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INTRODUCTION

La cancérogénicité est I'une des formes de toxicité des polluants les
plus redoutables de par le caractére complexe, souvent inéluctable du
cancer, et ses manifestations tardives. Hygiénistes et
environnementalistes se sentent désarmés pour prévenir et combattre
un processus dont la plupart des mécanismes leur échappe.

La stratégie de prévention, au niveau environnemental, consiste
actuellement a réglementer voire interdire, sur la base de données
expérimentales ou épidémiologiques, l'usage des substances a

propriétés cancérogénes susceptibles de se retrouver 4 terme dans
I’environnement.

La détection des potentialités cancérogénes avant commercialisation
d’'une substance repose sur deux approches : la premiére est
I’expérimentation animale avec la réalisation d’essais 4 long terme ; la
deuxiéme, complémentaire ou alternative a4 la précédente, est
I’approche "in vitro" basée sur la mise en oeuvre d’essais & court terme
sur cultures de cellules procaryotes et eucaryotes.

Les essais stantardisés et préconisés par la législation dans ce but ont,
pour principe, de détecter des effets sur ’ADN, par exemple des
modifications structurales ou des altérations du caryotype. Ces essais
permettent d’identifier des substances "génotoxiques" ; mais les
cancérogénes agissant sur des cibles autres que le génome échapperont
4 un tel screening.

Le caractére néoplasique de cancérogénes agissant par des
mécanismes épigénétiques ne peut étre détecté dans le cadre de la
réglementation actuelle, qu’a la suite d’expérimentation a long terme
chez l'animal. I n’existe pas d’essais in vitro stantardisés qui
répondent a cet objectif. Conscientes des lacunes de la réglementation
actuelle, les instances internationales, CEE, OCDE ont incité
récemment au développement de ces méthodes.

Notre travail s’inscrit dans ce contexte et concerne la détection in
vitro des cancérogénes non génotoxiques. Cette détection est basée sur
les propriétés de ces substances d’activer la prolifération cellulaire, de
perturber le contrdle de la croissance et de la différenciation des
cellules et de potentialiser P'action des agents génotoxiques en
favorisant la multiplication des cellules initiées.

Les essais mis en oeuvre étudient :

- la transformation morphologique des cellules embryonnaires
d’Hamster syrien SHE selon Berwald et Sachs (1963), DiPaolo et al.
(1969), Chouroulinkov et Lasne (1978),

- la communication intercellulaire de lignées de cellules de Hamster
chinois V79 selon Trosko (1979),

- lactivité de ’ornithine décarboxylase.



Ces essais, intégrant différents schémas d’application pour la
transformation cellulaire, ont été étudiés pour leur capacité a détecter
des potentialités cancérogénes de contaminants de ’environnement et
a apporter des informations sur le profil d’action probable.

Deux pesticides chlorés, le chlordane et le chlorothalonil, reconnus
comme étant cancérogénes chez I’animal mais non mutagénes, ont été
testés a 'aide de cette batterie d’essais.

Des lixiviats de déchets et percolats de décharge ultimes ont été
étudiés dans les mémes conditions.

L’ensemble de cette étude permettra de discuter d’une stratégie
applicable a JI’évaluation de la cancérogénicité des substances
chimiques, a celle des milieux environnementaux et de leurs sources

de contamination.

La premiére partie de ce travail est une synthése bibliographique des
principes de la cancérogénése chimique impliquant des mécanismes
génétiques et épigénétiques. Certains mécanismes d’action de
cancérogénes non génotoxiques et leur cibles potentielles seront
présentés afin de justifier du choix des méthodes utilisées dans cette
étude ; ils seront illustrés a l’aide du TPA (12-O-tétradécanoyl-
phorbol-13-acétate) qui est I’un des promoteurs de tumeurs les mieux
connus.

Les deuxiéme et troisiéme parties seront consacrées respectivement
aux matériel et méthodes et aux résultats obtenus avec la batterie
d’essais mis en oeuvre.

Des investigations complémentaires ont été nécessaires pour expliquer
les profils d’action observés avec le chlordane et ont concerné :

- la mesure des adduits & I'ADN qui a été réalisée par le
Professeur B.Rether du laboratoire de biologie végétale appliquée a
I'IUT de I’Université de Strasbourg

- la mesure des flux calciques réalisée, avec la collaboration du
Docteur G. Nguyen-Ba, sous la direction du Docteur Z. Mishal dans le

service de cytofluométrie, IRSC-CNRS de Villejuif.

