression des résultats dans la littérature, rend difficile les comparaisons

des différents travaux publiés (Belpaeme et al., 1998). Ainsi, les dommages à I'ADN étudiés

par le test des comètes peuvent être exprimés selon différents paramètres mesurés par les

analyseurs d'image, comme par exemple le pourcentage d'ADN dans la queue des comètes, la

longueur de celle-ci, l'Extent Tail Moment (ETM, produit des deux paramètres précédent) ou

comme le résultat d'un classement empirique des observations, sans quantification des

dommages. Les niveaux de dommages à I'ADN sont représentés par les taux moyens du

paramètre considéré, par la distribution de ce paramètre dans la population cellulaire (médiane

et quartiles) ou encore par la distribution des cellules selon les valeurs individuelles du

paramètre ou dans differentes classes arbitraires pour l'observation semi-quantitative. Pour un

même paramètre, 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 paramètre 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 tête de la comète, calculé à partir de

I'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 l'Elbe, aux paramètres qui permettent d'exprimer ces

dommages à I'ADN. Ils ont appliqué le test des comètes à des cellules de foie et de branchies

de Brachydanio rerio, exposées à des échantillons d'eaux. Ils ont observé des différences

d'interprétations selon le paramètre employé pour exprimer le degré de dommages à I'ADN.

Ils ne soulignent aucune difference entre le paramètre du pourcentage d'ADN dans la queue et

celui du Tail Moment alors que l'expression basée sur la longueur de la queue des comètes est

2 l
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moins discriminante en terrne de signifrcativité des résultats: le nombre d'échantillons

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

III.1.D. Domaines d'applications

Les applications du test des comètes ne se sont pas limitées à la toxicologie génétique.

Des applications cliniques ont été développées rapidement. Grâce à sa sensibilité et à sa

flexibilité, l'étude des dommages à 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), particulièrement en milieu aquatique (Mitchelmore et Chipman, 1998 a;Lee et

Steinert,2003).

Les différents domaines d'applications du test des comètes sont les suivants :

- Toxicologiegénétique

- Mécanismes de réparation de l'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 (diabète, Xeroderma

pigmentosum...)

- Ecotoxicologie.

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

ces differents domaines d'application.
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lII.2. La 8-oxo-7"8-dihvdro-2'-déoxvguanosine

La 8-oxo-7,8-dihydroguanine (8-oxoGua) (figure 15) et son nucléoside correspondant,

la 8-oxo-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine (8-oxodGuo), parfois appelé 8-hydroxy-2'-

déoxyguanosine, sont considérés comme des marqueurs des dommages oxydatifs à I'ADN

(Collins et al., 1996).

La molécule d'ADN est une cible importante d'attaques radicalaires. On estime le taux

d'attaques oxydatives à I'ADN, à entre 104 et lOs 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 l'âge et certaines participent à

la mutagenèse, à la cancérogenèse, 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 à de nombreuses pathologies humaines comme les cancers, I'arthrite et les

maladies neurodégénératives (Halliwell et Gutteridge, 1984 ; Abdi et Ali, 1999 ; Carc etBalz,

reee).

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 paramètre d'étude des

dommages oxydatifs à I'ADN le plus mis en æuvre dans les études de biomonitoring des

populations humaines et animales exposées, par suite de la disponibilité à coût modéré de

détecteurs électrochimiques permettant les mesures quantitatives. Sa mesure présente en effet

un intérêt notable, du fait de sa signification biologique (dommages oxydatifs à 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 génèrent sur I'ADN les espèces radicalaires

consécutives à un stress oxydant endogène 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 à 50 Yo à la totalité des dommages

oxydatifs (Dizdaroglu et al., 1991).

23



B-oxo-7. B -dihvdro suanine
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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 I'adénine qui peut conduire à la transversion G:C = A:T (Cheng et
al., 1992, V/ood et al., 1990)
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Le radical hydroxyle, le radical peroxynitrite et I'oxygène singulet peuvent générer ce

produit (von Sonntag, 1987 ; Devasagayam et al., l99l). 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 I7).L'adénine comme la guanine, peut être attaquée en C4, C5 et

C8. La thymine quant à 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 l'homme, un effort sportif important (Palazzetti et al., 2003),le tabagisme actif (Asami

et al., 1997), les radiations ionisantes (Ogawa et a1.,2003) ou UV (Cooke et a1.,2000) et chez

les rongeurs, le nickel (Kasprzak et al., T997),I'amiante (Fung et al., 1997),I'aflatoxine B1

(Shen et al., 1995) et les fumées de diesel (Tsurudome et a1.,1999).

Son caractère promutagène est reconnu : elle peut causer des mutations par

transversion après la réplication (Malyarchuk et al., 2003) et induire des mésappariements et

des transversions Guanine:Cytosine (G:C) > Adénine:Thymine (A:T) (V/ood et al., 1990;

Cheng et al.,1992).

Les différentes techniques applicables à l'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 à la spectrométrie de masse (GC-MS) sont les plus utilisées par les auteurs,

pour l'étude des dommages oxydatifs à I'ADN et en biologie des radicaux libres (Cadet et al.,

1999 ; Griffiths et a1.,2002).

Les niveaux de bases mesurés par ces differentes techniques peuvent varier du fait

d'artefacts d'oxydations lors de l'extraction, de I'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 à de vives

controverses (Cadet et al., 1999 ; Collins et a|.,2004).

La technique HPLC-EC reste la moins discutée, depuis l'introduction de

desferroxamine dans les differents tampons d'extraction de l'ADN et d'homogénéisation des
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2'-déoxyguanosine

o*ygcn, | 'o,
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I
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8- oxo-7,8- dihydrodéoxy guanosine

Figure 16 : Attaque de la 2'-déoxyguanosine par I'oxygène singulet (d'après Devasagyamet
al., l99l)
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Figure 17 : Attaque de la guanine par le radical hydroxyle et formation du précurseur
radicalaire de la 8-oxoGua (d'après von Sonntag, 1987)
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tissus et de la méthode d'extraction chaotropique de I'ADN au NaI (iodure de sodium), qui

permettent de limiter les artefacts d'oxydation consécutifs à la prépantion des échantillons

(Cadet et al., 1999 ; Ravanat et a1.,2001; Collins et a1.,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 l'élimination de la 8-oxoGua et de la 8-oxodGuo et leurs dosages possibles dans

les urines lors de l'excrétion chez l'homme (Carc etBalz, t999 ;}l4.ei et a1.,200I ;}l/.ei et al.,

2003).
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III.3. Autres techniques spécifiques de recherche de dommages à I'ADN

III.3.A. La recherche de sites abasiques

Les sites abasiques (sites AP) peuvent être 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 à la sonde (Kubo et al.,

1992). La sensibilité minimale de cet essai est la détection des effets d'une irradiation aux

rayons X de 10 rads (0,1 Grays) (Atamna et a1.,2000).

A I'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-être à cause de la spécificité

de cet essai qui ne permet la détection que d'un type de dommage à I'ADN parmi d'autres,

mais également parce que les sites AP sont des lésions alcali labiles qui peuvent être détectées

par les techniques d'études générales des dommages à I'ADN comme l'élution alcaline ou le

test des comètes.

III.3.B. La recherche d'adduits à I'ADN

L'étude des adduits à I'ADN a rencontré un plus grand intérêt de la part des auteurs,

dans le domaine de l'écotoxicologie (Walker, 1995 ; Griffiths et al., 2002). Differentes

techniques sont applicables à la détection des adduits à I'ADN (Tableau VI). En

écogénotoxicologie, c'est le postmarquage au Phosphore 32 qui a été le plus largement mis en

æuvre.

Ainsi, I'application de cette méthode, chez des phoques (Phocea vitulina richardsi),

suite à la pollution pétrolière de l'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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rapport aux témoins. La présence de ces adduits était associée à l'augmentation des taux de

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

Une étude comparative interespèces, sur les conséquences de la marée noire du Sea

Empress, souligne des differences entre vertébrés et invertébrés, en terme de prévalence des

adduits à I'ADN, et qui peuvent être imputées à des différences de métabolisme des

xénobiotiques (Harvey et al., 1999). Une augmentation quantitative (au maximum 50 fois

plus) et qualitative des adduits à I'ADN hépatique de trois espèces de poissons (Lypophys

pholis, Pleuronectes platessa, Limanda limanda) a été observée, alors qu'aucun adduit,

consécutif à I'exposition aux hydrocarbures de la marée noire, n'a pu être mis en évidence

pour I'ADN total extrait de l'éponge Halichondra panicea oû de la moule Mytilus edulis.

Cette absence de réponse chez Mytilus edulis, en terme d'adduits à I'ADN, consécutive à

l'exposition aux composés de pétrole brut relargués dans le milieu marin, avait déjà été

soulignée par les travaux de Solé et al. (1996) après le naufrage del'Aegean Sea.
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III.4. Mise en évidence de I'activation des svstèmes 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 à I'ADN

(Depledge, 1998), ainsi que les techniques basées sur la mise en évidence de l'activation des

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

La technique d'étude de la synthèse non programmée de I'ADN (UDS, unscheduled

DNA syntheszs, OCDE 486, 1997), introduite par Djordjevic et Tolmach en 1967, se base sur

la mise en évidence de la synthèse de novo d'ADN, indépendante de la réplication, lors de

l'intervention des mécanismes de réparation. Des protocoles autoradiographiques sont utilisés

pour quantifier cette synthèse d'ADN par incorporation de [3U]thymidine. Des grains de

radioactivité apparaissent alors au sein des noyaux des cellules sur les autoradiogrammes, lors

de l'intervention des mécanismes de réparation par excision-resynthèse. Des protocoles

utilisent alternativement la scintigraphie en milieu liquide ou la cytométrie de flux pour

mettre en évidence la synthèse de novo i'ADN, mais ces derniers ne perrnettent pas de

différencier les cellules en phase de réplication des cellules où interviennent les mécanismes

de réparation du génome (Lo et al., 1994; Selden et al., 1994). Un protocole similaire à la

Jechnique autoradiographique a été appliqué chez Mytilus edulis, pour mettre en évidence des

différences d'efficacité des mécanismes de réparation selon l'âge des individus : des baisses

de 42 %o et de 37 %o ont pu être observées chez les individus des classes d'âges 6-8 ans et > à

10 ans respectivement, comparativement aux individus de la classe 2-4 ans (Accomando el

al., 1999).

Un test récent, le test 3D@ (DNA Damaged Detection, Laboratoires SFR[, 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 insère au niveau des dommages des

nucléotides marqués à la biotine, reconnus ensuite par une sonde moléculaire couplée à une

peroxydase (Salles et al., 1995). Les travaux de Le Pennec et Le Pennec (2001) relatent son

application chezla moule Mytilus edulis, avec des acini de glande digestive cultivés in vitro.

Avec ce test, dans ces systèmes cellulaires de glande digestive, la 4-nitroquinoline-N-oxide
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(4-NQO) se révèle génotoxique à la dose de I mM avec une augmentation des dommages à

I'ADN d'un facteur 2,6. Les réponses observées pour le méthylméthane sulfonate (MMS, 1

mM), le chlorure de cadmium (10-a et 10-s M), et l'atrazine (10r M) sont plus ou moins

claires en terme de génotoxicité, le facteur d'augmentation des dommages à I'ADN pour ces

composés étant compris entre I et2.

Les mutations géniques chez des organismes exposés in situ peuvent également

informer sur les expositions passées à un agent génotoxique. Elles correspondent à des

modifications de séquence des gènes 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 et al., 2003 ; Sarasin, 2003). Elles sont détectables

principalement par des techniques de biologie moléculaire (Atenziar et al., 2001; Belfiore et

Anderson, 2001, Rodius et a1.,2002).

Des anomalies structurales des chromosomes et du noyau peuvent enfin traduire des

dommages à I'ADN et l'exposition à 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 après coloration histochimique),

la recherche de micronoyaux et d'altérations nucléaires, et le test d'échange des chromatides

sæurs sont des méthodologies applicables à 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 clastogènes (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, I976).Il correspond à des fragments

chromosomiques ou à des chromosomes entiers persistant au moment de I'anaphase. Ce

marqueur indirect de génotoxicité traduit un dommage génomique consécutif à l'action d'une

substance clastogène ou à I'altération du fuseau mitotique (figure 19) (Brunetti et al., 1992;

Dopp et al., 1996). Un micronoyau se forme dès la télophase et son apparition présente
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l'inconvénient d'être dépendante d'une division cellulaire. Les micronoyaux sont observés en

microscopie optique après coloration des cellules. En écotoxicologie, cette recherche a

rencontré un franc succès, 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 et al., 1997 ; Pavlica et a1.,2000; Carvalho Pinto-Silva et a1.,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 et al., 1999).

Ce test est de plus en plus régulièrement associé au test des comètes pour l'évaluation

de la génotoxicité, à différents niveaux. Des exemples d'applications chez les organismes

aquatiques sont présentés dans le tableau VII. Des réponses parallèles pour ces deux

paramètres sont généralement observées, avec quelquefois un décalage dans le temps de

réponse. Plus rarement, leurs résultats ne s'accordent pas, comme dans l'étude in situ de

Bombail et al. (2001). Il faut noter que les auteurs avaient travaillé avec des individus

autochtones (Pholis gunellus) et non des individus transférés d'un site de réference vers un

site contaminé ou dont on suppose la contamination, comme cela est possible avec les

bivalves, Ils avancent pour expliquer l'absence de résultats positifs par le test des comètes

I'hypothèse de mécanismes de réparation plus efficaces chez les individus chroniquement

exposés.

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, differents. Leurs

caractéristiques propres peuvent expliquer les variations de réponse, quantitativement et

temporellement. Les résultats du test des comètes traduisent une réponse immédiate. Les

dommages à I'ADN sont généralement transitoires (Pandrangi et al., 1995 ; Russo et al.,

2004). Ils reflètent l'interaction entre la génération de dommages à 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'être réparés. Un micronoyau

représente un dommage génotoxique plus grave, inéversible car il n'est pas soumis à la

réparation et va perdurer jusqu'à la mort de la cellule (Kirsch-Volders et al., 2003). Leur

fréquence est par conséquent plus rare que les dommages primaires à I'ADN. De plus, leur

apparition peut-être également consécutive à I'exposition à des substances aneugènes, qui

induisent des anomalies dans le nombre des chromosomes mais qui ne produisent pas

dommages détectables par le test des comètes (Aoyama et a1.,2003).
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IV.

IV.l. Applications du test des comètes aux organismes terrestres

Les applications du test des comètes 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

aiguës sur des temps courts, et il serait difficile d'en faire une synthèse exhaustive. Nous

avons choisi de présenter quelques études, relatives à des expositions in vivo principalement,

qui illustreront notre propos sur differents points : différences intertissulaires, interespèces,

réversibilité des dommages à I'ADN, expositions aux HAPs, à des mélanges de polluants et

expositions par voie alimentaire...

IV.l.A. Etudes avec des rongeurs

IV.1.A.a. Expositions au laboratoire

Chez le rat et la souris, les hépatocytes sont un type cellulaire très souvent étudié in

vivo, avec les cellules de moelle osseuse et les cellules nucléées du sang périphérique. Ces

dernières sont très utilisées in vitro. Les dommages au niveau des spermatozoïdes ou des

cellules nerveuses du cerveau ont pu également être étudiés (Singh et a1.,1989, 1995). Par

exemple, il a été observé que suite à I'ingestion d'éthanol (a g/kg) chez des rats, des

dommages à 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 et al., 1995).

Les sensibilités, en terme de dommages à I'ADN mesurés par le test des comètes,

entre differents 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 a1.,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

l'estomac ou du colon, notamment suite à I'exposition des souris ou des rats au
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méthylméthane sulfonate (MMS), à l'aflatoxine B1 ou I'azobenzène (Sekihashi et aL.,2002).

Des sensibilités differentes entre la souris et le rat ont pu être observées, par exemple, suite à

I'exposition dans les mêmes conditions, à la pyréméthamine, un agent antiprotozoaire.

L'exposition per os aux doses uniques de 50 et I20 mglkg de poids corporel, chezla souris et

le rat, induisait des réponses differentes, en terme de dommages à I'ADN mesurés par le test

des comètes dans les differents tissus. Chez les deux espèces, la pyrémethamine produisait

des dommages à I'ADN dans le foie, le rein et les poumons. Des dommages à l'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 à t heure. A 24 heures, un retour aux niveaux

de base a été observé. Chez la souris, des dommages persistaient encore à24heures dans les

hépatocytes alors qu'ils n'étaient maximaux qu'à 6 heures dans les poumons et à 24 heures

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

Les dommages à I'ADN, consécutifs à l'exposition à divers composés chimiques, à

des doses fortes et dans les quelques heures qui suivent l'exposition unique, ont été étudiés au

moyen du test des comètes, appliqué in vitro ou in vivo dans les cellules de rongeurs. De

nombreux exemples de travaux pourront être retrouvés dans la littérature. La génotoxicité de

pesticides, par exemple a pu être étudiée in vivo : c'est le cas du linuron (Scassellati-Sforzolini

et al., 1997), du fénarimol (Poli et a1.,2003) ou du chlorothalonil (Godard et al., 1999).La

propriété d'induire des dommages à I'ADN de nombreux composés mutagènes et cancérigènes

a été confirmée en se basant sur des expositions à de multiples composés classifiés par des

organisations comme I'IARC ou I'OCDE (Miyamae et al., 1997 ; Sasaki et a1.,1997 aetb,

1998 a, b et c, 2002; Henderson et al., 1998 ; Sekihashi et a1.,2002;Lee et a1.,2003).Les

conclusions de ces travaux soulignent que les résultats du test des comètes chez les rongeurs

in vivo, sont des indicateurs des potentialités cancérigènes des composés étudiés, malgré les

différences interespèces et intertissulaires qui ont pu être observées et le fait que les auteurs

utilisent des doses importantes (> à 50 mglkg). Des dommages significatifs sont généralement

mis en évidence dans ces études, mais l'évolution des dommages à l'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 à I'ADN observés suite

aux expositions, à des sels métalliques par exemple, comme le chlorure de mercure.
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L'exposition orale aux doses de 5,4 à 86,4 pg de HgCl2 par kg de poids corporel se traduit par

une augmentation dose-dépendante des dommages à I'ADN dans les leucocytes (au maximum

d'un facteur 6), dans les premières 24 heures, mais la réparation de ces dommages est

apparente dès 48 heures et deux semaines après I'exposition, elle s'avère complète (Grover el

al., 200I). Le même type d'observations existe lors d'une exposition de souris in vivo au

chlorure de nickel (3,4-108 mglkg, poids corporel, per os, dose unique) (Dana Devi et al.,

2004). Des dommages à I'ADN apparaissent dans les leucocytes dans les premières 24 heures,

avec une augmentation maximale (x 6,25) pour la dose de 108 mg/kg (masse corporelle) à 48

heures. La diminution des dommages à I'ADN intervient dans les 72 heures. Au bout de deux

semaines, le niveau de dommages à I'ADN dans les leucocytes des souris exposées, ont

rejoint les valeurs observées dans les animaux témoins. La réponse est similaire suite à

I'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 à 76 mglkg de

poids corporel, dose unique per os) (Dana Devi et al., 2000,2001). La réversibilité des

dommages à I'ADN observés, peut être moins rapide. Ainsi, I'exposition de rats par gavage à

500, 1000 et 1500 mg/kg d'éthylène glycol monométhyl éther (EGME) se traduit au bout de

deux semaines par des dommages à 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 à chaque dose. Cinq et six semaines après I'exposition, le niveau de dommages

à I'ADN dans les tissus des souris exposées, est comparable aux observations chez les

témoins (Anderson et al., t996).

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 être observés à la dose de 250 mglkg par voie intrapéritonéale, après 3 heures

d'exposition. Cependant 24 heures après I'injection, les dommages à I'ADN n'étaient plus

significatifs (Sasaki et al.,1997 a).

Vaghef et al. (1996), ont quant à eux observé des dommages dans les hépatocytes de

souris mais pas au niveau de la moelle osseuse et du sang périphérique, suite à trois ingestions

consécutives de B(a)P sur trois jours. Les dommages à I'ADN étaient observés 16 heures

après la dernière ingestion. Les auteurs ont défini à 3 x 100 mg/kg de B(a)P (poids corporel)

dans les conditions étudiées, la LOEL (low observed ffict leve[) ou modalité minimale qui

induit un effet toxique.
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Dans les études de Garry et al. (2003 a et b), le benzo(a)pyrène induit des dommages

importants à I'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 à 15 mg/kg (poids corporel) de

B(a)P. Les dommages les plus importants (soit environ 35 fois plus de dommages à I'ADN

exprimés en terme d'Olive Tail moment que dans les témoins), étaient observés dans les

cellules pulmonaires pour la dose de 15 mglkg.Les effets génotoxiques de l'exposition au

B(a)P (3,75 mgkg poids corporel) étaient doublés par la coexposition à I'hématite (Fe2O3) à

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 à I'exposition selon le même mode à 15 mglkg

de B(a)P (poids corporel) (Garry et a1.,2003b).