Une étude des potentialités mutagénes de ces échantillons a été
réalisée, au préalable, a l'aide du test d’Ames qui est, classiquement,
le premier essai in vitro mis en oeuvre permettant de juger d’une
réaction sur I'’ADN, afin de vérifier les données bibliographiques
concernant les deux pesticides conformément au schéma classique
d’évaluation.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I. Historique de la cancérogénése

Le cancer est une maladie trés ancienne. Des paléopathologistes ont
observé des lésions néoplasiques sur des os de dinosaures ; de méme,
Pautopsie de momies a révélé l'existence de tumeurs osseuses
(Zimmerman, 1977).

L’association entre les facteurs environnementaux et le cancer, n’est
pas nouvelle : dés 1700, Ramazzini relevait la fréquence élevée de
cancers de sein chez les religieuses, en liaison avec leur style de vie. En
1761, le physicien John Hill soulignait la fréquence des polypes nasaux
chez des sujets habitués & priser le tabac. Quelques années plus tard,
en 1775, Percival Pott décrivait pour, la premiére fois un cas de
maladie professionnelle et faisait le lien entre I’exposition des jeunes
ramoneurs a la suie des cheminées et le développement des cancers du
scrotum chez ces sujets, une fois parvenus a 'age adulte (Miller, 1978).
En 1918, Yamagiwa et Ichikawa réalisaient la premiére épreuve de
cancérogénése chimique en laboratoire, en induisant des tumeurs
cutanées de l'oreille de lapin par applications répétées de goudrons.
En 1924, Kennaway isolait des hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP), des goudrons de houille et réussissait a identifier
et & synthétiser I'un des composés les plus actifs, le benzo(a)pyréne
(B(a)P).

Depuis, de nombreux travaux ont permis de déceler le pouvoir
cancérogéne de plusieurs familles chimiques (Kennaway, 1924 ;
Hueper, 1966 ; Sugimura et al., 1977 ; Kasai et al., 1980 ; Bartsh et
Tomatis, 1983 ; Gold et al., 1984 ; Merletti et al., 1984 ; Vainio et al.,
1985).

Parallélement a la cancérogénése expérimentale, les études
épidémiologiques soulignaient que la plupart des cancers humains (60
a 90 %) serait liée & des facteurs environnementaux incluant aussi bien
le tabac, les aliments, les produits pharmaceutiques, les polluants
atmosphériques, que le mode de vie des individus (Higginson et Muir,
1977 ; Doll et Peto 1981 ; Johnson, 1982 ; Cullen, 1986).

De I’ensemble de ces travaux, il apparait que la cancérogénése résulte
d’une interaction complexe et dynamique entre l'individu et son
environnement.



IL. Concepts des mécanismes de la cancérogénése

Le concept selon lequel la mutagénicité est une propriété intrinséque
des cancérogénes, est maintenant admis depuis de nombreuses années.
Dés 1914, Boveri rapportait que la présence d’anomalies
chromosomiques serait i 1’origine de la formation de tumeurs malignes.
Plus tard, Miller et Miller (1947) mettaient ’accent sur le role de
I’activation métabolique dans l’expression de la cancérogénicité des
HAP. Brookes et Lawley (1964) montraient que certains cancérogénes
chimiques présentaient la propriété de se lier & ’ADN. Miller (1970),
Miller et Miller (1977) mettaient en évidence que la propriété
commune de cancérogénes de structure trés diverse était leur
caractére électrophile : 1’électrophilie leur confére la propriété de se
lier par covalence aux sites nucléophiles des macromolécules
cellulaires, en particulier a ceux de ’ADN qui constitue la cible la plus
critique des cancérogénes.

Une altération de I’ADN, si elle n’est pas réparée avant la divison
cellulaire, peut constituer I'un des premiers événements du processus
de cancérogénése, désigné sous le terme d’initiation".

La mutation, est un élément initiateur du cancer d’autant plus
probable qu’elle touche des génes essentiels au contrdle de la division
cellulaire, comme des protooncogénes ou encore des génes
suppresseurs de tumeurs.