Peu de travaux ont étudié la génotoxicité par voie orale des mélanges de polluants. Les

études de Mûller 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 à I'ADN suite à

I'ingestion de nourriture contaminée pendant 21jours. Differentes proportions de DEP dans la

nourriture ont été étudiées (de 0.2 à 80 mg/kg de DEP). Les niveaux de contaminations finales

(sommes des HAPs et des HAPs nitrosés recherchés) étaient très faibles soit de 71,9 nglkg à

28,7 pg /kg (poids corporel) quotidiennement dans la nourriture. Des dommages à I'ADN ont

été mis en évidence dans les cellules pulmonaires dès le premier niveau de contamination

étudié (augmentation de x 5 à x 4 en moyenne pour les differents niveaux de contamination)

(Mùller 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 a1.,2003). Ces résultats n'étaient pas

associés avec une augmentation de la fréquence des mutations chez ces animaux

transgéniques dans les differents organes étudiés.

Les études dans le domaine de l'alimentation ont pu montrer les propriétés protectrices

de certains produits ou certains régimes alimentaires induisant des dommages à I'ADN. Le jus

de pamplemousse par exemple, supprime la génotoxicité de la 2-amino-l-méthyl-6-

phénylimidazof4,S-blpyridine au niveau du colon (Miyata et a1.,2002). La consommation par

les rats de bière durant la semaine précédant I'exposition à des amines hétérocycliques réduit
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significativement (de 20 à 25 %) la génotoxicité de ces composés (Nozawa et al., 2004). La

consommation subaiguë d'éthanol (10 %) pendant trois mois, provoque des dommages faibles

à I'ADN, mais seulement au niveau du sang (Fedeli et a1.,2003).

L'étude de Cortés et al. (2001) met en évidence des dommages à I'ADN au niveau de

la rate, de la moelle osseuse et du sang périphérique de rats subissant une sévère malnutrition

pendant la lactation, sur 3 semaines. Les dommages à I'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 à I'ADN dans les différents types

cellulaires des animaux témoins qui ont reçu une nourriture normale. Les auteurs avancent les

hypothèses suivantes pour expliquer leurs résultats :

- une déficience en nutriments essentiels, nécessaires à la synthèse protéique

et au fonctionnement de certaines enzymes et notamment aux systèmes

enzymatiques de réparation de I'ADN,

- etlou des carences en composés antioxydants protecteurs qui ne piégeraient

plus les radicaux libres endogènes qui exerceraient alors leurs effets

toxiques,

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

liés aux effets observés.

IV.1.A.b. Expositions in situ

Les applications in situ du test des comètes sont très rares comparativement aux études

au laboratoire, en conditions contrôlées. Nous en avons relevé quatre dans la littérature avec

des populations naturelles de rongeurs brésiliens ou espagnols (Da Silva et al., 2000 a et b ;

Tanzarella et al., 200I ; Festa et al., 2003). Les études de Da Silva er al. (2000 a et b)

concernent des rongeurs autochtones échantillonnés sur des sites subissant une pollution

minière (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 entraîné la contamination de l'écosystème par des métaux

lourds et de I'arsenic, et montre des dommages importants dans les leucocytes de Mus spretus

exposés.
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IV.1.B. Autres organismes terrestres

Les études avec applications du test des comètes à d'autres organismes terrestres sont

plus nombreuses et concernent :

- des chiens (Shen et a1.,2001),

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

- des vers de terre (Verschaeve et Gilles, 1995; Salagovic et al., 1996;Zang

et a1.,2000 ; Bustos-Obregon et Goicochea 2002 ; Rajaguru et aL.,2003),

- des oiseaux (Pastor et al., 200I a etb,2004),

- des ruminants (vache Aberdeen Angus ) (Picco et a1.,200I),

- et des plantes (Navarette et al., 1997 ; Koppen et Angelis, 1998 ; Menke el

a1.,2000,2001 ;Poli  et a1.,2003).

Globalement ces études soulignent I'intérêt du test des comètes pour l'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 comètes aux organismes aquatiques

Les applications du test des comètes 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 l'évaluation du potentiel du test des

comètes pour des applications ultérieures de biomonitoring ou l'étude des mécanismes de

génotoxicité de certaines substances chez les invertébrés aquatiques. Pour cela, ils mettent en
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æuvre des expositions à des substances génotoxiques de réference, à des pesticides, et

quelquefois à des échantillons de I'environnement.

En ce qui concerne les différentes applications du test des comètes chez les bivalves,

les espèces utilisées sont principalement marines, et la moule bleue, Mytilus edulis est

particulièrement représentée. Les applications avec des bivalves marins sont répertoriées dans

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

L'utilisation de différents inhibiteurs enzymatiques (clotrimazole, dicoumarol, cr-

naphtoflavone) lors d'expositions au B(a)P a permis de montrer que sa génotoxicité était

principalement due, chez Mytilus edulis, à la formation de dérivés quinoniques et non comme

chez les mammifères d'intermédiaires diol-époxyde (Mitchelmore et a|.,1998 b). Wilson el a/.

(1998) voyaient plutôt l'intérêt du test des comètes sur cellules de glande digestive de Mytilus

edulis, dans le screening de composés et effluents susceptibles d'être 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 à eux utilisé un inhibiteur des systèmes de réparation,

la cytosine-B-D-arabinofuranoside (ara-C) pour augmenter la sensibilité de la technique et la

réponse des cellules en terme de dommages à I'ADN, lors d'expositions de suspensions

cellulaires de glande digestive.

L'utilisation de tels antioxydants et d'inhibiteurs des systèmes de réparation n'est

intéressante que dans des études des mécanismes de génotoxicité ou dans l'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 situ, en tant qu'outil de diagnostic éco-

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 à I'ADN (HzOz, N-méthyl-M-nitro-N-nitrosoguanidine (MNNG)...) qu'avec les

composés nécessitant une activation métabolique. La réponse des cellules au peroxyde

d'hydrogène, en terme de dommages à I'ADN est souvent la plus significative. Une

augmentation des dommages à I'ADN consécutive à une exposition in vitro à 0,1 mM d'HzOz

d'un facteur de 105 a même été reportée dans les cellules de glande digestive d'Unio tumidus

(Labienec et al., 2003).
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Les composés tels que le B(a)P, qui nécessitent une bioactivation métabolique,

produisent des réponses plus homogènes 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 à des composés de ce type. Le taux de dommages moyen pour ces

composés est généralement moins élevé que lors des expositions au peroxyde d'hydrogène.

Ainsi on observe une proportion moyenne d'ADN dans la queue des comètes de 24,7 + 5,I oÂ

contre 61,4 + 5,1oÂ pour des concentrations de 100 pM de B(a)P etd'HzOz, respectivement

dans des cellules de glande digestive de Mytilus edulis (Mitchelmorc et al., 1998 a). Pour le

B(a)P, les augmentations des dommages à I'ADN consécutifs s'échelonnent entre des facteurs

de T,2 à 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 c; Siu el a1.,2004),

l'alimentation (Large et al., 2002) ou le sédiment (Nacci et al., 1996).

En milieu dulçaquicole, les études sont moins nombreuses (tableau IX). Deux études

concernent Unio tumidus, mais ne comprennent que des expositions in vitro. L'intérêt de

l'étude de Milowska et al. (2003) réside dans l'approche multibiomarqueur utilisée: les

dommages à I'ADN sont comparés aux dommages oxydatifs membranaires (fluidité et

lipoperoxydation). Suite à I'exposition au pentachlorophénol, les changements de fluidité

membranaire des cellules de la glande digestive apparaissent à des doses plus élevées que

pour les dommages à I'ADN, soit à 18,75 pM contre 3,75 pM. Les niveaux de

malondialdéhyde, marqueur de la lipoperoxydation, ne montrent aucune variation

significative dans la gamme de concentrations étudiées (0-75 pM).

L'utilisation des cellules circulantes comme les hémocytes, est plus intéressante,

surtout dans l'optique du développement du test pour son application lors d'études de terrain,

car son prélèvement 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 à I'ADN mesurés par le test des comètes, à la

fois aux substances chimiques (génotoxiques directs et génotoxiques nécessitant une

activation métabolique) et aux échantillons de I'environnement (Nacci et al., 1996).Il en est

de même pour les cellules branchiales de bivalves (Sasaki et al.,1997 c).
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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 à des études de transfert

avec encagement des individus sur differents sites. La majorité des auteurs s'accordent pour

affirmer I'intérêt de ce test chez les bivalves lors d'études sur le terrain. Trois tissus, les

branchies, la glande digestive et l'hémolymphe sont utilisés lors des études de terrain. En

milieu d'eau douce, l'organisme utilisé pour la biosurveillance est la dreissène, 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 à I'ADN,

relevées au laboratoire suite à des expositions de 7 jours à ce composé (gamme de

concentration de 0 à 150 pglL) sont supérieures à 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 dreissène est plus complète et s'intéresse également aux relations avec un autre

marqueur de génotoxicité, les micronoyaux. Le classement des sites selon les deux paramètres

de génotoxicité est proche même si la recherche de micronoyaux se révèle plus discriminante.

Steinert et al. (1998 a), lors d'une étude de transfert notent I'augmentation rapide, dès

les onze premiers jours, du taux de dommages à I'ADN dans les hémocytes de Mytilus edulis.

Rank (1999) observe un haut degré de dommages à I'ADN dans les branchies et les

hémocytes de populations naturelles de cet organisme, sur les côtes danoises. Shaw et al.

(2000), montrent que les taux des dommages sont plus faibles en hiver qu'en été et Steinert e/

al. (1998 b) l'influence de l'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 et al., 1998 a ;Large et aL.,2002; Shaw et a|.,2002). Elle montre que les

individus exposés de manière chronique aux polluants du milieu, peuvent être moins sensibles

et exprimer peu de dommages à I'ADN, par rapport aux bivalves transferés de sites de

référence ( propres )) vers des sites pollués. Ceci traduirait une adaptation due éventuellement

à des systèmes de réparation plus efficaces, de meilleurs systèmes de défense et d'excrétion

cellulaires ou des systèmes de métabolisation des promutagènes moins actifs. Des différences

entre les sites sont souvent mises en évidence par rapport au site de référence dans les études
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de transfert, mais il faut souligner que les augmentations des niveaux de dommages à I'ADN,

sur le terrain sont globalement plus faibles qu'au laboratoire.

Les concentrations de polluants rencontrées dans I'environnement sont de I'ordre du

pglL et les expositions in situ sont multiples avec des effets de synergies et d'antagonismes

possibles. On peut alors s'intenoger sur la représentativité de certains résultats au laboratoire

lorsque de fortes concentrations sont utilisées. Ainsi Sasaki et al. (1997 c), ont exposé Tapes

japonica au B(a)P à des concentrations de 0 à 100 mglL.Le seuil en France, pour cette

substance, qui définit la classe 4, oir la qualité des eaux est considérée comme mauvaise, n'est

seulement que de 5 pglL (Système 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 comètes. 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 comètes comme outil de

surveillance de la génotoxicité environnementale sont les principales justifications de ces

études. Elles mettent en æuvre des expositions à des génotoxiques tels que HzOz,la MNNG et

le B(a)P ou à des échantillons de l'environnement. La biosurveillance de la génotoxicité peut

en effet soit se placer in situ, au niveau des écosystèmes aquatiques, soit indirectement se

situer au laboratoire, avec des expositions à des échantillons environnementaux (Devaux e/

al., 1997 ; Kamman et a1.,2000 ; Schnurstein et Braunbeck, 2001 ; Risso de Faverney et al.,

2001 b ; Rajaguru et a1.,2003). Les applications aux poissons suite à 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 être étudiées (Deventer,

1996: Abd-Allah et al, 1999; Sumathi et al., 2001). Les études in situ, (Annexe IV) sont

principalement conduites en rivières où I'influence de pollutions industrielles et domestiques
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a notamment pu être recherchée (Devarlx et a1.,I998; Bombail et al., 200I ; Larno et al.,

2001 ; Flammarion et a1.,2002 ; Roy e/ a1.,2003b).

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 mammifères

marins, les applications avec des animaux aquatiques, autres que les bivalves et les poissons,

sont présentées en Annexe V. Ces études mettent en æuvre des expositions in situ, in vitro et

in vivo. Les types cellulaires étudiés sont essentiellement des cellules circulantes

(érythrocytes, coélomocytes...). Les résultats de l'application du test des comètes chez ces

organismes aquatiques ne sont pas toujours probants. Ainsi De Boeck et Kirsh-Volders (1997)

concluent négativement quant à I'intérêt du test des comètes avec l'annélide Nereis virens, à

cause d'une grande hétérogénéité des résultats après des expositions au B(a)P et des

dommages à I'ADN, réellement significatifs uniquement à la concentration élevée de 45

mglL. De même, les travaux avec une lignée cellulaire de poisson (hépatome de truite) se sont

révélés plus concluants que ceux sur I'ascidie, Botryllus schlosseri (Kamer et Rinkevich,

2002). Et même si les cellules de cet organisme pouvaient se révéler plus sensibles, des

cellules présentant des dommages à I'ADN importants sont retrouvées dans les témoins dans

une proportion non négligeable (34 %) et masque l'effet des expositions à HzOz. Les auteurs

expliquent cela par les processus de différenciation cellulaire, très actifs chez cet animal au

stade de blastogenèse utilisé, et faisant intervenir I'apoptose. Les applications avec les

amphibiens se révèlent 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 dernière,

I'utilisation d'endonucléases permet encore d'augmenter la sensibilité de l'essai, en autorisant

la détection de dommages oxydatifs (Kim et Lee,2004). Les applications du test des comètes

sur les organismes aquatiques végétaux, se limitent pour l'instant aux algues unicellulaires

(Annexe VI) et aucune étude in situ n'a été rapportée dans la littérature. Ces études

correspondent à I'exposition des algues à des agents génotoxiques reconnus (directs comme

HzOz ou la MNNG) ou nécessitant une activation métabolique tel le B(a)P, le N-acétyl-2-

aminofluorène (AAF) ou la N-nitrosodiméthylamine (NDMA) (Erbes et al., 1997 ; Sastre et

al., 2001 ; Aoyama et a1.,2003). L'influence de la lumière est un paramètre à contrôler, lors

d'étude de génotoxicité avec des algues unicellulaires (Erbes et al., 1997 ; Sastre et a1.,2001).

4 l
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La 8-oxo-7.8-dihydro-2'-déoxyguanosine (8-oxodGuo) 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. (2001a et b) avec l'oursin violet (Sphaerechinus

granularis) sur la génotoxicité du tamoxifène, du diépoxybutane et de la mitomycine C, qui

ont permis de mettre en évidence l'implication du stress oxydant dans la toxicité de ces

composés chez I'embryon. Les inductions de 8-oxodGuo sont associées à des anormalités de

développement et à des mortalités embryonnaires. Les autres applications concernent des

poissons et des bivalves marins et d'eau douce.

Les études ir vivo en conditions contrôlées au laboratoire, avec des poissons

correspondent à des expositions aiguës de quelques heures ou à des expositions de plusieurs

jours. Les résultats des expositions en conditions contrôlées ne sont pas toujours concluants,

même si les doses employées sont importantes.

Ainsi les expositions au tert-butyl hydroperoxyde, sur lctalurus punctatus et Ameiurus

nebulosus, réalisées dans le but de comparaisons interespèces, ne se sont pas traduites par une

augmentation des niveaux de 8-oxodGuo, même en état de déplétion des niveaux de

glutathion réduit cellulaire. Il est vrai que ces deux poissons d'eaux douces se montrent très

peu sensibles à un stress oxydant (Ploch et al., 1999). Cependant, Mitchelmore et al. (1996)

notent la même absence de réponse chez trois espèces 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 inferieurs à ceux qui ont pu être observés par le test des

comètes 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 a1.,2000 a ; Pagano et a1.,200I a; Rodriguez-Ariza et al, 1999). Les

auteurs ne discutent que très peu ce point. On peut envisager qu'à partir d'un certain niveau
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de dommages, I'activation des systèmes de réparation des dommages oxydatifs intervienne et

que consécutivement, les niveaux de 8-oxodGuo mesurés soient plus faibles car certains

auraient déjà été pris en charge par la réparation.

Les travaux de Payne et al. (1998), ont mis en évidence des dommages oxydatifs à

l'ADN, chez des poissons (Salvelinus namaycush) d'un lac recevant des effluents d'une mine

de fer, mais ces dommages oxydatifs ne conespondaient pas à la 8-oxodGuo. Quatre produits

avaient retenu leur attention : la 8-oxo-7,8-dihydroguanine (S-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 l'ouverture des noyaux puriques (Fapy-Gua et Fapy-Ade), les concentrations augmentent

d'un facteur de 2 à2-7.

Quelques études concernent les bivalves. Au laboratoire, après 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

même 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 a1.,2000

a). Ces derniers travaux se sont intéressés en outre à I'influence de la technique d'extraction

de I'ADN sur les niveaux de 8-oxo-2'-déoxyguanosine. Une réduction significative de ces

niveaux par l'extraction chaotropique à I'iodure de sodium (NaI) a été observée dans les

branchies et la glande digestive. Ce protocole d'extraction limite les artefacts d'oxydation lors

de l'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 l'étude de Charissou et al. (2004), qui a montré l'applicabilité de

la recherche de 8-oxodGuo dans les tissus d'Unio tumidus pour la détection de conditions de

stress oxydant en milieu dulçaquicole. Les dommages oxydatifs étaient plus importants au

niveau de la glande digestive des bivalves qu'au niveau des branchies. Les auteurs avaient

associé ce paramètre à 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 parallèles au bout de 7 jours mais à 21 jours, une tendance au

retour vers les niveaux de base était observée pour la 8-oxodGuo, alors que les niveaux de

malondialdéhvde ausmentaient.
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Matériels et Méthodes

I . Matériels biologiques

I.1. Les bivalves

Les bivalves sont considérés comme de bons modèles reflétant la contamination des

écosystèmes aquatiques (Meador et a|.,1995). De par leur position à I'interface eau-sédiment,

les invertébrés benthiques intègrent les effets biologiques de I'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,

I99I ; Meador et al., 1995). Cela en fait de bons modèles d'étude pour évaluer le transfert des

polluants dans la chaîne alimentaire.

I.1.A. Mytilas edulis

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

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

I.l.A.a. Systématique

Embranchement : Mollusca

Classe : Bivalvia

Ordre : Mytiloida

Famille : Mytilidae

Sous-famille : Mytilinae

Genre et espèce : Mytilus edulis (Linnaeus, I75S)

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

Après le naufrage de l'Erika, les moules ont été collectées sur des sites impactés à

divers degrés par la marée noire par les laboratoires de I'IFREMER (Institut Français de

Recherche pour l'Exploitation de la Mer, Nantes, 44) entre la fin de décembre 1999 et les

premiers mois de l'année 2000. Elles ont été conservées à - 20oC 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 l'IRH (Institut de Recherches Hydrobiologiques, Nancy, 54).

I.l.A.c. Préparation des rations de nourriture et analyses de contamination

Les moules congelées ont été ouvertes, les tissus mous homogénéisés par un broyeur à

couteaux et conditionnés en rations de 12 à 15 g, chacune constituant un repas pour un rat.

Les 16 HAPs reconnus prioritaires pour le biomonitoring environnemental par I'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 thiophènes. Cette analyse a

été réalisée par le Laboratoire Municipal de Rouen (76) par GC-MS après lyophilisation des

échantillons. Pour l'analyse de HAPs, séparés par HPLC et détectés par un spectromètre

couplé avec un détecteur UV/ banette de diode, le protocole foumi par I'IRH est présenté en

annexe VII.

I.1.8. Unio tumidus

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

I.l.B.a. Systématique

Embranchement : Mollusca

Classe : Bivalvia

Ordre : Eulamellibranchiata
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Famille : Unionidae

Sous-famille ; Unioninae

Genre et espèce : Unio tumidus

(Philipsson 1788)

Nom commun : mulette épaisse

Figure 20 : photographie d'un Unio

tumidus (échelle t/z)

I.1.B.b. Morphologie et habitat

Mollusques aquatiques à 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 secrètent la coquille et délimitent la cavité palléale où font saillie les

branchies, dont l'épithélium cilié génère 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 tumifuls, les branchies, généralement les deux

plus externes, prennent alors une couleur laiteuse. La période d'incubation dure de I'automne

au printemps où les larves sont libérées ; celles-ci parasitent ensuite les branchies et la peau de

poissons à l'aide de crochets jusqu'à leur métamorphose en bivalve juvénile. Ce stade est

responsable du << glochidium >, pathologie fréquente chez les poissons de rivière.

Microphages, les Lamellibranches se déplacent peu et se nourrissent par filtration de

particules microscopiques en suspension. Les Unionidés (famille comprenant la plupart des

espèces d'eau douce) sont largement répandus en Europe ; les espèces Unio tumidus et Unio

pictorum sont essentiellement retrouvées dans le Nord et l'Est de la 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 à faible courant et des

étangs, à I'interface eau-sédiment, ce qui en fait un organisme de choix, puisqu'il peut être

contaminé à la fois par I'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 aiguë sur larve d'Unio tumidus existe; c'est un test de survie

des glochidii (observation après 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'espèces 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 a1.,2004; Doyotte, 1998 ; Doyotte et al., 1997 ; Vasseur et al.,

1999).

I.1.8.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 l'étang (Annexe VII! ; son relatif isolement et sa faible

fréquentation permettent de le considérer comme site de réference. 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 I'eau déchlorée, complémentée avec de l'eau du milieu (dont la proportion est

progressivement diminuée), le tout thermostaté I7"C gràce à un système de refroidissement

(KV400 KûulwessERVERSoRI-lNG). Ils ont été nourris par des cultures d'algues

(Pseudokirchneriella subcapitata, Chlorella vulgaris et Scenedesmus subspicatus) réalisées

selon la norrne AFNOR T90-304.

I.2. Rats Wistar

1.2.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 espèce : Rattus norvegicus

Souche : Wistar

I.2.8. Origine et conditions d'élevage

Les rats Wistar mâles, pesant entre 110 et 121 g, pour l'étude du transfert alimentaire

ont été obtenus auprès de la société Charles River Laboratories (anciennement IFFACREDO,

Les Oncins, Saint-Germain sur I'Arbresle, 69). Ils ont été acclimatés durant une semaine

avant les expositions. Les étapes d'acclimatation, d'expositions et les sacrifices se sont

déroulés à Nancy, à I'INSERM U420, selon les principes et législations en vigueur en France,

pour I' expérimentation animale.

II. Protocoles expérimentaux des differents essais

II.1. Protocoles de prélèvements des tissus et obtention des suspensions
cellulaires

II.1.A. Prélèvement du sang total des rats

Les échantillons de sang sont récupérés après le sacrifice des rats (par décapitation)

dans des tubes héparinés et conservés (1 mL) avec 200 pL de PBS (0,01 M) supplémenté avec

I0oÂ de DMSO, à -196" C dans l'azote. La composition du tampon PBS (0,01 M) sans Ca-- ni

Mg-- est donnée en Annexe IX. Après décongélation rapide des échantillons, ces derniers

sont transférés dans 10 mL de sérum physiologique, additionné de 2 % de DMSO pour limiter

I'agrégation des plaquettes (Currie et al., 1998), et centrifugés à 150 g 7 minutes à 4o C pour

enrichir les suspensions en cellules nucléées.
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II.1.B. Prélèvements et obtention de suspensions cellulaires à partir des tissus solides de

rat (Foie, Moelle osseuse)

Après dissection de I'animal, les foies sont conservés dans du PBS (0,01 M)

supplémenté avec I0 % DMSO à -196" C dans l'azote. Cette étape de congélation est

indispensable à I'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'(Jnio tumidus (Lemière, 2000). Après décongélation rapide,

l'échantillon, conservé à -196" C dans I mL de tampon PBS - 10 % de DMSO, est transferé

dans 15 mL de ce même tampon frais puis placé 5 minutes sous agitation légère. Le mélange

est filtré pour éliminer les plus gros débris. Cette suspension subit ensuite une centrifugation

différentielle à 4o C (100 g 5 minutes et 250 g 7 minutes). Cette procédure, permet la

séparation des débris et l'isolation du type cellulaire sur lequel on souhaite travailler. Pour la

moelle osseuse, les fémurs sont conservés à -20" Cjusqu'à lapréparation des suspensions

cellulaires (dès le retour au laboratoire et dans les 6 h suivantes). Les fémurs sont déposés

dans une boîte de pétri contenant 20 mL de Tampon PBS - 10 % DMSO. L'os est cassé en

deux dans le sens de sa largeur puis ouvert à ses extrémités. Une pointe montée permet de

gratter l'intérieur du fémur et le lavage s'effectue avec une micropipette (P 200). Après

centrifugation (250 g 7 minutes à 4" C), les suspensions cellulaires sont conservées à -196' C

après congélation progressive.

[1.C. Prélèvement de lohémolymphe chez Unio tumidus

Une seringue (1 mL) avec aiguille3/qcontenant 100 trrL de PBS (0,01 M) sans Ca** ni

Mg**, supplémenté avec l0 % de diméthylsulfoxyde (DMSO) et contenant 0,01 M de

Na2EDTA, permet le prélèvement de 400 à 800 pL d'hémolymphe. Ce prélèvement s'effectue

au travers du muscle antérieur, directement dans le sinus. La coquille du bivalve est

maintenue entrouverte à l'aide d'un cône de micropipette le temps du prélèvement. Une

certaine résistance à I'aiguille doit indiquer la contraction musculaire et l'entrée dans le sinus.

Le prélèvement au travers du muscle postérieur est également possible mais plus délicat.

L'hémolymphe prélevée est déposée soit dans un cryotube dans I'optique d'une congélation,

soit dans un tube Eppendorffo si l'on souhaite travailler sur un prélèvement frais. Dans ce cas,
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l'échantillon est centrifugé à 150 g pendant 5 minutes. Cette étape permet de concentrer

l'échantillon de 2 à 5 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 à 4" C,4 heures à -20" C et 12

heures à -80o C, puis conservation à -196' C dans l'azote liquide. La décongélation doit être

rapide; une centrifugation, comme dans le cas d'un prélèvement frais permet d'obtenir une

suspension cellulaire utilisable.

II.1.D. Prélèvement et obtention de suspensions cellulaires à partir des tissus solides

(branchies et glande digestive) d'Unio tumidus

Le protocole pour les tissus d'(Jnio tumidus est proche de celui préalablement décrit

pour le foie des rats (méthode non enzymatique). Après dissection de I'animal, les tissus sont

conservés dans du PBS (0,01 M) supplémenté avec I0oÂ de DMSO à -196'C dans l'azote

(congélation progressive comme dans le cas de I'hémolymphe). Après décongélation rapide,

l'échantillon tissulaire (5 cm'zenviron) est transferé dans 10 mL de tampon PBS (0,01 M) - 10

% DMSO, que I'on place 5 minutes sous agitation légère. Ce mélange est filtré pour éliminer

les plus gros débris. Cette première suspension est ensuite soumise à des centrifugations

différentielles. Les conditions (vitesses et temps) des centrifugations à 4o C sont les suivantes

pour les branchies : 35 g 4 minutes 30 secondes (récupération des surnageants), 40 g 5

minutes (récupération des surnageants) et finalementT5 g 7 minutes (culot repris dans 350 pL

de tampon PBS - l0 % 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 - l0 oÂ de DMSO.

II.1.E. Qualité de la suspension cellulaire

Les suspensions cellulaires obtenues sont observées en microscopie optique, aftn

d'évaluer leur qualité en termes de pureté, de densité et de viabilité. Cette observation est

réalisée à I'aide d'une coloration de viabilité au rouge neutre (solution à 1,65 g/L dans les

propor t ions l :3 ;v :v ; rougeneut re :suspens ionce l lu la i re ) .Laco lo ra t iond 'exc lus ionau

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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II.2. Protocole expérimental du test des comètes

Cette technique d'électrophorèse de noyaux de cellules isolées en microgels d'agarose

est applicable, en théorie à tout type de cellule eucaryote. Elle permet la détection des

coupures simple et double-brin ainsi que des sites alcali-labiles à pH > 13. Le protocole suivi

(figure 2l) est adapté des travaux de Singh et al., 1988. La composition des différents

tampons et des solutions mères, 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'hydrogène (250 pM, th à 4oC), aliquotée et analysée dans chaque test. Le

déroulement du protocole se déroule sous lumière inactinique pour éviter d'induire des

dommases artefactuels à I'ADN.

II.2.A. Dépôts des gels sur les lames

Les solutions d'agarose LMP (low melting point) sont maintenues à 37'C à I'aide d'un

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

1u'" couche (à déposer la veille): 90 prl- d'agarose normal (0,8% dans du

PBS (0,01 M)) sont étalés à l'aide d'un cône de micropipette.

Polymérisation à température ambiante.

2nd" couche: 75 pL d'un mélange à volume égal, d'une suspension

cellulaire (obtenue selon les protocoles décrits précédemment) et d'agarose

LMP (bas point de fusion) à | % dans du PBS (0,01 M) sont déposés et

recouverts d'une lamelle. Polymérisation à 4oC pendant 10 minutes. La

lamelle est retirée délicatement.

3è-' couche: 75 pL d'un gel d'agarose LMP 0,5 %o sont déposés,

recouverts d'une lamelle et laissés à polymériser pendant 10 minutes à 4o

C.La lamelle est retirée délicatement.
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Figure 2l : Principales étapes du protocole expérimental du test des comètes
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II.2.B. Lyse cellulaire

Les lames sont plongées dans une solution de lyse, maintenue à 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 NazEDTA, 0,1 M de Tris (pH ajusté

à 10 avec NaOH), loÂ de N-laurylsarcosinate, auxquels sont ajoutés extemporanément 10Â de

Triton X100 et I0oÂ de DMSO. Cette étape dure 2 h pour les cellules obtenues à partir des

tissus solides et le sang périphérique, et ne dépasse pas t h pour les hémocytes.

Chaque composant de la solution joue un rôle particulier. NaCl participe à la

dégradation des protéines, notamment des histones, ce qui permet une relaxation des

molécules d'ADN. Na2EDTA 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.

ll.2.C, Déroulement de I'ADN

Les lames sont rincées dans le tampon d'électrophorèse suite à l'étape de lyse, puis

déposées dans la cuve électrophorétique. Le déroulement de I'ADN a lieu dans le tampon

d'électrophorèse (0,3 M NaOH - 0,01 M Na2EDTA, pH>13) durant 20 à24 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 I'expression des sites alcali-labiles, des conditions

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

II.2.D. Electrophorèse

Les conditions d'électrophorèse sont les suivantes : 21 minutes, 300 mA, 20V (soit

lV/cm). Les molécules d'ADN, fragments libres ou molécules rattachées à la matrice

nucléaire mais libres de migrer, chargées négativement du fait des groupements phosphates
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externes, migrent alors vers I'anode, permettant d'obtenir les figures caractéristiques de

comètes.

II.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,

l'asent intercalant utilisé.

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

Cette étape est facultative. La déshydratation des lames se fait pendant l0 minutes

dans un bain d'éthanol absolu. Les lames sont ensuite conservées à l'abri de la lumière et de la

poussière jusqu'à l'étape de lecture.

II.2.G. Lecture des lames

Les noyaux sont colorés par 22 pL d'une solution à20 pglmL de bromure d'éthidium,

fluorochrome de type phénanthridinique dont la structure plane autorise l'intercalation entre

les bases de I'ADN. Une lamelle est déposée sur la lame qui est lue à I'aide d'un microscope

à épifluorescence, équipé d'un filtre dichroïque DM570 (filtre d'excitation: BP 510-550 nm;

filtre barrière : BA 590 nm), relié par une caméra CDD monochrome à I'analyseur d'image

Komet 3 : I (Kinetic Imaging Limited, Liverpool, UK.). On réalise 3 réplicats par modalités

et de vingt-cinq à cinquante cellules sur chaque lame sont analysées. Les lames sont codées,

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

L'analyseur d'image Komet 3 : 1 propose une quarantaine de paramètres mesurés.

Nous avons sélectionné :

- I'aire de la cellule (en $m'),

- la longueur de la queue (Tail Lengtfr) (en pm),

- la proportion d'ADN présent dans la queue (Tail DNA) (enYo),

- le rapport de la longueur totale de la cellule sur la largeur de la tête (LlH),

- l'Extent Tail Moment (pm) : produit du pourcentage d'ADN dans la queue

par sa longueur

- et enfrnl'Olive Tail Moment (pixels/pm): produit de la proportion d'ADN

dans la queue avec la distance séparant le centre de gravité de la tête de

celui de la queue.

Nous avons choisi d'exprimer le taux moyen de dommages à 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 paramètres au sein des populations

cellulaires étudiées. Des classes arbitraires de pourcentage d'ADN dans la queue des comètes

pour représenter les distributions cellulaires selon ce paramètre : 0-20 o/o,20-40 yo, 40-60 yo,

60-80 % et >80 o/o. Nous avons utilisé des tests non-paramétriques pour l'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 t' (comparaison des effectifs théoriques calculés les effectifs

marginaux des tableaux de distributions avec les effectifs observés).
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déoxlzguanosine (8 -oxodGuo)
II.3. Protocole de la 8-oxo-7.8-

La méthode utilisée pour le dosage des niveaux de 8-oxodGuo dans les tissus d'Unio

tumidus est une méthode par chromatographie liquide haute perforrnance (HPLC) couplée à

un détecteur électrochimique et à 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 l'étape d'extraction de I'ADN. Nous avons choisi

une méthode chaotropique à I'iodure de sodium (NaI) qui permet de limiter les artefacts

d'oxydation. Toutes les étapes d'extraction et d'hydrolyse de I'ADN sont réalisées après

filtration (0,45 pm) et dégazage àl'azote de tous les tampons et des milieux réactionnels avant

leur utilisation. Les échantillons destinés à la mesure de la 8-oxodGuo ont été transferés après

dissection des bivalves dans des crvotubes et conservés à -196' C.

II.3.A. Extraction et hydrolyse de I'ADN

L'extraction de I'ADN a été réalisée

référence 0805001 de la gamme ZeptoMetrix)

différentes étapes du protocole, de I'extraction

listées dans le tableau XIII. On peut distinguer

de I'ADN à partir des tissus (branchies, glande

à I'aide d'un kit (Oxytek DNA Isolation kit,

selon les recommandations du fournisseur. Les

à I'hydrolyse de I'ADN, effectuées à 4" C, sont

trois points essentiels au protocole d'extraction

digestive) d'Unio tumidus :

- le premier point du protocole est I'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

à I'ADN consécutifs à la préparation des échantillons.

- dans la seconde étape, la RNase A digère I'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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EXTRACTION DE I'ADN
- transfert de l'échantillon congelé de tissu (80 mg) dans un Potter manuel avec I mL de PBS

(0,01 M) supplémenté de 5 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 à 4' C, 1000 g, 6 minutes.

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

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

- mise en suspension des culots dans I mL de solution de lyse supplémentée de 5 mM de

desferroxamine.

- centrifugation à 4" C, 2000 g, 2 minutes et récupération des culots. Les deux demières étapes

sont répétées (3 fois en tout).

- ajout de 400 pL de solution de RNase A (solution fraîche à 250 ytglmL), puis incubation I

heure à 37o C.

- ajout de 20 pL de solution de protéinase K (20 mg/ml-), puis mélange par inversion 5 fois et

incubation t heure à 55" C.

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

- ajout de 600 pL de solution d'iodure de sodium.

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

- ajout de 1 mL d'isopropanol et mélange par inversion cinquante fois (le précipité prend alors

un aspect translucide).

- centrifugation à 4o C, 10 000 9,5 minutes, puis élimination du sumageant et séchage des

tubes.

- addition de 1,5 mL d'éthanol à'70 % froid (-20' C) et centrifugation à 4' C, 10 000 g, 5

minutes et élimination du sumageant. Cette étape de lavage est répétée (4 fois en tout).

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

- réfrigération24h pour dissolution complète du culot.

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

des densités optiques à 260 nm et à 280 nm et densité optique à 260 nm).

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

- ajout de 4 pL d'une solution de nucléase Pl (3,3 mg/ml).

- incubation à 65o C pendant l0 minutes.

- ajustement du pH avec 20 pL de tampon Tris-HCl (l M ; pH 8,5), puis hydrolyse des

nucléotides en nucléosides, après I h de digestion par la phosphatase alcaline (1U/pL).

- arrêt de la réaction par I'ajout d'un volume de I 14 pL de chloroforme.

- le mélange est vortexé puis centrifugé à 12 000 g 5 minutes à 4o C.

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

Tableau XIII : Séquence des differentes étapes du protocole d'extraction et d'hydrolyse de
I'ADN à partir des tissus (branchies, glande digestive) d'Unio tumidus en utilisant le kit
< Oxytek DNA Isolation kit )), réference 0805001 de la gamme ZeptoMetrix

PBS : Phosphate buffered saline ; HPLC : chromatographie liquide haute performance.
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- la dernière étape consiste en la purification de I'ADN par extraction à I'iodure de

sodium (NaI). Les polypeptides et autres molécules organiques restent solubles

pour des concentrations de NaI élevées alors que I'isopropanol va spécifiquement

précipiter I'ADN. De brèves centrifugations successives permettent alors

I'extraction et le lavase de I'ADN.

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

hydrolysés en nucléosides, après t h de digestion par la phosphatase alcaline.

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

Nous avons utilisé une colonne Cl8 Supelco LC-l8 DB Supelcosil (longueur : 15 cm ;

diamètre 4,6 mm; porosité 3 pm), équipée d'une pré-colonne LC-l8 DB. La phase mobile

consiste en un tampon phosphate de sodium (50 mM ; pH 5,5) supplémenté par 5 oÂ de

méthanol ultrapur (qualité Chromanorm), et filtré sur membrane de nylon (0,22 pM). Les

conditions de séparation sont les suivantes : le débit de la phase mobile est de I mL par

minute et la colonne est maintenue à 25o C (four à effet Peltier).

La détection de la 7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine est réalisée par un détecteur UV à 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 El et E2 de 125 mV et 350 ffiV,

respectivement. La sensibilité du détecteur est fixée à 50 nA pour E1 etE2 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-oxodGuo et de 7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine sont dosées en parallèle des échantillons,

pour permettre I'analyse des chromatogrammes. Les niveaux de 8-oxodGuo et de 7,8-dihydro-

2'-déoxyguanosine sont calculés à 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 differences sont mises en évidence par le test I de Student (p -<

0,05) après vérification de la normalité des distributions.
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II.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 à une exposition alimentaire avec des bivalves marins contaminés lors

d'une marée noire.

Les lames ont été préparées à partir des suspensions cellulaires préparées comme

précédemment décrit. Pour la moelle osseuse, les frottis sont fixés au méthanol pendant 12

minutes après étalement. Les lames sont plongées dans un bain de colorant May-Grûnwald

(solution-commerciale : eau ultrapure pH7;1:1; v:v) pendant 5 minutes puis colorées au

Giemsal (15 minutes dans une solution à l0 % de Giemsa dans un tampon Sorenson). Les

lames sont au final lavées pendant 6 minutes dans de I'eau ultrapure dont le pH a été ajusté à

7. Le protocole pour les échantillons de sang périphérique est un peu different : 500 pL

d'échantillon sont mélangés à 250 pL de solution de Carnoy ; le frottis est réalisé et les lames

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

Les lames sont codées et lues aléatoirement en microscopie optique à immersion, à

I'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 critères suivants (Countryman et Heddle,1976) :

- le micronoyau ne touche pas le noyau principal,

- sa coloration est identique à celle du noyau,

- son diamètre est inferieur à r/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.

I solution d'azur - éosine - bleu de méthylène.
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m. Protocoles d'expositions

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

polluants de marée noire

Ces expositions visaient à étudier chez les mammiferes la génotoxicité associée au

problème du transfert alimentaire des polluants depuis les bivalves, après une marée noire.

Les expositions et les sacrifices se sont déroulés à I'animalerie et dans les laboratoires de

I'INSERM à Nancy (54). L'étude des modifications de I'expression du cytochrome P450 1A et

de I'induction de I'activité EROD (éthoxyrésorufine-o-déethylase) a été réalisée en parallèle

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

III.1.A. Etude des dommages à I'ADN suite à des expositions alimentaires

Les dommages à I'ADN ont été étudiés par le test des comètes suite à 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 reçu comme nourriture des moules témoins ou des moules

contaminées, durant 12 et 24 jours, à raison d'un repas de bivalves tous les deux jours

(première expérience) et d'un repas de moules tous les jours (seconde expérience). Trois jours

après le dernier repas de moules, les animaux ont été sacrifiés. Entre chaque repas de moules

et durant la période des trois jours à la fin de I'exposition, les animaux ont reçu 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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III.1.B. Etude de la réversibilité des dommages à I'ADN suite à des expositions

alimentaires

Le schéma expérimental de cette dernière exposition est le même que dans la seconde

expérience. Les dommages à I'ADN ont été étudiés par le test des comètes suite à I'exposition

alimentaire de rats pendant 15 jours (Tableau XV). Des lots de 12 rats ont reçu comme

nourriture des moules témoins ou des moules contaminées, durant 12 jours, à raison d'un

repas quotidien de bivalves (figure 22). Trois jours après 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, à raison de

4 animaux à chaque temps. Entre la fin de I'exposition et les sacrifices, les animaux ont reçu

une nourriture standard.