L’activation anormale des protooncogénes en oncogénes est a l’origine
du déréglement des voies présidant & la croissance et a la
différenciation cellulaire et peut augmenter la probabilité de
transformation néoplasique et de cancérisation des cellules. Les
travaux de Brown et al. (1990) et de Sukumar (1990) démontrent
I'implication des protooncogénes en cancérogénése et en particulier
celle d’une mutation spécifique du protooncogéne Ha-ras dans
Pinitiation des cancers mammaires chez les rongeurs. Par ailleurs, la
transfection d’animaux par l'oncogéne viral v-Ha-ras qui permet de
sauter I’étape d’initiation dans l'induction expérimentale des tumeurs
cutanées chez la souris, illustre encore le role de cet oncogéne en
cancérogénése (Bailleul et al.,1989).

Les génes suppresseurs de tumeurs entrainent un déréglement de la
croissance et de la différenciation cellulaire, s’ils sont inactivés,
contrairement aux protooncogénes qui perturbent ces mécanismes une
fois activés. L’inactivation de ces génes essentiels peut résulter de
plusieurs mécanismes : soit les deux alléles du géne sont inactivés par
suite de mutations (Cavenee et al., 1983), soit seul I’alléle dominant est
muté (Sapienza, 1990) ; ou encore, la dégradation protéolytique du
produit de ces génes est accélérée, ainsi qu’il a été avancé pour
expliquer l'inactivation de génes suppresseurs de tumeurs (Scheffner
et al., 1990) dans le cas du rétinoblastome (Knudson, 1971 ; 1985).



Le concept du processus multiétape dans la cancérogénése a été
introduit par Berenblum et Shubik (1947) ; ces auteurs ont montré
qu’un traitement séquentiel de la peau de souris par le benzo(a)pyréne
appliqué une seule fois et a faible dose, suivi d’applications répétées
d’huile de croton, potentialisait l'action cancérogéne du B(a)P en
augmentant fortement la production de tumeurs cutanées et en
raccourcissant leur délai d’apparition. Ces travaux sont a l'origine du
concept de la cancérogénése chimique en deux étapes : initiation et
promotion.

L’étape de la "progression” a été introduite ensuite par plusieurs
auteurs (Nowell, 1976) ; cette étape est caractérisée par une
augmentation de linstabilité génétique se manifestant par des
anomalies du nombre et de la structure des chromosomes. Ces
anomalies ont été constatées aussi bien in vitro, dans les cellules en
culture, qu’in vivo dans les cellules de tumeurs solides, au cours de
leur évolution vers la malignité.

Cette subdivision de la cancérogénése en trois étapes, initiation,
promotion et progression, est utilisée pour des raisons de
simplification ; elle est fondamentalement discutable, puisque chaque
étape pourrait, elle-méme, &tre subdivisée en plusieurs événements
moléculaires (Bishop, 1987 ; Weinberg , 1989). Ceci est d’autant plus
évident que six événements génétiques et épigénétiques indépendants
ont été trés tot distingués dans certains types de cancers tel que le
cancer colorectal (Cairns, 1975).

L’initiation, la promotion et la progression sont, néanmoins, les étapes
les mieux définies en cancérogénése expérimentale :

- I"initiation aboutit a l’altération structurale et persistante de
IADN ; cette atteinte peut résulter de l’exposition cellulaire & des
facteurs chimiques, physiques (radiations), ou biologiques (virus,...), ou
d’erreurs au cours de la réplication de I’ADN.
Les cellules ‘initiées' réagiraient moins aux signaux inter et intra
cellulaires qui régulent la croissance et I'homéostasie cellulaire, tels
que les facteurs "négatifs' de croissance qui induisent la différenciation
terminale ou programment la mort d’une cellule normale (Yuspa et
Harris, 1982 ; Wiley et al., 1984 ; Yuspa et Poirier, 1988 ; Rotello et al.,
1991).
Les dérivés dits génotoxiques qui produisent des dommages au niveau
de ’ADN, contribuent en partie ou en totalité a I'initiation cellulaire.
Ces dérivés sont donc des initiateurs potentiels et sont utilisés comme
tels en cancérogénése expérimentale in vivo ou in vitro.