EXPOSTTION

15 iolrs
#

&&
SACRTFIC

67t

Figure 22: Schéma expérimental de l'étude sur la réversibilité des dommages à I'ADN suite à
I'exposition alimentaire (troisième étude)
Les niveaux de contaminations sont exprimés en pg de HAPs (somme des 16 de I'US-EPA) par kg de matière
sèche (moules) ; CM : moules témoins.

&
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Troisième étude (Réversibilité)

12repas sur 12jours

Témoin Moules Moules
Moules 230 570

code des groupes CM M''T M*T

durée 15 jours

poids initial des rats 110 g

rations de nourriture 13,5 g

contamination des moules par les HAPs (ueike matlère sèche)

HAPsr 70 230 570

TEQs2  6  3 t  82

HAPs méthylés 3 21 38 225

benzothiophènesa - 4 25

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

' somme des concentrations en naphtalène, acénaphthylène, acénaphtène, fluorène, phénanthrène, anthracène,
fluoranthène, pyrène, benzo(a)anthracène, chrysène, benzo(b)fluoranthène, benzo(k)fluoranthène,
benzo(a)pyrène, dibenzo(ah)anthracène, benzo(ghi)péryIène et indéno(1,2,3-cd)pyrène; ' les TEQs (Toxic
equivalent quantities) ont été calculées à partir des TEFs (Toxic equivalent Factors) définis par Nisbet et Lagoy,
1992 ;3 somme des méthyl phénanthrènes et des méthyl chrysènes ; 

o somme des dibenzothiophènes et des
benzo(b)naphtothiophènes ; HAPs : hydrocarbures aromatiques polycycliques



Matériels et Méthodes

IlI.2.Expositions in vivo aubenzo(.a\p:rrène etaufer 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 à I'ADN mesurés par le test des comètes. 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 à I'ADN (Nestmann et al., 1996). Son dosage a été réalisé par le

Dr Anne-Marie Charissou (2002).

Les travaux de Garçon et al. (2001) et de Garry et al. (2003 a et b), qui portaient sur

des expositions intratrachéales de rongeurs à 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 à I'ADN mesurés par le test des comètes et de S-oxodGuo dans les

poumons des animaux. Nous avons souhaité étudier les possibles effets de synergies toxiques

entre le B(a)P et le fer fenique (chlorure de fer, FeCl3) chez un invertébré, Unio tumidus.

Le tableau XVI résume la composition des différents milieux d'intoxication de

I'exposition définitive. Cinq 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 conespond à de I'eau reconstituée (700 mL ; pH 7,5) et les

expositions se sont déroulées à 19" C à I'obscurité dans des récipients en PVC de 1,5 mL. La

composition de I'eau reconstituée est présentée en Annexe XI. Les animaux ont été nourris

chaque jour, I heure avant le changement de milieu par 5 mL d'un mélange d'algues (cultures

de Pseudokirchneriella subcapitata, Chlorella vulgaris et Scenedesmus subspicatus (3.107

cellules par mL; cultures réalisées selon la norTne AFNOR T90-304). A la fin de

I'intoxication, les glandes digestives et les branchies ont été disséquées et conservées à -196"

C comme décrit précédemment pour les différents essais. Deux expositions ont été réalisées,

du fait de problème d'analyse de certains échantillons lors de la première expérimentation.
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Résultats

La première partie de ce travail concernait l'étude des dommages à I'ADN consécutifs

au transfert des polluants de marée noire -principalement des hydrocarbures aromatiques

polycycliques- des moules aux mammifères par la voie alimentaire.

Le rôle 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 rôle des

invertébrés dans le transfert de contamination et de toxicité des contaminants et des agents

génotoxiques par exemple, vis à vis des niveaux trophiques supérieurs et des mammifères.

Des extraits organiques de moules peuvent présenter une toxicité mais ces effets toxiques

n'ont été étudiés jusqu'alors que de manière indirecte. Ainsi, White et al. (1997) ont montré la

génotoxicité d'extraits organiques de tissus de Mya arenaria et de Mytilus edulis, originaires

du lord du Saguenay (Canada) au moyen du SOS-chromotest. Des activités mutagènes

d'extraits de mollusques (moules et patelles) avaient déjà été mises en évidence en 1984 par

Kadhim et Parry, à I'aide de tests bactériens, non seulement dans les jours suivants un

incident de pollution pétrolière mais toujours 12 mois après la contamination de

I'environnement. Le problème du transfert des polluants depuis les bivalves avait été envisagé

dès 1975 par Earampamoorthy et Koff qui soulignaient I'absence de connaissances

scientifiques sur les risques sanitaires résultant des contaminations des moules par les

pollutions industrielles, agricoles et pétrolières. Depuis, à notre connaissance, aucun travail

expérimental ne s'est intéressé à ce problème.

Cette première partie visait à approcher le risque génotoxique lié à I'ingestion répétée

de nourriture contaminée. Les résultats présentés correspondent à trois expérimentations. Les

moules provenaient de sites plus ou moins impactés par la marée noire de l'Erika en

décembre 1999. Des moules, en provenance de sites supposés non contaminés, ont été

utilisées comme témoins additionnels. La génotoxicité a été étudiée au moyen du test des

comètes dans les hépatocytes, les cellules de moelle osseuse et les cellules nucléées du sang

périphérique.

La première étude concernait deux lots de moules contaminées (autour de 100 et de

500 pg/kg, somme des 16 HAPs dans la matière sèche), un lot témoin constitué de moules en

provenance d'un site non impacté par la marée noire (La Mouclière, 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.
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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 pglkg (somme des 16 HAPs dans la

matière sèche). 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 dernier volet concernait l'étude de la réversibilité des effets observés dans les

précédentes expérimentations. Elle a mis en æuvre des expositions alimentaires avec 2lots de

moules provenant de zones impactées (230 et 570 trtglkg, somme des 16 HAPs dans la

matière sèche) et un lot correspondant à des moules non contaminées par la marée noire (Les

Saumonards, France). Deux types de nourriture dans cette étude correspondaient à des lots

précédemment étudiés (les moules témoins et les moules contaminées par 570 pglkg, somme

des 16 HAPs dans la matière sèche). L'évolution - réversibilité ou persistance - des

dommages à I'ADN a été suivie sur deux semaines suite à une exposition alimentaire de

quinze jours. Les differents lots de nourriture utilisés dans les trois études présentées, sont

rapportées dans le tableau XVII.

Moules Témoins
Moules contammees

(niveaux de contaminqtion en pg/kg
HAPs m.s.)

Fréquence Croquettes
des apports UAR

La
Mouclière

Les
Saumonards

85 230 310 480 570 870

Première étude
(Article 1)

Seconde étude
(Article 2)

Troisième étude
(Article 3,
Réversibilité)

un Jour
sur deux

quotidienne

quotidienne

XXXX

XX

X

X

X

X

X

X

X

Tableau XVII : Récapitulatif des differents 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 pg de HAPs (somme des 16 de I'US-EPA) par kg de matière

sèche (moules).
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Résultats

Première étude (ARTICLE l)

Génotoxicité consécutive au transfert des polluants de marée noire des

moules aux mammifères par I'alimentation

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

Suite à la marée noire de I'Erika sur les côtes atlantiques françaises, des fiouls lourds

contenant une proportion élevée d'hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs) ont été

relargués dans le milieu marin. Comme ces polluants sont susceptibles d'être bioaccumulés

par les invertébrés, leur transfert dans la chaîne alimentaire est préoccupant. Cette étude visait

à évaluer les effets génotoxiques éventuels, chez des rats nourris avec des moules marines

(Mytitus edulis) contaminées lors du naufrage. Deux niveaux de contamination des moules

par les HAPs ont été étudiés : autour de 100 et de 500 pglkg de HAPs (somme des 16 HAPs

de I'US-EPA dans la matière sèche). Des lots de 6 rats ont reçu comme nourriture des moules

témoins ou les moules contaminées, durant 12 etZ4jours à raison d'un repas de bivalves tous

les deux jours. Trois jours après le dernier repas de moules, les animaux ont été sacrifiés.

Entre chaque repas de moules et durant la période des trois jours à la fin de l'exposition, les

animaux ont reçu une nourriture standard (croquettes UAR, Epinay-sur-Orge), identique à

celle utilisée pour les témoins. L'analyse chimique de la nourriture a été réalisée en parallèle

aux essais biologiques. Les dommages à I'ADN ont été étudiés par le test des comètes, 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

differents dans les moules échantillonnées sur les sites impactés par la marée noire,

comparativement aux moules témoins. Ces dernières présentent des concentrations tissulaires

en HAPs (133 pglkg dans la matière sèche) correspondantes au niveau de contamination

chronique des bivalves sur les côtes françaises (RNO, 2002). Ce niveau est supérieur au

premier niveau de contamination de la nourriture étudié (85 pglkg, somme des 16 HAPs dans

la matière sèche).
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Résultqts

Des dommages à I'ADN ont été observés dans le foie des rats recevant les moules les

plus contaminées (480 pglkg de HAPs dans la matière sèche (m.s.)). Dans la moelle osseuse,

des dommages à I'ADN ont également été observés, mais à un degré plus faible et une légère

augmentation de la fréquence des micronoyaux a été enregistree. Aucune augmentation en

terme de niveaux de dommages à I'ADN n'est observée entre les deux durées d'exposition

dans ces deux tissus, alors que I'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 differents individus pour les deux paramètres de génotoxicité,

comparativement au rats témoins qui ont reçu une nourriture standard non contaminée. Chez

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

Cette étude montre I'apparition de dommages à I'ADN, principalement dans le

foie, chez des rats nourris par des moules fortement contaminées suite à une marée

noire. Ce travail souligne ta biodisponibilité des polluants de marée noire dans les

moules pour les consommateurs et I'utilité du test des comètes, en tant quroutil de

surveillance de la réponse biologique consécutive au transfert alimentaire des HAPs. La

présence de congénères substitués des IIAPs, comme les méthyt chrysènes et de dérivés

comme les benzothiophènes, à 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 mammifères et l'étude de la réversibilité ou

la persistance des effets génotoxiques observés, après les expositions apparaît

indispensable.
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GENOTOXICITY RELATED TO OIL SPLL POLLUTANT TRANSFER FROM

MUSSELS TO MAMMALS VIA THE FOOD.2

LEMIERE Sébastienl, COSSU.LEGUILLE CaroIeI, BISPO Antonio2, JOURDAIN Marie.

José2, LANHERS Marie-Clai'e3, BURNEL Daniel3 and VASSEUR PauIeI
'ESE, CNRS FRE 2635, Université de Metz, UFR SciFA, Av. Delestraint, F-57070 Metz ;
2lRH Environnement, I I bis rue G. Peri, BP 286, F-545 I 5 VandoeuvreJes-Nancy ;
tINSERM U420, Faculté de Médecine, 9 Av. Forêt de Haye, F-54505 Vandoeuvre-les-Nancy

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 lkg 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 manow and peripheral blood.

DNA damage was observed in the liver of rats fed with the most contaminated mussels (500

pg 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 occuffence 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.
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Rë.sultats

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 concem. These pollutants, especially the

congeners with five and six aromatic rings, are known for their mutagenic andlor carcinogenic

properties (IARC, 1973, 1981). 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 e/ 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 et 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 ; P ar zefall, 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 manow and whole blood. In addition, the micronucleus assay

was performed on blood and bone maffow samples.
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The Comet assay is a microelectrophoretic technique of isolated nuclei in agarose gel, first

described by Singh et 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,

1993). 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., I997a,b; Sasaki et 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 e/ a\.,2002; Mùller 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 Français de Recherche pour

l'exploitation de la Mer) Centre in Nantes. They were collected in contaminated areas after

the wreck of Erika and kept at -20oC. Two batches of mussels were constituted in order to

study the effects of two levels of PAH contamination, around 100 and 500 pg 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, I 982) were analy zed in mussels.

The quantification of PAHs was performed as follows. Samples were dried at 40oC 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 pglkg d.w. for non-

substituted PAHs excepted acenaphtylene (10 Vglkg d.w.), and dibenz(a,h)anthracene,

benzo(g,h,i)perylene, indeno(1-2-3-cd)pyrene (5 pglkg d.w.). Q.L. were I Vglkg d.w. for

dibenzothiophenes, methyl phenantrenes and methyl chrysene, and 2 pg/kg d.w. for

benzonaphtothiophenes.

Animal treatment

Wistar rats weighting I20 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 PAHs, 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 pg total PAHslkg 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 -196oC in liquid

nitrogen except for intact femurs which were kept at -20oC before bone marrow extraction.

Cellular suspensions of bone marow v/ere prepared after the sacrifice of the animals by

scraping and washing the inside of the femur with phosphate-buffered saline solution (Cu**

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 fteezing(4

hours at -20"C; one night at -80oC and -196oC 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 (Cunie et

at., 1998) and the cell suspension was enriched by a single centrifugation.

Slides were prepared in triplicate for each sample. 300 trrL of cell suspension were added to

300 pL of I Yo low-melting point (LMP) agarose. 75 ytL 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 trrL 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 Na2EDTA, 10 mM Tris - pH 10 - | %

N-laurylsarcosinate, I % Triton Xl00 and 10 % DMSO) for 2h in order to isolate the nuclei

and eliminate the cytoplasm and membranes, Thereafter, slides were placed in an

electrophoresis box, covered with electrophoresis buffer (300 mM NaOH, 1 mM Na2EDTA)

to allow DNA unwinding for 24 min, and then electrophoresed (300 mA, 2l 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 l0 min. Nuclear DNA was stained with 25 pL

ethidium bromide (20 VglmL) and observed under a UV light using an epifluorescence

microscope (8X60 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 (25 x 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 a|.,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 yo, 20-40 oÂ, 40-60 o/o, 60-80 oÂ 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 assa)ts

Micronuclei (IvtN) were analyzed in bone marrow and nucleated blood cells. Slides of bone

maffow suspensions were prepared according to the May-Gri.inwald-Giemsa technique.

Briefly, smears were fixed in methanolfor 12 min after spreading. Then, they were stained in

May-Grûnwald (stock solution: water pH7;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 manow 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 fulfrlled : 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

Mouclière". 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 Mouclière, 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***) (4S0 pglkg d.w.) than in mussels (M) (S5

pglkg 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 f |.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 (S0, (M)

and (M*) mussels. Basal level of DNA damage in controls was low with mean values of 4.1 +

1.6 % and 3.8 t l.l % DNA in the tail after 15 and 30 days, respectively. Damage levels

ranged between 5.8-7.2oÂinrats 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

than20 oÂ 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 I2.5 t 5.3 % DNA in the tail compared to

control rats (8.1 t 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 1M***) presented the highest percentage of cells with 40 %o-

60 oÂ 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 X I.4 oÂ and 8.8 t 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 X 0.8 0/ooo after 6

meals and 2 + 0.3 0/ooo after 1,2 meals delivered during 15 and 30 days respectively. Basal

frequencies in the bone marrow were 0.7 t 0.6 0/oooafter 15 days and 1.1 t 0.5 0/ooo 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 0/ooo.

DISCUSSION

This study demonstrated the occunence 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 I to 2l days).

In the present study, the DNA damage remained moderate, with an average level of DNA in

the tail not exceeding 20-40 oÂ. 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 resistered in mice and rats
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exposed to genotoxic compounds such as methylmethane sulfonate (MMS), aflatoxin 81, or

azobenzene (Sekihashi et 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 a1.,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 pg 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 pglkg 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 a1.,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 et 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 pglkg 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 aî 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 pg 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 qnd Sustqinable

Development. We thank IFREMER teams for their collaboration in providing us with contaminated mussels and

especially Dr Hétène Jeanneret for her efficient scientific contribution. The authors acknowledge Dr Laurence

Fluchafor her help in correcting the Englishform ofthe paper'

REFERENCES

Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA). 5 février 2000. Avis du groupe d'experts réunis

par l'Agence française de sécurité sanitaire des aliments sur les critères 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 inadiated

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): I 60-167.

De Boeck M, Touil N, De Visscher G, Aka Vande P, Kirsch-Voiders 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 l8l-

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, Berny P, Videmann B, Rether B, Rivière 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 I

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 a4(9):903-91 l.

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 shand breaks by benzo[a]pyrene and nitroaromatics in

mussel (Mytilus edulis L) digestive gland cell. Aquat Toxicol41(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'

Mùller 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(l-2):99-109.

Nendza M, Herbst T, Kussatz C, Gies A. 1997. Potential for Secondary Poisoning and Biomagnification in

Marine Organisms. Chemosphere 35(9): I 875-l 885.

Nisbet IC, LaGoy PK.1992. Toxic equivalency factors (TEFs) for polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs).

Regul Toxicol Pharmacol I 6(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.

ParzefallW.2002. Risk assessment of dioxin contamination in human food. Food Chem Toxicol40(8):1185-

1  189 .

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, Ministère de l'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-l19.

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



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 Bull2l(2):74-80.

Sekihashi K" Yamamoto A, Matsumura Y, Ueno S, Vy'atanabe-Akanuma M, Kassie F, KnasmÛller S, Tsuda S,

Sasaki YF. 2002. Comparative investigation of multiple organs of mice and rats in the comet assay. Mutat Res

5r7(r-2):53-75.

da Silva J, Herrmann SM, Heuser V, Peres W, Possa Marroni N, Gonzâlez-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(l):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 l0(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 aprimary 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 leçons techniques de I'Erika et des autres accidents, Brest, l3-16 march2002. CEDRE, Brest.

1 5  p .

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(l):83-98.

Vodicka P, Koskinen M, Vodickovâ L, Stetina R, Smerâk P, Bârta 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 3 2( I ) : 84- I 00.

78



-l H r-
l

a

*

.D -

n
6

0q 0q È
.t

é
{ 'o

a (t a o 0

+ + +

q
J

U
<

<
 

I 
r.

?
 

iH
-H

Ë
H

a
E

o
.T

rl
>

:q
=

l>
>

z
 

P
s

re
s

 
+

 x
i'

;-
q

ig
g

q
Y

g
ç

ii
d

'r
â

s
5

 
I

u
 g

g
g

 4
 E

=
^ Ê

 5
 E

 S
 5

 É
U

 5
 * 

3
 iË

 3
 Ë

 Ë
 =

 5
-!

;*
 

F
 

rë
=

 
)<

â
<

1
--

:l
 

1
" 

=
 

â
.i

 
=

c
8

.=
- 

À
9

3
o

.o
 

F
 

x
6

 
:-

y
+

ô
9

9
9

6
: 

+
a

lr
(D

=
=

o
 

=
j 

5
 

ji
' 

t{
Ê

r=
'T

 
{'

u
rù

S
-=

F
=

E
É

iË
 

g
 

s
 

fg
É

s
q

g
 

T
 

ô
 

6
 

o
o

 
1

â
B

-8
1

É
 

8
-ç

-Ë
â

P
E

 
Ê

D
 

5
 

Q
+

ro
T

 
x

 
Ë

È
+

"1
i 

B
 

o
 

=
S

n
u

Q
 

S
 

E
â

F
 

d
d

' 
â

 
Ë

É
 

A
 a

 
s 

g
 â

Ë
 

Ë
0

 
*=

 
6

 
B

J
W

ô s
le

à
8

E a
O

O
^

A
O

O
O

O

L
o

v
,.

_
L

:-
g

:-
é

ë
g

é
é

é
5

é

t
t

t
l

-
*

:l
O

O

N
J

,-
N

)N
J

X
(}

)
o

\ 
ô

-

rF
xe

f
B

 =
.d

6
.J

 g
 r

È
-.

 
rt

e
o

 
o

l
F

 
-l

=
 

* 
{ 

Ê
-.

.i
)<

 =
 

=
'E

'r
-r

l
v

 
Y

 
-

 
P

 
v

l

N
J

 X
 

È
 

- 
>

l
Y

 
6

'9
 

Ë
 

b
l

R
 Ë

 q
 Î

I
È

^
-

p
t

É
 

K
<

 
5

 
'

-
.

e
^

!
j

 
-

 
^

 
B

;

^
l 

è
!7

-l
É

 a
 È

ro
 I

ù
 

o
-Ê

o
i

;*
 

<
 

$
 

*1
-

r
 

L
 

\
e

 
t

F
 3

 Ë
- È

l
ô

 
=

' 
ô

l

â
5

tg
l

'+
P

-
l

r'
È

 s
.P

l
È

X
l

- 
H

<
 

F
.l

J
{ 

H
^

 
P

 N
c

o
 È

?
Ë

l
ii

^
"i

F
i +

"'
l

+
 

Ê
. 

t
Ë

 
Ê

-5
!

X
 

X
 

o
 

-l
-

-
^

+
i

x
E

 
5

 
rD

l
x 

Ë
 6

' ;
r,

l
â

q
'3

 
5

l
x

 
c

, 
Ë

'o
-I

t
ô

 
U

) 
lq

 
ô

l

I 
q

&
H

l
c

i 
I 

Ê
o

 Ë
.i

-
'l

-
 

F
t

 
;

 
l

6
 r

g
 

E
l

6
-3

'u
'R

l
Ë

 
=

 
^

 
*

l

1
H

Ç
s

l
?

 
o

'E
 

+
l

B
 à
Ë

 sl
È

'H
-

r
=

!

I9
e

 
ti

l
^

 
P

 Ë
 g

l
-

'
^

!
^

.
!

l]
 À

y
 

5
l

v
r

^
l

L
 

H
 

Ê
.

 
É

l

0
0

 Ë
: 

il
^

 
*

 
Y

 
Ê

l
'n

â
 

'c
)!

+
-

I

x
.g

 H
'€

 I
É

r^
-*

l
- 

x
 ô

 Ë
l

Ç
 

""
O

ç
1

 
;

t{
 <

 L
:l

x
0

A
(û

l
.

;
 

A
 

é
l

É
.

 
v

l

^
!

v
l

x
^

l
F

t-
E

 
- 

Y
 

I

d
.,

q
lÉ

il
8

.ê
-;

 ; 
I

o
.+

i'
6

1
.?

 "{
 =

. t
il

e
{q

R
l

À
 

o
 

-E
l

È
 Ë

 a
'Ë

 I
ë

ë
 â

 g
l

À
: 

a
 

r.
 

-.
1

8
 i

a
:l

^
tt

P
l

I

â
E

'Ë
B

I
Ë

 E
P

ÏI
É

.
 

l
l

A
A

'H
I

v
v

E
t

-^
E

 
É

I
4

if
o

a
 

ô
l

F
Ë

È
g

I
+

;i
.^

fr
'

^
-É

.
^

V
-

-
x

5
<

(D

A
A

A
A

A
A

n
A

n
A

n
n

n
A

A
A

N
)N

)N
rt

]\
rÀ

s
, 

À
5

t!
.r

g
=

o
 

o
 

o
 

u
 

tl
' 

t^
 

*o
û

 
*o

- 
*o

a
*o

L
r.

 
tJ

 
c

-:
+

+
+

+
+

+
+

+
+

+
+

A
A

A
-A

-:
-N

J
-r

p
^

N
J

n
A

A
A

ç,
 

<
) 

çl
 

t-
l- 

ir,
 

l-F
 l

+
 

l+
 

l-l
 

H
- 

\ 
l-F

 \
; 

3 
5

+
 

* 
+

È
 

a
--

I 
- 

+
 

U
: 

\O
 

*.
È

 
* 

+
 

+
 

*

A
A

A
n

n
n

E
X

II
n

,*
,n

'.
o

/\
A

8
8

8
;;

;T
;;

il
;I

;t
Ë

8
+

 
+

 
*

 
+

 
+

 
+

!-
 

- 
- 

- 
*

: 
*

*
 

-*
 

*

U
)

A
A

A
A

A
A

;i
^

N
\n

B
B

n
^

l
B

B
B

;;
;H

-â
;t

;È
+

;=
8

+
 

+
 

+
 

+
 

*
 

+
E

 
O

t[
 

Ë
-

-
 

*
-

*
 

o
À

(à (â
 (

,
Ë

u
J

t-
F

 t-
t-

Ê
 

f.J

u) l.J l.
 

@
N

 
(r

l

+
r

{ !P
s

U
J 

'*
l

È
O

O
rr

 
lt

â
:-

o
r*

N
r$



(a) Arbitrary
classes of

DNA
percentagB
in the tail

(q

F
OJ

g

{Jo0(ç
H
0J
(J

ùt
ê.

g
z
Ê

(b) 
1oû

St l5 M-15 M*15 M***15 St30 M-30 M*30 M+++30
LEGEND
fuopulation
percentage)

9û%

]5 slo

25 o/o

10%

St15 M-15 M*15 M***15 St30 M-30 M*30 M+++30

Figure 1 : DNA damage in hepatocytes of rats fed during 15 or 30 days with either standard
foàa (S0, mussels saÀpled 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 2 : DNA damage in bone marro\ry 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 (x

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.
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Figure 4 : Frequencies of micronucleated cells in bone maffow 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)).



Résultats

Seconde étude (ARTICLE 2)

Dommages à I'ADN étudiés par le test des comètes chez des

mammifères noulTis avec des moules contaminées par la marée noire

de l'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 à la première et concerne l'évaluation

des effets génotoxiques suite à l'ingestion de moules marines contaminées par des

hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs), libérés dans le milieu marin lors du

naufrage de I'Erika. Le schéma expérimental est proche : les niveaux de contamination sont

différents et encadrent les niveaux étudiés dans la première étude et les repas de nourriture

contaminée sont quotidiens. Le reste des conditions d'expositions est identique à la première

étude, à part le lot de moules témoins qui proviennent d'un site différent (Les Saumonards,

France). Des lots de 6 rats, ont reçu comme nourriture des moules témoins ou les moules

contaminées durant 12 et 24jours à 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 après le dernier repas de moules, les animaux ont été sacrifiés. Durant ce

délai de trois jours, à la fin de l'exposition, les animaux ont reçu une nourriture non

contaminée, identique à celle utilisée pour les témoins. L'analyse chimique de la nourriture a

été réalisée en parallèle aux essais biologiques. Les dommages à I'ADN ont été étudiés par le

test des comètes 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 marée

noire, exprimés par la somme des 16 HAPs dans la matière sèche et par les quantités

d'équivalents toxiques en benzo(a)pyrène (TEQs), calculées en utilisant les facteurs

d'équivalents toxiques (TEFs) définis par Nisbet et LaGoy (1992), sont les suivants :

- 310 Velkgm.s. soit 3a pglkgTEQs

- 570 pelkem.s. soit 82 pglkgTEQs

- et 870 pg/kg m.s. soit 179 pglkgTBQs.
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Résultats

La contamination de ces moules par les HAPs méthylés et les dérivés thiophènes est plus

faible que celle observée pour les moules utilisées dans la première étude. Les moules

témoins présente un prof,rl global de contamination different, comparativement aux moules

contaminées suite à la marée noire de I'Erika. La somme des 16 HAPs (69 1tg/kg m.s.) dans

les moules témoins est inférieure aux valeurs mesurées dans les bivalves, dans les études de

surveillance du littoral français (RNO, 2002).

Globalement sur les trois populations cellulaires étudiées, aucune différence n'est mise en

évidence entre les rats ayant reçu une nourriture standard et ceux ayant reçu des moules

témoins. Une relation dose effet temps a été observée pour les dommages à 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 à I'ADN dans les deux

tissus, sont plus élevés à trente jours, comparativement à quinze jours, pour les deux niveaux

de contamination de la nourriture les plus élevés (570 et 870 pglkg m.s.), alors que pour le

premierniveau de contamination (310 pglkgm.s.), aucune difference entre les deux dates de

sacrifice n'a été mise en évidence, ce qui semble indiquer une réparation efficace des

dommages à 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 à I'ADN

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

Dans cette étude, des dommages à I'ADN dans les cellules de rats nourris régulièrement

par des moules contaminées sont observés, confirmant un transfert de polluants

génotoxiques. La sensibilité du foie, en terme de dommages à 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 à I'ADN n'est

mis en évidence. Le test des comètes apparaît 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 à I'ADN' suite

à I'arrêt de I'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

MUSSELS3

LEMIERE Sébastienl, COSSU-LEGUILLE CaroIeI, BISPO Antonio2, JOURDAIN Marie-

José2, LANHERS Marie-Claire3, BURNEL Daniel3 and VASSEUR Pauler
'ESE, CNRS FRE 2635, University of Metz, UFR SciFA, rue Delestraint, F-57070 Metz ;
2IRH Environnement, l1 bis rue Gabriel Peri, BP 286, F-54515 Vandoeuvre-lès-Nancy;
'INSERM U420, Faculté de médecine, 9 Av. Forêt de Haye, F-54505 VandoeuvreJès-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 lkg dry weight (d.w.) equivalent to 34 pg TEQs (toxic equivalent quantities to

benzo(a)pyrene) / kg d.w. mussels, 570 pgkgd.w. (82 pg TEQs /kg) and 870 pglkg d.w. (179

pg 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 Wg 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 throueh food webs.

Kevwords : Polycyclic aromatic hydrocarbons, oil spill pollutants, Erika wreck, Comet assay,

DNA damage, food transfer.

' ARTICLE soumis à 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 trrg PAHs lkg 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,qp.) 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 pglkg 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 a1.,2000 ; Sasaki et a1.,2002 ;

Sekihashi et al., 2002; Tsuda et al., 2000).

MATERIAL AND METHODS

Chemicals

All reagents were of analyical 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 v/ere 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 40oC 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 100oC 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

identifrcation 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 l'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 pglkg d.w. (M*), 550

pglkg d.w. (M**) and 850 pglkg 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 malrow 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 -80oC and -196oC in liquid nitrogen). Every tissue

sample from each animal was analyzed separately and not pooled.

Alkaline Single-cell gel electrophoresis (Comet) assalz

DNA damages were quantified by means of the Comet assay as describedby 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 l0

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 with2 % 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 | % low-melting point (LMP) agarose. 75 1tL 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 Na2EDTA, l0 mM Tris - pH 10 - 1 % N-

laurylsarcosinate, 1 % Triton Xl00 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, I mM Na2EDTA) to allow

DNA unwinding during 2l min, and then electrophoresed (300 mA,2I 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 pglmL) 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 a1.,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 yo (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 analyzedby 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 pglkg d.w. in batch (M*), 570 Vglkg d.w. in (M"") and 870 pelkg d.w. in

(M""*), corresponding to 34,82 and I79 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 pgkg 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**n) compared to controls (figure l). 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 I

(percentage of DNA in the tail between20-40%) (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 oÂ in class 1 and 1.4-1.7 oZ in class 2 (40-60%

DNA in the tail). In rats fed with M***, the number of cells with DNA breaks was

signif,rcantly higher than in the two previous groups (p < 0.001), with 2l oÂ, 5.2 oÂ, and L2 oÂ

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+++ wiTh8.2 oÂ

hepatocytes in class 2 versus 6.2 % after 15 days (p : 0.014).
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In bone maffow cells, the basal level of damage in controls was low with less than 3 o/o 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-I0 oÂ, l-2 % and 0.2 oÂ 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 o/o 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 occuffence 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 maffow 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 malrow was of the same

order of magnitude at the three levels of exposure (34,82 and I79 ltg TEQs/kg d.w. mussels).

Several explanations can be given. Either PAH bioavailability in bone malrow 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 1tg 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 maffow. 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 Vg TEQs/kg d.w. mussels. The factthat 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 1tg 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 e/ al., 1996 ; Glegg et al.,

1999 ; Harvey et al., T999 ; Thomas et al., 1999 a,b; Fernley et a1.,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 correspondedto 0.3 oÂ

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.,

1991,1998; Borosky, 1999 ; Binet et a1.,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 (Lemière et al., inpress).

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 lA induction was measured in several tissues,

but genotoxicity was not considered (Roos, 2002; Roos el a1.,2002). Mûller 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 2l days. They found DNA

damage at a relatively low level of PAH in particules, corresponding to 0.01 pg total PAHs/kg

b.w. . Although the PAH contamination profîles 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,I.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 pg TEQ/ kg d.w. mussels,

corresponding to the range of 0.8-24 ppb TEQs (pglkg 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 p,ell) and by the EEC (1988) in meat products (1

pglkg). 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 70oÂ 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+++1 used by us. Brune et al. (1,98T) 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 occuffence 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 p'g 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 knowledee

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

Dommages à I'ADN étudiés par le test des comètes chez des

mammifères nouffis avec des moules contaminées par la marée noire

de l'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 à la première et concerne l'évaluation

des effets génotoxiques suite à l'ingestion de moules marines contaminées par des

hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPs), libérés dans le milieu marin lors du

naufrage de I'Erika. Le schéma expérimental est proche : les niveaux de contamination sont

differents et encadrent les niveaux étudiés dans la première étude et les repas de nourriture

contaminée sont quotidiens. Le reste des conditions d'expositions est identique à la première

étude, à part le lot de moules témoins qui proviennent d'un site différent (Les Saumonards,

France). Des lots de 6 rats, ont reçu comme nourriture des moules témoins ou les moules

contaminées durant 12 et24jours à 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 après le dernier repas de moules, les animaux ont été sacrifiés. Durant ce

délai de trois jours, à la fin de l'exposition, les animaux ont reçu une nourriture non

contaminée, identique à celle utilisée pour les témoins. L'analyse chimique de la nourriture a

été réalisée en parallèle aux essais biologiques. Les dommages à I'ADN ont été étudiés par le

test des comètes 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 marée

noire, exprimés par la somme des 16 HAPs dans la matière sèche et par les quantités

d'équivalents toxiques en benzo(a)pyrène (TEQs), calculées en utilisant les facteurs

d'équivalents toxiques (TEFs) définis par Nisbet et LaGoy (1992), sont les suivants :

- 310 pglkg m.s. soit 34 pglkgTEQs

- 570 pglkg m.s. soit 82 ytglkg TEQs

- et 870 pg/kg m.s. soit 179 pglkgTEQs.
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La contamination de ces moules par les HAPs méthylés et les dérivés thiophènes est plus

faible que celle observée pour les moules utilisées dans la première étude. Les moules

témoins présente un profil global de contamination différent, comparativement aux moules

contaminées suite àlamarée noire de I'Erika. La somme des 16 HAPs (69 Vglkg m.s.) dans

les moules témoins est inférieure aux valeurs mesurées dans les bivalves, dans les études de

surveillance du littoral français (RNO, 2002).

Globalement sur les trois populations cellulaires étudiées, aucune différence n'est mise en

évidence entre les rats ayant reçu une nourriture standard et ceux ayant reçu des moules

témoins. Une relation dose effet temps a été observée pour les dommages à 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 à I'ADN dans les deux

tissus, sont plus élevés à trente jours, comparativement à quinze jours, pour les deux niveaux

de contamination de la nourriture les plus élevés (570 et 870 pglkg m.s.), alors que pour le

premier niveau de contamination (310 pglkg m.s.), aucune difference entre les deux dates de

sacrifice n'a été mise en évidence, ce qui semble indiquer une réparation efhcace des

dommages à 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 à I'ADN

observés chez les differents individus sont identiques à ceux observés chez les témoins.

Dans cette étude, des dommages à I'ADN dans les cellules de rats nourris régulièrement

par des moules contaminées sont observés, confirmant un transfert de polluants

génotoxiques. La sensibilité du foie, en terme de dommages à I'ADN, mesurés suite aux

expositions alimentaires sur quinze et trente jourso est plus grande que celle de la moelle

osseuse. Au niveau des leucocytes du sang périphérique, aucun dommage à I'ADN n'est

mis en évidence. Le test des comètes apparaît 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 à I'ADN, suite

à I'arrêt de I'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

MUSSELS3
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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 and4 weeks. DNA damage was measured using the Comet assay

in the liver, bone marrow and blood of rats receiving food contaminated with 310 trrg of 16

PAHs lkg dry weight (d.w.) equivalent to 34 pg TEQs (toxic equivalent quantities to

benzo(a)pyrene) / kg d.w. mussels, 570 pglkgd.w. (82 pg TEQs /kg) and 870 pglkg d.w' (179

pg 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 VgTEQs/kg d.w., no significant change in liver

and bone maffow was recorded at 30 days compared to 15 days, indicating effrcient 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 ARryCLE soumis à 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 et al., 1997 a,b; Sasaki et a1.,2000 ; Sasaki et al., 2002 ;

Sekihashi et a1.,2002; Tsuda et a1.,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 40oC 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 100oC 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 L
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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 I'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 pglkg d.w. (M"), 550

pglkg d.w. (M**) and 850 pglkg 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 -196o C in liquid nitrogen except for intact femurs, which were kept at -20o C

before bone marrow extraction. Blood samples were collected in heparinized tubes. Cellular

suspensions of bone maffow 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 -80oC 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 quantifred 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 trrL of cell suspension were added to

300 pL of I oÂ low-melting point (LMP) agarose. 75 1tL 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 Na2EDTA, 10 mM Tris - pH 10 - 1 % N-

laurylsarcosinate, I YoTriton Xl00 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, I mM Na2EDTA) to allow

DNA unwinding during 2l min, and then electrophoresed (300 mA,2I 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 pglmL) and observed using an epifluorescence microscope (8X60

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 a1.,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 oÂ (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 analyzedby 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 anal)'sis 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 pglkg d.w. in batch (M*), 570 pglkg d.w. in (M"*) and 870 Pelke 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 pglkg 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 signifrcant

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-

gB %) presented little or no damage (class 0), while 2-3 % of cells ranked in class I

(percentage of DNA in the tail between20-40%) (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 oÂ in class I and 1.4-1 .7 oÂ 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 < 0.00 1), with 2I o/o, 5 '2 oÂ, and I .2 oÂ

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 gteater in rats M+++ with 8.2 yo

hepatocytes in class 2 versus 6.2% after 15 days (p:0.014).
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In bone maffow cells, the basal level of damage in controls was low with less than 3 % cells

in class l. 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-I0 oÂ, I-2 % and 0.2 oÂ 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 o/o in class 2, and0.2% in class 3 (p < 0.001) . No signihcant 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 gloups, 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 occwrence 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 ef{icient 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 maffow than in the liver (Schreck and Latt,

1980). The greater sensitivity of the liver to genotoxic compounds was also registered by

Sekihashi et al. e00ù in mice and rats exposed to aflatoxin 81, or azobenzene but also to a

direct alkylating agent methylmethane sulfonate (MMS).
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Résultats

When experiments did not exceed 15 days, DNA damage in bone malrow 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 1tg TEQs / kg mussel.

At the lowest exposure dose (34 pg TEQslkg d.w. mussels ), genotoxicity in rats did not

increase over time beyond 15 days in the liver and in bone malrow. This indicates that

detoxification systems remained efficient over time in neutralizing and eliminating PAH

metabolites , andlor 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 Vg 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 1tg 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 el al., 1996 ; Glegg et al.,

1999 ; Harvey et al., 1999 ; Thomas et al., 1999 a,b ; Fernley et a1.,2000 ; Yim et a1.,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 a1.,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 (Lemière 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 e/ aI.,2002). Mûller 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 2I days. They found DNA

damage at a relatively low level of PAH in particules, corresponding to 0.01 pg 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 ytg TEQ/ kg d.w. mussels,

corresponding to the range of 0.8-24 ppb TEQs (frglkg 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 Vell) and by the EEC (1988) in meat products (1

pglkg). 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%o 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. (198I) 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 p,gTEQs/kg d.w. (69-310 pg of the 16 PAHs /kg of food d.w.). Complementary studies

would be necessary to def,rne 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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Figure I : 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 10/s; in the 5 arbitrary classes of
DNA percentage in the tail and (b) : Distributions of cells in the classes of DNA damage I 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 tpO % (class 4) ; * significative
difference with control (p 0.05)) : (a): Proportions of cells ('is) in the 5 arbitrary classes of
DNA percentage in the tail and (b): Distributions of cells in the classes of DNA damage I 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 oÂ (class a)) : (a)
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c l5 cl,'51,rrrr*_

c lJ CM l5 M*lJ M++15 M+++15 C 30 tM 30 MRO M+{30 M++{30



u)

\o (\
 

tÉ
<

È
t9

S
. 

IF
ô

lé
=

K
u

1
6

b
t

@
(\ b q È = i\ oa (\

?
>

l=
t 

<

?
-

.û
e

IH
Ê

fl t9 l< lo l(
D

t- la
 

N
\o

\8
-

-
-

-
l

t
l

t
t

-
\

t!
\O

\o
o

S

\
O

 
N

.
 

-

):
:.