- la promotion est I’étape généralement associée 4 la phase de

prolifération cellulaire des cellules initiées. Elle correspond & une
période de latence plus ou moins prolongée qui précéde l'expression
du cancer sous forme de tumeurs. Cette étape implique la sélection et
I’expansion clonale des cellules initiées (Harris, 1991). La prolifération
cellulaire dérégulée, augmenterait la probabilité d’erreurs et de
dommages génétiques, qui, en s’accumulant dans les cellules, peuvent
favoriser 1’évolution du processus de cancérogéneése.
L’ester de phorbol, TPA (12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate) est le
promoteur de référence : c’est I'un des principes actifs de 'huile de
croton. Cette substance a été et reste trés utilisée en cancérogénése
expérimentale afin d’élucider les mécanismes dits "épigénétiques’ de la
promotion tumorale.

- la progression, qui est aussi une étape mal élucidée,
correspond i l’ensemble des événements qui induisent la conversion
d’une tumeur bénigne en une tumeur maligne et participent & leur
évolution. La progression tumorale se caractérise par une
augmentation de Ulinstabilité génétique des cellules et par leur
capacité progressive & échapper aux contrdles cellulaires et a évoluer
trés activement vers ’autonomie. Ces cellules finiront par envahir les
tissus voisins en développant des métastases : c’est ’étape ultime et
souvent irrémédiable du processus cancéreux.

III - Mécanismes génétiques de la cancérogénése chimique

A - Dommages et réparation de ’'ADN

Au fur et 4 mesure de l'étude des mécanismes d’action des
cancérogénes, il est apparu que la propriété d’endommager la
structure et/ou les fonctions de I’ADN était partagée par une grande
variété de cancérogénes, qui ont de ce fait été qualifiés de
*génotoxiques'. Cette capacité & endommager I’ADN résulte souvent de
la fixation covalente de la substance génotoxique & ’ADN, en formant
des "adduits" ; 1a réactivité vis-a vis de ’ADN peut étre évaluée a l'aide
de produits marqués par la mesure d’un indice, le "Covalent Binding
Index" ou CBI, selon la méthode de Lutz (1979). Le caractére réactif ou
électrophile a ainsi été déterminé pour différentes classes de
cancérogénes.



Les conséquences biologiques de la formation d’adduits, dépendent de
la nature de ces adduits et de leur localisation sur la molécule d’ADN.
Par exemple, la méthylation de la guanine sur l'azote 7 est moins
mutagéne que sur l'oxygéne 6, puisque dans le premier cas, I’'azote
méthylé peut encore participer a I'établissement de liaisons
hydrogénes avec la cytosine, tandis que le deuxiéme cas entraine un
mésappariement avec la thymine : au terme de deux cycles réplicatifs,
V’erreur est fixée sous la forme d’une transition GC==>AT (Loveless,
1969 ; Bartsch et al, 1983).

Certains adduits provoquent une importante distorsion de la molécule
d’ADN et sont hautement mutagénes, tels que les adduits des
métabolites de l'aflatoxine Bl sur 7N-G (Venitt et Parry, 1984).
D’autres entrainent des mutations ponctuelles par substitution,
délétion ou addition de bases. Des mutations chromosomiques peuvent
aussi en résulter, comme dans le cas ou ’alkylation de 'ADN entraine
une dépurination suivie d’un clivage hydrolytique.

Toutefois certaines substances sont capables d’induire des mutations,
sans que l’on puisse mettre en évidence de liaison covalente a I’ADN :
les intercalants qui s’insérent entre deux plans de bases en sont un
exemple. Des mutations génomiques peuvent aussi résulter de
I'interaction avec d’autres cibles que I’ADN, telles que le fuseau
mitotique.

La cellule a la capacité de réparer son ADN lésé ; schématiquement,
trois situations peuvent se présenter suite & l’activation des
mécanismes de réparation:

- la réparation est parfaite, et la molécule d’ADN est ramenée a
son état initial sans laisser de mutations.

- les capacités de réparation sont insuffisantes pour remédier
aux altérations trop importantes ; le blocage de la réplication de ’'ADN
qui en résulte, peut provoquer la mort de la cellule, auquel cas la
mutation n’a aucun risque de se manifester.

- la réparation est imparfaite et I’ADN lésé n’est pas restitué
dans son état initial : ce processus peut conduire & des altérations
stables génétiquement transmissibles. Ce troisiéme type de réponse
aboutit donc & la fixation de la lésion, qui sera transmise aux
générations ultérieures de cellules sous forme d’'une mutation.