-s
s

S
F

:o
o

\o
N

S
-^

\\
ô

\-
-

S
*>

F
o

\ 
\

r
v

o
\

e) o q q F
: = N (\

O
o

N
À

.O
\È

È
ii

ir
tr

l\
O

\O
o

A

?
>

r
t4

È
A

'
.û

a F
l z

?
>

lll
 

<

r
-

P
.û

a

Ê z

^\
IE

N
lq

" 
l;+

i.
 

1
6

a
lÈ

{-
 

tF
-

È
ld

b
 

t:
.

K
1

9
q

lx

\ 
tp

ù
1

8
z 

tô
-

N
 

lt
!

È
" 

lÊ
-

ll
ô

R
lo

r;
 

l=
it

q

O
o

\J
À

.O
\È

\À
.o

\o
o

A
I 1 l I lo lr

. l- 1 I iô i<

+ G + + + ô

;s
 €

;:
-.

F
+ Ii
5

s
s

s
\O

-
-

)c
'^

- 
i 

s
 

s
ç

s
\

i;
 

is
\î

-
--

J
 

F
o

o
*

- 
-

ir
u

' 
ù

L
L

--
*

f;
o

o
o

!,
F

 
ù

\:
->

s
o

?
 

ô
\i

o
t!

N
J

\
ïf

 
3

F
*F

o
{

!
 

u
J

(
â

 
t

!

,t

\o
^

IÈ
o

o
o

Ë
â

 
!\

'o
'

E
:o

o
o

€
t 

Ii
:-

-

t-
9

o
 

*ù
>

s
-

5
æ

 
L

'r
o

q
t-

-
,T

o
o

\'
..

^
N

!.
 

lY
s

O
r

\
$

\

-y
r 

fr
:-

1
."

S
-

h
J

\ê
 

L
e

q
u

-
tl.

!9
*

[à
s

s
s

r-
,F

 S
F

rl
-

*
t

v
t

!
9

'F

1
,5

 
R

it
-s

-
O

o
 

O
o

 
'v

 
'v

,T

\o
A

IÈ
o

o
o

P
È

o
À

æ
(,

\o
 

!.J I

{ 
[.J

o
5

æ
 

lJ
l

i'
9

{
N

-.
I 

U
J

t
r

æ

æ
u

l ,F

\o
\
*

-
!

{

P
:r

S
È

È
À

, -
\

);
-s

È
s

\w *\
o

o
o

\Q
ç

[-
,s

s
s

O
(

,
è

\

O
(

,
ù.

J 
O

\

{o A
 

ù.
J

O
(,

)
A

æ îU
 

*\
o

o
o

o
5

U
Ib

J

o
(,

5
\O

E
(

,
ut

 
o\

i Io 3

\
O

 
N

.
 

-

)r
--

s
s

ç
Q

\ li
Ë

:.

+
H

Ê
' 

È
 

^
t 

^
r_

F
* 

3
 Ë

'-
1

x
a

(
D

c
D

 
=

 
Ê

D
 ,

,
=

 
Y

O
Q

 
r

v
()

 
P

 
(D

 
..

v 
H

, 
t4

 
l-

l

i 
3

 
'-

rY
i.

 
ts

ir
 

^.
' 

(,
D

+
Ë

 
Ë

,q
/^

-/
,

^
ê

-
9

x
 

(D
 v

c
Y

^
é

J
3

*
2

4
)

.
rî

v
,D

9
^

-'
)

ri
o

 
Ë

R
s

^
^

q
!

^
-

-
ô

 
(1

.^
Ê

o
-?

Y
'â

!!
 

È
'H

X
tÀ

v
 

l^
':

4

o
s

 
<

q
,-

l 
*.

a
F

- Y
*

v
/\

Ê
.^

'+
,\

 
H

 
v

a
-

,-
 

ts
--

È
 

v
o

o
 

p
 

Z
g

U
)

+
x

v
(

h
 

a
 

P
v

^
-

+
^ 3

 
C

D
'*

J
A

P

o
--

5 ô
È

H
È

M

o
 

j.
o

a
d

 
5

.
-'

Ê
ê

5
 

u
tH

Ë
,-

rf
6

=
â

È
:C

D

P
 

P
 

A

x
\<

;:
u

,€
x

a
 

i.
:x

>
+

Y
è

P
t

s

!
t

 
^

.
 

e

.^
É

.
7

X
 

O
Ê

É
H L

Ô
 

U
)

-.
'o

 
+

z
i,

<
F

+
^ i
d

^

+
!

 
R

-ô
x

-,
o

-x
ë

{ 
H

e
 

=
'?

.
)

P
V

s
 e

.À
ri

Ê
g

x
 

(
}

à

x
-r

x
ii

c
D

C
D

'è
C

n
ê

e
D

q
)

a
tr

^
r

*
-

É
Ë

Ë
'

H
.i

J
^

é
X

C
)

C
D

ê
/i

 
*

{
V

 
F

1
8

 
--

9
5

o
d

*,
n

o
,9

U
P

 ^
Z

Ë
o

>
<

v
g

8
"e

 *
-H

 
ô

^
H

t x
â

 
s

o
 

?
0

a
M

-
\

'

T
I 

rn
 

-.
t.

 
c

/)
 

/
J

'
P

É

ô
;1

 
5

F
):

 
(D

ê
v <
(D

Ê
D

(
v

É
É



Contamination level Unit CM M* M_ M--

Total l6 PAHs in mussels

TEQs in mussels

TEQs per animal / day

pglkg dry weight

pglkg dry weight
pglkg fresh weight (ppb)

pglkg fresh weight mussels*
pglkg body weight rat**

69

6
0.8

0 .01
0.05

310

5+
4.5

0.06
0.29

870570

82 179
1 l  24

0 .14  0 .31
0 .70  1 .55

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 )



Figr-rre 4 : Examples of nuclei observations in each class of DNA damage (class 0 to 3 ;
hepatocyte)



Résultats

Troisième 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 étudiant la

réversibilité des dommages à I'ADN observés lors du transfert alimentaire des polluants de

marée noire. Le protocole d'exposition est identique à la seconde étude. Des lots de 4 rats ont

reçu comme nourriture des moules témoins ou des moules contaminées, durant 12 jours à

raison d'un repas quotidien de bivalves. Les dommages à I'ADN ont été recherchés à trois

dates consécutives : troisjours après le dernier repas, dixjours après, et dix-septjours après la

fin de I'exposition. Entre la fin de l'exposition et les dates de sacrifice, les animaux ont reçu

une nourriture standard (croquettes UAR, Epinay-sur-Orge). Deux niveaux de contamination

de la nourriture ont été étudiés (somme des 16 HAPs dans la matière sèche) : 230 et 570

pg/kg. La génotoxicité a été étudiée par le test des comètes 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'apparaît que dans le cas de I'ingestion

quotidienne des moules les plus contaminées. Dès la première semaine après I'arrêt 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 apparaît complète dans les deux

tissus, traduisant I'efficacité des systèmes de réparation de I'ADN chez les mammifères.

Ces résultats confirment ceux des précédentes études et soulignent I'intérêt du

test des comètes pour étudier la génotoxicité d'échantillons environnementaux ainsi que

l'évolution des dommages à I'ADN consécutifs aux expositions. L'absence de risques

inhérents à la consommation de fruits de mer contaminés ne peut être affirmée, au vu

des résultats de ces différents travaux. Cependant, un retour complet en deux semaines,

des niveaux de dommages à I'ADN vers les niveaux de base observés dans les témoins est

enregistré aux doses étudiées.
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Résultats

REVERSIBILITY OF GENOTOXIC EFFECTS IN MAMMALS FED A DIET OF OIL

SPIL-CONTAMINATED MUSSELS4

LEMIERE SébAStiENI, COSSU-LEGUILLE CATOIEI, JOURDAIN MAriE-JOSé2, LANHERS

Marie-Claire3, BURNEL Daniel3 and VASSEUR Pauler
'ESE, CNRS FRE 2635, University of Metz, UFR SciFA, Av. General Delestraint, F-57070 Metz, France ;

2lRH Environnement, 1 1 bis rue Cabriel Peri, BP 286, F-54515 VandoeuvreJes-Nancy ;

TINSERM U420, Faculté de médecine, 9 Av. Forêt 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 lkg dry weight (d.w.)] defined by

AFSSA (Agence Française de Sécurité Sanitaire des Aliments) were tested :230 and 570 1:'g

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 retum of DNA

integrity to the baseline level was registered in the liver within one week in rats fed the 230

pg 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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Résultats

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 inducinghazardous 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-Z 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 fîve 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, I99l ;

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 française 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., 199S). 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 et al., 1996 ; Cotelle et Férard, 1999 ; Sumathi et a1.,200I ; Rajaguru et al.,

2003 ; Roy el a1.,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

Français de Recherche pour I'exploitation de la Mer) in Nantes. The mussels were kept at -

20oC. 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 (Lemière 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 ts), four others

seven days later (t*z), and the last four fourteen days later (t*r+). The control rats fed the

artifîcial food were killed at to and t+re only.

All the collected tissues (liver and peripheral blood) were stored at -196oC in liquid nitrogen

except intact femurs which were kept at -20oC 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 -196o 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 (Lemière 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 StL ethidium bromide (20 1t'glmL) 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 v/ere 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 impactedby 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+ and82

pg TEes/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 tall averaged 4.35 10.8 oÂinhepatocytes, 4.2 t 0.1% in bone

maffow cells and 4.2 t0.7 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 t 0.6 Yo , 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 f 1.0 o/o 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 pglkgdw). At t+7, recov€r1i in rats M*t concerned primarily highly damaged cells

of class 2, while no change appeared in class I cells. At t+r+, the hepatocyte population had

returned to the baseline level and was similar to the controls.

In bone matrow, the number of DNA damaged cells in rats M++ decreased at t+t , the

decrease concerned class I and class 2 damaged cells. Recovery was only observed at t+t+,

no signifrcant difference with controls being noted atthat 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, âs 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 Yo anda proportion of damaged cells of class 1 and 2 inferior to

l5%. This study confirmed our previous results (Lemière et al., in press) on account that : (i)

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 t 0.5 o/o expressed as

median tail DNA in the liver and the bone maffow. These results were in accordance with

backgrounds of median tail DNA o% found by other authors, i.e. 4 + I % (Moller et a1.,2002)
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Résultats

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 et 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 maffow. Efficiency appeared also in our previous study in which DNA damage

in rats fed 310 Vglkg 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 pglkg 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 a1.,2001; Aoyama et a1.,2003 ; Hook and Lee, 2004 ; Russo et a1.,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 a\.,2001), nickel (Dana Devi et a1.,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 effective24h 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 in 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 a\.,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 suff,rcient 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 lkg d.w. (82 pg 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 malrow at 230 pglkg dw mussels,

therefore a threshold of 31 pg TEQs/kg dw mussel could be proposed rather than the present

AFSSA guide-value, if bone maffow 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 pg 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

pg 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 maffow did not last

beyond two weeks, the consequences of genotoxicity before repair have to be considered.
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TEFs * QLO CM M-C M--

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons

Naphtalene
Acenaphthylene
Acenaphtene
Fluorene
Phenanthrene
Anthracene
Fluoranthene
Pyrene
Ber-rzo(a)anthracene
Chrysene
Benzo(b)fluoranthene
Benzo(k)fluoranthene
Benzo(a)pyrene
Di-benzo(ah)anthracene
Benzo(ghi)perylene
Indeno( 1,2,3 -cd)pyrene

Sum (pglkg)
TEQs **

Sr"rbstituted and related PAHs

Methyl Phenanthrenes
Methyl Chrysenes
Dibenzothiophenes
Benzo(b)naphtothiophenes

I
l 0
I
I
I
I

I
I
I
I
I
I
I
5
5

68.9
6.3

I
I
I
2

l 6
5

< QLO
. QLO

4 l
184
I

24

Table 1: PAHs ar-rd 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 pglkg 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,
t992\.

0.001
0.001
0.001
0.001
0.001
0.01
0.001
0.001
0 .1
0 .01
0 .1
0 .1
I

0 .01
0 .1

. QLO

. QL,
2 .2
2 .8
29.3

. QLO
s6.9
31.7
16.2
57.s
9.2

.  QL#
21.5

. QLO

. QLO

. QL"

, L J  J . Z

30.7

. QLo . QLo

. QL" . QLo

. QLtt . QL"

. QLU . QLn
< QLo 27.3
. el-n < el-o
.  QLn 35.4
. QLn . QLo
. QLU . QLo
. QLo . QLo
. QLt' . QLo
. QLo . QLo
. QLo 6.2
. QLU . QLo
. QLo . QLtt
. eltt < elu

. QLO

.  QL*
9.4

l 2 . l  +  |
1 1  5 + ?

. QLO
146.9 + 12
84.4  +7
. QLO

203.1  +  8
. QLO
. QLO
79.4

< QLO
. QLO
. QLO

568.8
81 .7

8
30
I
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Seconde partie (ARTICLE 4)

Dommages à I'ADN mesurés par le test des comètes et 8-oxo -7 ,8-

dihydro- 2' -déoxyguanosine mesurée par HPLC-EC en conditions de

stress oxydatif chez le bivalve dulçaquicole Unio tumidus

(DNA Damage (Comet assay) and ï-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)pyrène et

au fer fenique de bivalves dulçaquicoles Unio tumidus. Nous avions comme objectif l'étude

des relations entre deux paramètres de génotoxicité et un paramètre de toxicité : la mesure des

taux de 8-oxo-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine, l'étude des dommages à I'ADN mesurés par le

test des comètes et les niveaux de malondialdéhyde, indicateurs de la peroxydation lipidique,

dans le cadre d'une exposition à des xénobiotiques capables d'induire un stress oxydant. Ces

travaux visaient à étudier le lien entre un stress oxydant et des effets toxiques et génotoxiques

chez cet invertébré et à 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

I'informativité de chacun des paramètres au laboratoire en vue d'applications ultérieures sur le

terrain. en conditions environnementales.

Les bivalves ont été exposés pendant 6 jours, en conditions contrôlées avec un

changement quotidien du milieu d'exposition. Les concentrations de toxique utilisées étaient :

20 et 40 mg/L de Fe3*

50 et 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 parallèle aux deux marqueurs de génotoxicité. Le test des comètes a été

appliqué suite aux expositions dans les cellules branchiales, de glande digestive et les

hémocytes. La 8-oxo-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine a été recherchée par chromatographie

liquide haute performance, couplée à la détection électrochimique (HPLC-EC), dans les

branchies et la glande digestive.
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Résultats

La lipoperoxydation, évaluée par les niveaux de malondialdéhyde, utilisée comme

marqueur de toxicité, augmente significativement après les expositions au benzo(a)pyrène et

au fer ferrique, pour toutes les modalités étudiées. Les dommages oxydatifs à I'ADN

augmentent principalement dans les branchies et la glande digestive, dans le cas des

expositions au B(a)P, de même que les cassures à I'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 même

observée après 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 æuvre deux marqueurs de génotoxicité chez le hivalve Unio

tumidus: les cassures à I'ADN mesurées par le test des comètes et la recherche de 8-oxo-

7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine (8-oxodGuo) 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)pyrène ont été analysés. La glande digestive d'Unio tumidus est le tissu où les

dommages à 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 à

I'ADN, étudiés par le test des comètes n'apparaissent pas comme le paramètre 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 I'hypothèse que la production de

mucus entraînerait une biodisponibilité réduite des toxiques étudiés et expliquerait la

diminution de toxicité observée dans certaines coexpositions.
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Résuhats

DNA DAMAGE (COMET ASSAY) AND 8-OXODGUO (HPLC-EC) IN RELATION

OXIDATIVE STRESS IN THE FRESHWATER BIVALVE UNIO TUMIDUS,

TO

LEMIERE SébAStiENI, COSSU-LEGUILLE CATOIEI, CHARISSOU ANNE-MAriE2 ANd

VASSEUR Paulel
'ESE, CNRS FRE 2635, University of Metz, UFR SciFA, Av. General Delestraint, F-57070 Metz, France ;

2IRH Environnement, 1 I bis rue Gabriel Peri, BP 286, F-545 I 5 VandoeuvreJes-Nancy ;

3INSERM U420, Faculté de médecine, 9 Av. Forêt de Haye, F-54505 Vandoeuvre-les-Nancy

Abstract : This work aims at studying the relationships between DNA damage and oxidative

sffess in the freshwater bivalve Unio tumidu.s. 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 perforrnance 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 pgll-) and ferric iron

(20 and 40 mglL), applied alone or in combination.

Lipid peroxidation in the digestive gland and the gills resulted from exposure to Fe3* 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 Fe3* treatment. No significant dose-

response relationship was found with the two compounds and no synergistic effect was

observed between Fe3* 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-

oxodGuo for DNA lesions.

Kevwords : Unio tumidu.s, freshwater bivalve, 8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine, Comet

assay, DNA damage, malondialdehyde
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Résultats

INTRODUCTION

The single-cell gel electrophoresis (Comet) assay is a microelectrophoretic technique of

isolated nuclei in agarose gel, fîrst 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., 200I ; 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.,

l996,Wozniak et Blasiak 2003)'

The 8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine (8-oxodGuo) was considered as a relevant marker

of DNA oxidative damage (Collins et 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 et 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 et a\.,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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Iron 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

catalyzedby iron complexed to organic ligands (Castilho et 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 a1.,I998).

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 p'glL of B(a)P is the threshold

differentiating medium and low grades of water quality (class 2 and 3) ; l00pg/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 I'Eau, 2000 b). We

chose to study the concentrations of 20 and 40 mglL, below this threshold.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

commercial enzymes, 2',-deoxyguanosine (dG), 8-oxo-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

euentin Fallavier, France). Alkaline phosphatase was purchased from Interchim (Montluçon,

France) and the Oxytek DNA Isolation kit reference Zeptometrix 0805001 from Gentaur

Molecular Products (Brussels, Belgium). All other reagents were of analytical,

chromatogtaphic or molecular biology grade.

Animals

Bivalves, Unio tumidus (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 pgll, ; B(a)P2:100 pgll-)

and/or Fe3* 1Fel : 20 mglL Fe'* ; Fe2 : 40 mglL F.'*), for 6 days in polyvinyl chloride

(PVC) tanks, in the dark, in reconstituted water at 19 oC. Media were renewed each day. The

vehicle solvent of B(a)P was dimethylsulfoxide (DMSO) used at a f,rnal concentration of

0.005 oÂ.Five animals were exposed to DMSO alone at the same concentration. Unio tumidus

wefe exposed to Fe3+ (Fel : 20 mglL Fr'* ; Fe2: 40 mglL Fe3) added or not with DMSO.

Mussels were fed with algae (7x107 cells/L per animal per day), I 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.\ 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 et a1.,1997 ; Cossu et al, 1997 ; Charissou el

at.,2004). To summarize, thawed tissues were homogenizedwith a manual Potter in a 50 mM

phosphate buffer (pH 7.6) with I 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 4o C. The homogenization of the digestive

gland (0.5 g fresh weight) or the gills (1 g) was performed in2 mL of phosphate buffer. The

total homogenate was deproteinized for I h with 50 % ethanol and centrifuged for 30 min at

30 000 g.20 ltL 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 25o C by means of an elution in 25 oÂ ethanol buffer

(KHzPO+ 30 ffiM, NazHPO+ 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-oxodGuo

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 a1.,2004) with the modifications recommended by Helbock et al. (1998) and Pouget et 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 4oC, 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 Pl (final

concentration of 64.7 ltglml, incubation for 10 min at 65o C). pH was then adjusted to 8.5

with TRIS-HCI (1 M) and nucleotides hydrolyzed in nucleosides by alkaline phosphatase

(0.2tJlp,L, incubation for t h at37" C).A volume of 114 pL chlorofoffn 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

II 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-oxodGuo were expressed as the number of lesions per 105 dG. The statistical differences

between the control and exposed bivalves were assessed by means of the Student's I test.
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Alkaline Single-cell gel electrophoresis (Comet) assav

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 4oC. 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 I %o 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 p'L

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 Na2EDTA, 10 mM Tris - pH 10 - I %N-laurylsarcosinate, I % Triton X100 and 10

% DMSO) for 2h(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 Na2EDTA) to allow DNA

unwinding for 2l min, and then electrophoresed (300 mA, 2I 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 l0 min. Nuclear DNA was stained with 25 p'L ethidium bromide (20

pglml) and observed under a UV light using an epifluorescence microscope (8X60

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 t 0.5 nglmg protein in the digestive gland and 4.0 t 0.4

nglmgprotein 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 nglmg protein

after exposure to Fe3* and 9-11 nglmg protein after exposure to B(a)P. These MDA levels

corresponded to a 3 fold increase compared to controls in case of exposure to Fe3* 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-oxodGuo averaged2.6 t 0.5 lesions per 105 dG in the digestive gland

and 3.1 + 0.8 lesions per 105 dG in the gills. In the digestive gland, oxidative DNA damage

increased significantly in bivalves exposed to B(a)P (50 and 100 pgll-) and to iron (40 mglL)

(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) (frgure 2 b). The 8-oxodGuo levels

were not enhanced with B(a)P concentration. The co-exposure to B(a)P and Fe3* 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 pgll-

B(a)P and20 mg/L Fe3*.

DNA breaks

The basal percentage of Tail DNA averaged 3.6 t 3 o/o in hemocytes, 4.4 t 1.2 % in the cells

of the digestive gland and2.2 t 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 Fe3* was observed on the genotoxicity of B(a)P.

In hemocytes, (figure 3 a), B(a)P treatment, in combination or not with Fe3*, 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, Fe3*-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 a1.,1998 ; Mitchelmorc et a1.,1998 a ; Siu el a1.,2004; Shaw et a1.,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 a1.,2003; Chemeris et a1.,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 Fe3* (figure 4).

No synergy was registered between B(a)P and Fe3*. 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 14,

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. (200\. The duration of six days of

exposure was chosen with regards to this field study. Indeed, the 8-oxodGuo levels in the
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Résultats

digestive gland were greater after 7 days than after a2l-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 LInio tumidus was sensitive to oxidative lesions and that 8-oxodGuo lesions

appeared time-dependent, with an earlier occuffence 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

pglL 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 S-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. (200$ observed DNA damage in hemocytes after

exposure of Perna viridis to B(a)P in the range 0-0.3-3-30 pglL in the water for twelve days.

DNA damage was significant after 3 days of exposure to 0.3 pglL ; it peaked after 6 days of

exposure to 3 and 30 pg B(a)P lL 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 et al., 1996 ; Hamoutene et al., 2002 ;

Hartl et al., 2004 ; Coughlan et 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 a1.,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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Résultats

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 Fe3*

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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Figure I : Malondialdehyde (MDA) as lipid peroxidation index in the digestive gland (a) and
the gills (b) of Unio tumidu.s exposed to benzo(a)pyrene (B(a)Pl ,: 50 pglL; B(a)P2 : 100
pglL) and/or ferric iron (Fel :20 mglL Fe'- ; Fe2: 40 mg/L Fe'-) during 6 days (5 animals
per treatment ; * significant difference with respective control (p 0.05) ; DMSO :
dimethylsulfoxide)



{a} Digestiue gland

(b) Gi l ls

Figure 2 : 8-oxodGuo levels in the digestive gland (a) and the gills (b) of Unio tumidus
exposed to benzo(a)pyrene (B(a)Pl :50 pgll, ;B(a)P2: 100 pglL) and/or ferric iron (Fel :
20 m{L F.'*; Fe2:40 mglL Fe3*) 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-oxo-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)Pl :50 ltglL; B(a)P2 =100 pgll-) and/orferric iron(Fel:20mglL 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 tumidu,s after 6 days of exposure to 
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DISCUSSION



L'objectif général de ce travail était l'étude de I'intérêt du test des comètes en

génotoxicité environnementale. Pour cela, notre étude s'est découpée en deux volets distincts

que nous discuterons successivement, après quelques considérations d'ordre méthodologique'

Dans une première partie, nous avons étudié les dommages à I'ADN chez des mammifères

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 I'Erika. Dans le second volet, le test des comètes a été mis en æuvre chez un

invertébré d'eau douce, (Jnio tumidus, suite à 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 comètes 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'électrophorèse à pH 13,1

permet la détection d'une majorité de dommages à I'ADN. En utilisant des protocoles modifiés

du test des comètes, la nature des dommages que nous avons observés dans les différentes

études pourrait être approchée.

L'obtention des suspensions cellulaires est réalisée par un protocole de dissociation

non enzymatique des tissus solides. Cette technique limite les dommages artefactuels à I'ADN

lors de la préparation des échantillons. Il a été rapporté que I'utilisation d'enzymes comme la

trypsine pour I'obtention des suspensions cellulaires pouvaient provoquer des dommages

supplémentaires à I'ADN (Birmelin et al., 1998). Notre protocole a été développé

précédemment au laboratoire chez (Jnio tumidus et avait permis d'obtenir des suspensions

cellulaires dont les taux de viabilité étaient supérieurs à97 % (Lemière, 2000). Les conditions

de conservation des tissus avaient également été optimisées.

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, I'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

à des rats et aucune difference n'a étê 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'électrophorèse pour nous assurer que les électrophorèses 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 d'hydrogène,

aliquotée et analysée dans chaque test. Le traitement des échantillons a été réalisé

aléatoirement.

Aucune cytotoxicité importante, consécutive aux différentes expositions n'a été

observée dans les cellules de mammifères et de bivalves. Les différents taux de viabilité sont

équivalents et s'échelonnent entre 92 et 100 %. Ils sont légèrement 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 %o). Cette absence de cytoxicité est confirmée sur les lames par la

nreté des observations de comètes très fragmentées (pourcentage d'ADN dans la queue > 80

%) qui sont parfois qualifiées dans la littérature de cellules fantômes (Hartmann et a|.,2003).

Dans nos études, les dommages à I'ADN ont été exprimés en terme de pourcentage à

I'ADN dans la queue des comètes. Plusieurs raisons expliquent ce choix. C'est un paramètre

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 présente une faible

variation inter expérimentale et inter électrophorèse (De Boeck et al., 2000). Enfin,

I'utilisation d'un paramètre secondaire comme le Tail Moment, (produit du pourcentage

d'ADN dans la queue par la distance de migration de I'ADN), peut entraîner une perte

d'informations (Tice et a\.,2000). L'analyse statistique des distributions des cellules dans des

classes de dommages présente I'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 l'étude sur la réversibilité. Tice et al' (2000)

dans leurs recommandations sur le test des comètes, considèrent d'ailleurs cette approche

comme intéressante, voire plus informative.

Les niveaux de base de dommages à I'ADN (entre 4 et 8 % d'ADN dans la queue) que

nous observons dans les tissus étudiés sont similaires à ceux rapportées dans d'autres études

exprimant les dommages par le pourcentage d'ADN dans la queue des comètes, avec les

cellules de colon, les hépatocytes et les cellules pulmonaires de rat (Dybdahl et al., 2003,

Moller et a1.,2002, Mûller et a1.,2004). Les niveaux de base observés chez Unio tumidus sont
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du même ordre de grandeur (soit autour de 4 % d'ADN dans la queue des comètes). 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 a1.,2004). Dans

|a littérature, les niveaux de base chez les organismes aquatiques varient entte 2 et 25 %o

d'ADN dans la queue des comètes pour les différents types cellulaires étudiés (hépatocytes,

érythrocytes, hémocytes, cellules branchiales....). Les niveaux relevés chez Unio sont

similaires à ceux observés dans des cellules de poissons : truite, turbot, poisson rouge,

poisson-zèbre (Belpaeme et al., 1998; Mitchelmore et Chipman, 1998 a et b ; Anitha et al.,

2000 ; Schnurstein et Braunbeck, 2001 ; Roy el at.,2003) ou chez le xénope (Chemeris et al.,

2004). On peut expliquer ces niveaux très bas de dommages endogènes par la non

contamination des sédiments de l'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 I'apparition de dommages à I'ADN, principalement dans le foie, chez des rats

nourris par des moules fortement contaminées suite à une marée noire. Des effets de plus

faible intensité sont observés au niveau de la moelle osseuse et aucun dommage à I'ADN

n'est jamais observé au niveau des leucocytes. Notre schéma expérimental était basé sur une

consommation régulière de nourriture contaminée sur quinze et trente jours' Aucune

augmentation des dommages n'est observée entre les deux durées d'exposition alors que

I'apport de nourriture contaminée êtait doublé sur la période d'un mois dans la première étude.

Dans la seconde étude, avec des apports quotidiens de moules contaminées, une légère

augmentation des dommages a été observée entre les deux durées d'exposition.

Par ces études, les dommages à I'ADN mesurés par le test des comètes apparaissent

comme un paramètre 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 premières études. Elle souligne que ces effets sont transitoires et que la

réparation est complète en deux semaines après la fin de I'exposition.

Notre objectif était d'approcher les effets à long terme de I'ingestion régulière de

nourriture contaminée. Peu d'études sur des durées longues existent dans la littérature. Les

124



Discussion

principales applications du test des comètes coffespondent à des études aiguës, avec des doses

uniques, où la génotoxicité est étudiée dans les quelques heures et au maximum dans les

premiers jours suivant I'exposition. Nous avons choisi d'analyser les dommages à I'ADN, trois

jours après la fin de I'exposition. Ce délai se justifiait, à nos yeux, car les maxima de

dommages sont généralement observés dans les 24-48 heures qui suivent les expositions à des

doses fortes et uniques. Le test des comètes donne une image instantanée de la génotoxicité

dans la population cellulaire. Ce cliché résulte de l'équilibre entre la génération des

dommages à I'ADN etlaréparation, qui elle-même, génère des cassures à I'ADN observables

par le test des comètes (mécanismes de réparation par excision-resynthèse ; 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 aiguës (Dana Devi et a1.,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'à 72 heures, nous nous situerions à 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 à I'ADN dans la population cellulaire, est généralement

dépendant du type cellulaire étudié, de la durée d'exposition, du pas de temps utilisé dans

l'étude, de I'agent génotoxique considéré et des niveaux de dommages observés (Dana Devi et

a1.,2000,2001,2004; Grover et a1.,2001 ; Anderson et al., 1996, Pandrangi et al., 1995 ;

Ralph et al., 1996; Rajaguru et a1.,200I ; Taddei et a1.,2001; Aoyama et a1.,2003 ; Hook et

Lee, 2004 ; Russo et al., 2004). In vivo, dans le cas d'une exposition régulière et répétée,

I'intervention des systèmes de réparation pouvait être retardée par rapport à I'exposition

compte tenu de la toxicocinétique du polluant, de l'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 paramètres

étudiés et les conditions expérimentales difftrent. Rares sont les travaux qui ont étudié les

dommages à I'ADN suite à I'exposition à des mélanges complexes de HAPs chez le rat. Les

travaux de Fouchécourt et al. (1999) se basaient sur des expositions de rats à 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 (matière sèche). La voie d'exposition majoritaire

était l'inhalation et I'ingestion représentait une voie secondaire. De plus la génotoxicité avait

été évaluée par la quantification des adduits à I'ADN. D'autres études relatives à 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 differents tissus de mammifères (foie,

rein, poumon et rate de rats et de cochons), mais la génotoxicitén'a pas été étudiée (Roos,

2002 ; Roos el al., 2002). La comparaison avec deux études avec de la nourriture contaminée

par des particules de fumée de diesel (DEP) (Dybdahl et a1.,2003; Miiller et a1.,2004) est

plus intéressante, car ces travaux présentent des similarités avec notre travail. La durée des

expositions est longue (études sur 21 jours), I'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 très

faibles soit de 7I,9 nglkg à28,7 pg lkg de poids corporel quotidiennement dans la nourriture

et des dommages à I'ADN ont été mis en évidence dans les cellules pulmonaires et les cellules

du colon dès 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 et28,7 pg (somme des HAPs totaux) par kg de poids corporel. Pour

comparaison et même si les profils de contamination sont différents, les niveaux étudiés dans

notre deuxième étude étaient compris entre 50 ng/kg et 1,55 pglkg d'équivalents toxiques en

B(a)P (soit de 0,55 à 7,35 trtg de HAPs par kg de poids corporel). Il aurait été intéressant

d'inclure les cellules du colon dans notre travail, car ce tissu apparaît sensible aux effets

génotoxiques des polluants par la voie alimentaire.

Les differences dans les dommages à I'ADN entre les deux premières études avec

expositions alimentaires sur des périodes longues peuvent être expliquées par les profils de

contamination des moules différents et la fréquence quotidienne des apports dans la deuxième

étude. Les ordres de grandeur des TEQs sont entre 2 et 15 pglkg (matière sèche) dans la

première étude alors qu'ils sont compris entre 6 et 180 pg de B(a)P par kg dans les deux

suivantes. De plus, les concentrations en dérivés des HAPs se situent autour de 200 pglkg

dans les moules de la seconde expérience alors qu'elles atteignent des niveaux supérieurs à

2000 ltglkg dans les moules les plus contaminées de la première étude. Les résultats observés

chez le rat avec les moules qui présentent une forte contamination par des dérivés substitués et

des thiophènes 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 %o (en poids) des fiouls lourds relargués dans le

milieu marin lors du naufrage de I'Erika et plus de 190 HAPs et dérivés ont pu être identifiés

dans ce fioul (Tronczynsci et a1.,2002). Aucun facteur d'équivalent toxique n'a été dé{îni 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 apparaît insuffisante pour décrire la
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contamination des moules dans nos études. Le Comité Scientifique Européen de

I'Alimentation (SCF, 2002) avait déjà souligné les limites de cette approche. C'est pourquoi,

nous avions choisi d'inclure à I'analyse des 16 HAPs de I'US-EPA dans la nourriture, la

quantification de HAPs méthylés et des benzothiophènes. Ces composés pourraient contribuer

aux dommages à I'ADN observés dans la première étude, même 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 caractère suspecté cancérigène des thiophènes et recommandent

leur analyse et leur prise en compte dans les évaluations de risques. Sinsheimer (1992) leur

attribue un potentiel mutagène proche de celui du B(a)P et des anomalies néoplasiques ont été

observées chez des rats ayant reçu pendant treize semaines, un régime alimentaire contaminé

par ces composés (de 0,5 à 500 ppm) (Poon et al., 1998). Les autres polluants que nous avons

choisis d'inclure dans I'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 chrysène est classé par I'IARC

en classe 3 alors que le 5-méthylchrysène est classifié en classe 28. 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 comètes, dans des expositions chroniques. Des conclusions d'applications in vivo,

avec des doses uniques et importantes d'agents cancérigènes, conf,rrment les potentialités

cancérigènesdescomposésétudiés(Miyamae etal.,  1997; Sasaki etal.,1997 aetb,20021'

Henderson et al., 1998 ; Sekihashi et a|.,2002 ;Lee et a\.,2003). Mais cet outil pourrait-il se

révéler prédictif dans des conditions d'expositions chroniques ?

Dans les études de Mûller 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 à 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 cancérogenèse

par voie orale avec le benzo(a)pyrène abonde dans ce sens (Kliesch et al., 1982 Rigdon et

Neal ,  1966;  Culp et  a | . ,1998 ;  Brune et  a1. ,1981) .

On se situe plus dans une étude de danger que dans une étude du risque. L'étude de la

réversibilité des dommages, consécutifs à I'ingestion des moules, complète 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

après la dernière ingestion d'un repas de moules contaminées, aurait pu paraître préferable.
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Il est cependant rassurant d'observer une réparation complète 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 à I'information génétique dans ce tissu pourrait être

plus importante, d'autant plus que dans la première étude qui incluait la recherche de

micronoyaux, une faible augmentation de leur fréquence avait été observée. Des observations

histopathologiques pourraient nous informer sur l'éventuelle apparition de néoplasies dans ce

tissu. L'absence de dommages à 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 à200jours mais la moyenne se situe entre

4 à 5 jours (Bernard et al., 1990).

L'absence de risques inhérents à la consommation de fruits de mer contaminés ne peut

être affirmée au vu des résultats enregistrés. En ne considérant que les seize HAPs, le seuil de

500 pglkg fixé par I'AFSSA ne semble pas approprié. Certes la réparation des dommages

observés est complète avec des moules contaminées par 570 pglkg (soit 82 pglkg

d'équivalents toxiques en B(a)P), un niveau proche, mais seulement au bout de deux

semaines. La valeur de 30 pglkg d'équivalents toxiques en B(a)P (soit 230 pglkg, somme des

16 HAPs dans la matière sèche) dans les moules pourrait être proposée car aucun dommage à

I'ADN n'est observé à 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 pglkg (équivalents toxiques en B(a)P dans la matière sèche) seraient nécessaires pour

définir ce seuil sans effet toxique pour les mammifères. Pour une meilleure protection des

consommateurs, il faudrait également étudier la génotoxicité des HAPs substitués et des

dérivés thiophènes, dont les potentialités toxiques sont mal connues et il apparaît nécessaire

de les prendre en compte dans la définition d'un seuil.

Globalement, ces résultats soulignent I'intérêt du test des comètes pour l'étude de la

génotoxicité environnementale. Dans le cas de ces expositions alimentaires, le test des

comètes se révèle un outil intéressant pour l'évaluation du danger génotoxique d'échantillons

de I'environnement. La biodisponibilité des polluants de marée noire dans les moules a pu être

mise en évidence mais la prédictibilité de ce test en terme de cancérogénicité apparaît limitée.

L'application du test des comètes, dans une approche multimarqueur, suite aux

expositions au fer ferrique et au benzo(a)pyrène in vivo d'Unio tumidus, dans la seconde partie
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de ce travail, montre des résultats intéressants et souligne I'intérêt de ce type d'approche en

écotoxicologie. De telles approches sont courantes avec le test des comètes, en milieu

aquatique (Milowska et al., 2003 ; Klobucar et a1.,2003 ; Devaux et al, 1998 ; Larno et al,

200I ; Flammarion et al, 2002 ; Akcha et al, 2003 ; Roy et al, 2003 b ; Brown et Steinert,

2004). Cela traduit I'intérêt de la mise en æuvre de I'approche multimarqueur et la

complémentarité de chaque paramètre étudié.

Le test des comètes n'apparaît pas dans le cas de ces expositions, en conditions de

stress oxydant, comme le paramètre le plus sensible et les dommages à I'ADN mesurés dans

les cellules semblent consister majoritairement en des modifications de base que le test des

comètes 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-oxo-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine par HPLC-EC qui reste

une technique onéreuse, notamment dans I'achat des réactifs. Les réponses observées dans

cette étude sont principalement consécutives à la toxicité du benzo(a)pyrène et aucun effet de

synergie avec le fer ferrique n'a pu être mis en évidence. Des compléments d'études sont

nécessaires pour évaluer 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 être liée à une production accrue de

mucus par les animaux exposés.

Lors d'études de terrain ultérieures, il apparaît nécessaire de mettre en æuvre ce

marqueur de génotoxicité en compléments d'autres marqueurs, ahn de disposer d'une

évaluation globale du risque environnemental. Les relations entre les résultats du test des

comètes et la recherche de la 8-oxo-7,8-dihydro-2'-déoxyguanosine ont été étudiées au

laboratoire, en conditions contrôlées. Une application in situ de ces deux paramètres pourrait

permettre des observations differentes. L'application de la recherche de micronoyaux chez

Unio tumidus, au laboratoire et en milieu naturel, en parallèle à l'étude de ces deux marqueurs

serait un complément intéressant.
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L'objectif général de ce travail était l'étude de I'intérêt du test des comètes en

génotoxicité environnementale. Pour cela, il s'est découpé en deux volets distincts. Nous

avons étudié, au moyen de cet essai, les dommages à I'ADN, chez des mammifères

contaminés par la voie alimentaire dans un premier temps, puis chez un invertébré d'eau

douce, Unio tumidus, suite à des expositions in vivo, en conditions contrôlées au laboratoire.

Les études avec les mammiferes montrent I'apparition de dommages à 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 comètes, en tant qu'outil de surveillance de

la réponse biologique consécutive au transfert alimentaire des HAPs. Les effets sont observés

dans les hépatocytes et à un degré moindre dans les cellules de moelle osseuse. Aucun

dommage à I'ADN n'est jamais observé au niveau des leucocytes. Les résultats de l'étude

complémentaire sur la réversibilité montrent que les dommages à I'ADN observés sont

transitoires , avec une réparation complète en deux semaines dans tous les cas.

Le test des comètes apparaît comme un outil privilégié pour étudier la biodisponibilité

de composés génotoxiques dans la nourriture et dans des échantillons environnementaux mais

sa prédictivité, en terme de cancérogénicité semble limitée dans le cas d'expositions

chroniques. L'absence de risques inhérents à la consommation de fruits de mer contaminés ne

peut être affirmée et des compléments d'études sont nécessaires pour défrnir les niveaux de

contamination sans effet pour les mammiferes. L'étude de la nature de dommages à I'ADN

pourrait être envisagée chez le rat en utilisant des versions modifiées du test des comètes.

Dans un premier temps, nous pourrions envisager de conduire le test à differents pH ( à pH:

9,0 ; à pH: l2,l et au pH de 13,1), ce qui permettrait la détection differentielle des cassures

simple- et double-brin et des sites alcali labiles. L'utilisation d'enzymes de réparation, comme

I'endonucléase III et la formamidopyrimidine glycosylase pourrait permettre une meilleure

mise en évidence des dommages oxydatifs à I'ADN.

Dans le cas des expositions in vivo d'Unio tumidus,les dommages à I'ADN, mesurés

par le test des comètes n'apparaissent pas comme le paramètre le plus sensible, mais leur

étude, au sein d'une approche multiparamétrique pourrait se révéler intéressante in situ. Cette

partie mettait en æuvre deux marqueurs de génotoxicité chez ce bivalve dulçaquicole : les

cassures à I'ADN mesurées par le test des comètes et la recherche de la 8-oxo-7,8-dihydro-2'-

déoxyguanosine (8-oxodGuo) par HPLC-EC. Les réponses observées étaient principalement
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consécutives à la toxicité du benzo(a)pyrène et aucun effet de synergie avec le fer ferrique n'a

pu être 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 pounait permettre d'augmenter la sensibilité du test des

comètes chez Unio tumidus, notamment en conditions de stress oxydant. L'étude

fondamentale des mécanismes de réparation des dommages à I'ADN chez ce bivalve serait

également intéressante au même titre que la comparaison en terme de susceptibilité aux

dommages génotoxiques avec d'autres espèces de bivalves et différents animaux aquatiques.

La mise en æuvre in situ et in vivo au laboratoire, de la recherche de micronoyaux chez Unio

tumidus, en complément du test des comètes et de la mesure de la 8-oxo-7,8-dihydro-2'-

déoxyguanosine permettrait de disposer d'une évaluation complète et intégrée de la

génotoxicité chez cet invertébré benthique.
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Annexes

ANNnxn I. : Tableau de synthèse des principaux domaines d'applications du
test des comètes 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 : diabète,
Xero derma pigmento sum, cancétologie, essais
thérapeutiques. . .)

Ecotoxicologie

Choucroun et al., 2001
Sasaki et al., 2000
Anderson et al., 1998
Marzin, 1999
Speit et Hartmann, 1995
Fahrigetal. ,  I998

Bergqvist et al., I99B
Bock et al., 1998
LVojewodzka 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
Grffiths 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
llojewodzka et al., 1998 a et b

Kassie et al., 2000

Kopjar et Garaj-Vrhovac, 2001

Garaj-Vrhovac et Kopjar 2003

Palus et al., 2003

Olive et a1.,1996
Takahashi et al., 1999
Benhamou et Saruasin, 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

ANNnxr II. : Applications du test des comètes pour l'étude des dommages à
I'ADN avec des cellules de poissons marins et dulçaquicoles exposées au

laboratoire. en conditions contrôlées 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 à titre indicatif car ils ont parfois été
calculés sur les figures lors de I'absence des tableaux de données ; + : dommages à I'ADN
significatifs ; - : absence de dommages à I'ADN significatifs ; 7l : augmentation des
dommagesàI 'ADN;J:d iminut iondesdommagesàI 'ADN;:équiva lencedesdommages
à I'ADN; > niveaux de dommages à I'ADN supérieurs ; < niveaux de dommages à I'ADN
inférieurs ; 4-NQO : 4-nitroquinoline-N-oxide; AAF : N-acétyl-2-aminofluorène; NDMA:
N-Nitrosodiméthylamine; l-NP: l-nitropyrène; ASB : albumine sérique bovine; B(a)P:
Benzo(a)pyrène ; CLM coélenteramine; CLZn: coélenterazine; DBT : dibutyl étain; IAL :
I ,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 :
nitrofurantoïne ; 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.
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Anne,xes

ANNnxn III. : Applications du test des comètes pour l'étude des dommages à
I'ADN avec des cellules de poissons exposés au laboratoire, en conditions

contrôlées, in vivo

Les facteurs de variations (x) sont donnés à titre indicatif car ils ont parfois été calculés sur
les figures lors de l'absence des tableaux de données ; + : dommages à I'ADN significatifs ;
- : absence de dommages à I'ADN significatifs ; 7 : augmentation des dommages à I'ADN ;
J :d im inu t i ondesdommagesà I 'ADN; :équ iva lencedesdommagesà I 'ADN;>n iveaux
de dommages à I'ADN supérieurs ; < niveaux de dommages à I'ADN inferieurs ; ll parallèle;
B(a)P : Benzo(a)pyrène ; EMS : éthylméthane sulfonate ; BZ: benzocaine ; CP :
cyclophosphamide; HAPs : Hydrocarbures aromatiques polycycliques; MMS :
méthylméthane sulfonate; PCB 77: 3,3',4,4'-téIrachlorobiphényl; TCDD ; 2,3,7,8-tétra-
chloro-p-dioxine; 4-NQO : 4-nitroquinoline-N-oxide; AAF : N-acétyl-2-aminofluorène;
NDMA :N-Nitrosodiméthylamine ; l-NP : l-nitropyrène ; NF : nitrofurantoïne.
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Annexes

ANNnxn IV. : Applications du test des comètes pour l'étude des dommages à
I'ADN avec des cellules de poissons exposés in situ

Les facteurs de variations (x) sont donnés à titre indicatif car ils ont parfois été calculés sur les
figures lors de l'absence des tableaux de données; +: dommages à I'ADN significatifs ; - :
absence de dommages à I'ADN significatifs ; a : augmentation des dommages à I'ADN ;
J : diminution des dommages à I'ADN; : équivalence des niveaux de dommages ; >

niveaux de dommages supérieurs ; // parallèle ; + différence ; Log : transformation
logarithmique; Fpg: Formamidopyrimidine glycosylase; PAA: acide peracétique; B(a)P:
benzo(a)pyrène ; HAPs : hydrocarbures aromatiques polycycliques ; PCBs :
polychlorobiphényls; UK: Royaume Uni; USA: Etats-Unis d'Amérique; NaCIO:
hypochlorite de sodium ; ClOz : dioxyde de chlore.
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Annexes

ANNnxn V. : Travaux rapportés dans la littérature d'éfude des dommages à
I'ADN, par le test des comètes, chez des organismes aquatiques exposés in situ

ou au laboratoire, en conditions contrôlées, à des substances organiques et
minérales et à des ravonnements

rmat ièreact ive:at raz ine;2mat ièreact ive:méta lochlote;  tmat ièreact ive:g lyphosate;  a

matière active : métribuzine ; 
s matière active :2,4-D; 6 low observed effect concentration ;

les facteurs de variations (x) sont donnés à titre indicatif car ils ont parfois été calculés sur les
figures lors de I'absence des tableaux de données ; -f : dommages à I'ADN significatifs ; - :
absence de dommages à I'ADN significatifs ; t : mort des individus;A: augmentation des
dommages à I'ADN ; J : diminution des dommages à I'ADN; : équivalence des dommages
à I'ADN; > niveaux de dommages à I'ADN supérieurs ; a-NQO: 4-nitroquinoline-N-oxide;
AAF : N-acétyl-2-aminofluorène; 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)pyrène ; MNNG: N-methyl-M-nitro-N-
nitrosoguanidine; NDMA : N-nitrosodiméthylamine; NF : nitrofurantoïne ; MNQ :2-méthyl-
1,4-naphthoquinone
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Annexes

ANNnxB VI. : Travaux rapportés dans la littérature d'études des dommages à
I'ADN, par le test des comètes, chez des algues unicellulaires aquatiques

exposées au laboratoire, en conditions contrôlées, à des substances organiques el
minérales, ou à des rayonnements

Les facteurs de variations (x) sont donnés à titre indicatif car ils ont parfois été calculés sur les
figures lors de I'absence des tableaux de données ; * : dommages à I'ADN significatifs ; - :
absence de dommages à I'ADN significatifs ; a : augmentation des dommages à I'ADN ;
J : diminution des dommages à I'ADN; : équivalence des niveaux de dommages ; 4-NQO :
4-nitroquinoline-N-oxide; AAF: N-acétyl-2-aminofluorène; B(a)P: Benzo(a)pyrène ;
MNNG: N-methyl-M-nitro-N-nitrosoguanidine; NDMA: N-nitrosodiméthylamine; NF :
nitrofurantoïne ; ROS : espèces réactives de l'oxygène



ô I o x (D
.

c (D o q

0q @ @ q

o d @ o o @ (D @ o
-

@ "g
v

; 
d

t-

,
^

H _
<

6
g

R
8

o

ô
x

@
X

ô
. 

!J @

! o o
. C

D
F

t

a oq (D q !9
,

H z (D
.

o
{

I o c) (D û

-S d
È

'
s

"€
i:

:

ô
-:

s
:i:

 
S

tr
l

oa G ùq C
:

s
,

b s. o q h \

+
1

 
<

F
 

^
 

3
3

 
F

 
E

<
 

>
E

1
>

Z
q

Z
l 

.I
Z

f
tr

 
E

: È
 

* 
=

.i
 

Ê
D

 Ë
2

 
+

P
!é

i:
4

2
 

'T
,-

2
-V

 
F

Ë
, 

-!
 

3
ë

 
E

 
â

7
 

Ë
â

';
t 

€
 

:F
S

t 
€

9
. 

r 
Ë

:r
 

l+
g

â
 

E
 

5
5

 
a

6
6

 
-6

 
g

 
E

.
r

r
r

r
A

=
(

D
e

c
c

D
>

N
J

oo
o ô

N
) 

r,
 

tJ
 

N
.)

Ê
9

, 
ê

),
 

F
g

, 
O

 
g

),

I.
J

N
J

 
N

 
H

 
N

J

o
o

o
Ê

t 
o

ô
ô

 
ô

 
ô

(,
)

N
)

a I

t
t

l
O

O
(

^
"t

J
"o

 
N

Y
 i

\^
o

î-
u

I:
 

Y

\i
 

5
| 

-
\

r
-.

 
<

3
s <
,:

-
5 3

N
O

B
*

È
 

f

{ 
s

.x
ci

 
!\

, 
X

È
K

 E
3

tr

-
!

=
u

o
 

.v

d a (\

f$
â

â
â

s+
 

i 
iE

 F
ë

ë
Ë

 
I5

Ë
 5
 

' q
:i

 
tË

È
É

Ë
â

5
iÏ

Ïî
ë

g
Ë

€
Ë

;E
Ji

Ë
r;

î 
F

'lé
 ïi

5
:

ifl
Ë

!f
+

â
â

îË
iË

È
*;

rg
Ë

 
E

î-
 $

çs
i

iis
ri

g
+

i 
â

 Ë
g

Ë
$

Ë
Ë

 
F

â
g

 F
É

 E
Ë

 
3

i
l;

f[
-e

ié
 Ë

Ë
Ë

Ë
g

Ë
Ë

i 
:E

 ly
r$

Ë
tË

r:
 

e
rî

;i
Ë

fî
 

E
Z

 Ë
î[

"*
$

 i
u

E
i 

Ë
lë

=
Ë

Ë
È

 ?
F

 E
Ë

ir
Ë

 
g

 
$

 
:g

- 
B

! 
È

 
. 

i
H

5
s

+
o

?
 >
e

,
ë

 z
.È

r
e

 
f

 
{

À
ia

;
o

tr
Ê

5
 0

,<
â

 .
-

o ô
O

I 
U

i -
O

Q
{

€
r

l
=

 
q

 
l

i

t-
- 6
<

*
x E
<

o

t- 0q o o o o

F

Y
É

 
o

'

lE
 =

;é
4

È
=

;
=

z
 

-
E

6
<

A
C

v

|r
:l

Ê
o

\o
@

\
Q

G
:+

 
i5

ù.
J 

O

tg
P

a
G

:\

E
<

@
È

F
g

N
J

f
c

)o
O

ô

(,
/)

@
l.

J
E

Î
ô

o
v

(
\

j-



Annexes

ANNnxn VII. : Protocole de I'IRH pour la quantification des HAPs dans les
tissus des moules et des rats

La quantification des teneurs en HAPs des differents tissus animaux est réalisée en 4 étapes :

- pré-traitementdes 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 échantil lons

Les différents tissus sont séchés à l'étuve à 40'CI jusqu'à masse constante (environ 2 à 7 jours

suivant I'humidité initiale des échantillons) avant d'être broyés finement (broyeur à 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 à 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'être repris dans de

l'acétonitrile. Cette phase d'évaporation entraîne des pertes variables pour les HAPs de masse

moléculaires les plus faibles (naphtalène, acénaphthylène et acénaphtène).

Analyse des HAPs

La séparation et la détection des HAPs sont réalisées par chromatographie liquide haute

performance (HPLC) couplée à un spectrofluorimètre et un détecteur UV/barrette de diodes. Les

chromatogrammes obtenus sont ensuite intégrés manuellement en hauteur et quantifiés par rapport à 5

étalons dans la gamme de linéarité des détecteurs. Les résultats obtenus peuvent être présentés en

détaillant les 16 HAP identifiés ou en regroupant les l6 HAPs sous forme de leur somme.

I Le séchage est limité à 40'C afin de limiter la perte des polluants volatiles.



ANNnxn VIII. : Analyse physico-chimique des sédiments du site de référence

de la Maxe.

CONTAMINANTS Unité
Concentrations

dans les sédiments

METAUX mg/kg m.s.
Cadmium
Chrome
Cuivre
Nickel
Plomb
Zinc
Etain

HAPs
Fluoranthène
Benzo(b)luoranthène
Benzo(k)fluoranthène
Benzo(a)pyrène
Benzo(ghi)perylène
Indeno( 1,2,3-cd)pyrène

1,2-dichlorobenzène
1.3-dichlorobenzène
1.4-dichlorobenzène
1,2,3-trichlorobenzène
1,2,4-trichlorobenzène
1.2.5-trichlorobenzène

PCBs
PCB 28
PCB 52
PCB IOI
P C B  1 1 8
PCB 138
PCB 153
PCB I80

Pesticides organochlorés
Hexachlorobutadiène
Hexachlorobenzène
Aldrine
Diéldrine
o,p-DDD
P,P-DDD
o,p-DDE
o,p-DDT
p,p-DDT

pg/kg m.s.

pglkg m,s.

pg/kg m.s.

<0,01
12,0
\ | l

7,0
6,0
19,0
<0,1

10,0
4,0
< 3
J

< 1 0
13,0

< 5
9,0
< 5
< 5
< 5
< 5
< 5

< 5
< 5
< 5
< 5
< 5
< 5
< 5
< 5
< 5

< 5
< 5
< 5
< 5
< 5
< 5

Chlorobenzènes ;tglkg m.s.

(PCB : polychlorobiphényl ; HAPs : hydrocarbures aromatiques polycyliques ; m.s. : matière
sèche)



Annexes

ANNnxn IX. : Composition du tampon PBS (Phosphate buffered saline) sans
Ca** ni Mg**

Pour un litre de tampon à 0,01 M, dissoudre successivement les sels suivants dans de
l'eau ultrapure stérile :

o Chlorure de sodium (NaCl)
. Chlorure de potassium (KCl)
o Monohydrogénophosphate de sodium anhydre (Na2HPO4)
o Phosphate de potassium anhydre (KH2PO4)

Vérifier que le pH du tampon avoisine 7,4.
Conserver à température ambiante.

R o

200 mg
1150 mg
200 mg



Annexes

-Agarose normal
-Agarose LMP (Low Melting Point ou bas point de fusion)
-HCt36%
-NaCl
-Na2EDTA
-Na2HPOa
-NaOH
-KCI
-KH2PO4
-N-laurylsarcosinate (C r sHzaNO:Na)
-TRITON Xl00 (l-octylphénoxy polyéthoxy éthanol)
-TRIS (Tris(hydroxyméthyl)-aminoéthane CaHl 1NO3)
-DMSO (dimétyl sulfoxide ((CH3)rSO))
-Ethanol absolu (C2H5OH)
-BeT (Bromure d'éthidium)
-Lames lavées, dégraissées, bords rodés 76 x22
-Lamelles 24 x 50
-Polystat I
-Cuve d'élechophorèse
-Générateur
-Microscope à épifluorescence
-Caméra CDD monochrome
-Analyseur d'image
-cuves en porcelaine pour bain de lames, micropipettes (P20, P200 et P1000 Pipetman), verrerie (pipettes,
fioles. béchers...) courante de laboratoire.

018052 Eurobro
0l 8055 Eurobio

20252-290 Prolabo
20 810.364 Prolabo
20 302.236 Prolabo

1.06580.0500 Merck
28 245.298 Prolabo

1.04936.0500 Merck
28 245.298 Prolabo

L 9150 Sigma
H 0421 Sigma

26-128-30348 Euromedex
23 500.297 Prolabo
20 821.296 Prolabo

17588 Eurobio
05 633.933 Prolabo
05 642.284 Prolabo

33194 BioblockScientific
8M200 Boerhinger-lngelheim

PowerPac 200 Bio-rad
BX60 Olympus

Hitachi
Komet 3 :l KineticlmagingLimited

ANNnxn X. : Reférences des produits et du matériel et Composition des
différents tampons et solutions-mères utilisés pour le test de comètes.

Références des produits chimiques et du matériel utilisés.

Solution de lyse

Pour un litre de solution de lyse :
2,5 M NaCl 146,1 g

100mM Na2EDTA 37,29
l0 mM Tris 1,2 g

Ajuster le pH à l0 avec des sels de soude
N-laurvl sarcosinateloÂ N-laurvlsarcosinate 10

Ajuster à 890 mL avec de I'eau ultrapure et stérile. Conserver à température ambiante I mois. Mettre 30 minutes
à 4oC avant l'étape de lyse. Extemporanément ajouter 1% de Triton Xl00 et l0% de DMSO. (soit 1 mL de
Triton et l0 mL de DMSO dans 89 mL de la solution précédente.)

Tampon d'électrophorèse (300 mM NaOH / I mM NazEDTA)

Préparer des solutions-stocks :
Sr : 10 N NaOH 200 g dans 500 mL d'eau ultrapure

: 200 mM NazEDTA 14,89 g dans 250 mL d'eau ultrapure (pH l0

Conserver à température ambiante au maximum 15 jours. Pour du tampon lX, extemporanément mélanger 30
mL de 51 et 5 mL de 52. Ajuster le volume à 1 litre avec de I'eau ultrapure. Bien homogénéiser.

Tampon de neutralisation

Préparer un tampon Tris (O,4 M) à pH 7,5. Pour cela, dissoudre 48,5 g de Tris dans 1 lihe d'eau ultrapure et
ajuster le pH à 7,5 avec de I'acide chlorhydriqueHCl36%. Conserver à température ambiante.



Annexes

ANNBxn XI. : Composition de I'eau reconstituée utilisée dans les expositions izr
vivo des bivalves dulçaquicoles

Pour un litre d'eau reconstituée, ajouter successivement les solutions suivantes :

. 12,5 mL d'une solution à 9,86 glL de MgSOa, 7 HzO
o 12,5 mL d'une solution à23,5 glL de CaCl2,2}lzO
o 12,5 mL d'une solution à 5,18 glL de NaHCO3, 7 HzO
. I2,5 mL d'une solution à0,46 g/L de KCI

Compléter à un litre avec de I'eau déminéralisée. Vérifier que le pH avoisine 7,5 et laisser
sous aération continue (bullage) pendant 24 heures (au minimum) à température ambiante.



RESUME:

L'objectif général de ce travail était l'étude de I'intérêt du test des comètes en génotoxicité
environnementale. Dans le contexte de la marée noire de l'Erika et de celui plus large des
hydrocarbures aromatiques polycycliques, nous avons étudié, à I'aide du test des comètes, les
dommages à I'ADN, chez des mammifères (rats) contaminés par la voie alimentaire dans un
premier temps, puis chez un invertébré d'eau douce, Unio tumidus, suite à des expositions au
benzo(a)pyrène et au fer ferrique in vivo, en conditions contrôlées au laboratoire.
Les études avec les rats montrent I'apparition de dommages à I'ADN principalement dans le
foie, chez les animaux nourris par des moules fortement contaminées suite à une marée noire
et permettent d'établir le transfert des hydrocarbures aromatiques polycycliques, des moules
vers le consommateur. Des effets sont également observés à un degré moindre dans les
cellules de moelle osseuse. Les résultats d'une étude sur la réversibilité des dommages à
I'ADN montrent que les dommages mis en évidence sont transitoires, avec une réparation
complète en deux semaines dans tous les cas.
Dans la deuxième partie relative à l'étude de deux marqueurs de génotoxicité chez le bivalve
Unio tumidzs, les réponses observées étaient dues à la toxicité du benzo(a)pyrène et les
cassures de la molécule d'ADN mesurées par le test des comètes ne sont pas apparues comme
le paramètre le plus sensible, comparées à la mesure des lésions d'oxydation.
Globalement, nos résultats soulignent que le test des comètes est adapté à l'étude de la
génotoxicité environnementale et permet l'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 maffow 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.