En toxicologie génétique, il est classique de considérer que tout agent
exogéne ou endogéne qui endommage U ADN et/ou induit une réaction de
réparation indicatrice de dommages préexistants au niveau du génome,
est un cancérogene potentiel.



Ashby et Tennant (1990) ont étudié la corrélation entre la réactivité
vis-a vis de I’ADN, la mutagénicité évaluée sur Salmonella
typhimurium his- et la cancérogénicité in vivo sur des rongeurs, pour
301 substances appartenant & des catégories chimiques trés diverses.
Ils ont trouvé une étroite corrélation entre la réactivité d’une molécule
vis-a-vis de ’ADN exprimée par sa structure chimique et son potentiel
mutagéne ; mais la relation de ces deux caractéres avec la
cancérogénicité chez I’animal est loin d’étre aussi bonne.

Ainsi, ’essai sur Salmonella apparait trés sensible aux composés de
structure électrophile et conclut & la mutagénicité de 84% de ces
composés ; mais il donne aussi 33% de faux positifs dans la mesure ou
il classera "génotoxique" 33% des substances non cancérogénes dont la
structure présente un caractére réactif. Une autre limite de ce test de
mutagénése est son incapacité & détecter des cancérogénes ‘inertes"
vis-a-vis de ’ADN.

Ces travaux soulignent le fait qu’actuellement les essais de
génotoxicité in vitro ne peuvent refléter tous les stades du processus
de la cancérogénése et que le principal intérét de ces méthodes réside
dans l'identification des substances capables d’altérer I’ADN et
d’induire la phase initiale du processus de cancérisation. Mais d’autres
événements génétiques et/ou épigénétiques seront nécessaires avant le
stade de tumeur et de malignité.

Etant donné la complexité du processus cancérogéne par rapport a la
simplicité relative des essais a court terme, il apparait que, méme si
I'intérét de ces essais est indéniable en terme de potentialité
génotoxique, leur interprétation en terme de risque cancérogéne
nécessite par contre, la plus grande prudence.

B - Principaux types de mutations

Le terme de mutation désigne tout changement du contenu informatif
du matériel génétique, qui est transmis aux générations suivantes de
cellules ou d’individus. Les altérations du contenu informatif de ’'ADN
et de son organisation peuvent revétir des degrés divers et aller de la
simple modification d’un nucléotide dans un codon, a celle du nombre
de chromosomes dans le génome.

On peut donc distinguer 3 grandes classes de mutations : les mutations
ponctuelles ou géniques, les mutations chromosomiques et les
mutations génomiques.



. Les mutations ponctuelles ou géniques portent sur une ou quelques
séquences de nucléotides au niveau d’un ou de plusieurs codons d’un
géne. Ce type de mutation peut étre le résultat de :

- substitution de paires de bases (c.4.d. remplacement d’une
base par une autre),

- délétion ou insertion d’une ou de plusieurs bases au sein d’un
ou de plusieurs codons : ceci entraine un décalage du cadre de lecture
du code génétique de I'ADN ; ce type de mutation est appelé
"frameshift".

Les mutations ‘directes" résultent dans la perte de la fonction
normale d’un produit génique, contrairement aux mutations "reverses’
qui restaurent la fonction d’un géne ayant subi une mutation
préalable.

. Les mutations chromosomiques se caractérisent par des altérations
morphologiques de la structure de ’ADN, détectables par I'examen des
cellules au stade de la métaphase pendant la mitose. Les mutations
chromosomiques résultent de la cassure et de la recombinaison du
matériel chromosomique durant le cycle cellulaire ; elles incluent des
inversions et des translocations de chromosome.

Les mutations génomiques se caractérisent par un changement du
nombre de chromosomes. Le génome haploide est multiplié par 2 dans
les cellules diploides ou euploide ; lorsqu’il est multiplié par un facteur
différent de 2, il y a polyploidie. L’aneuploidie se caractérise par la
perte ou le gain d’'un chromosome au cours de la division cellulaire.

C - Systémes_de réparation

L’ADN n’est pas une cible passive, la réponse de la cellule vis-a-vis des
agressions se manifeste par l'activation de différents systémes de
réparation, ainsi qu’il a déja été dit plus haut.

Les réparations dites fidéles telles que la réparation par excision-
resynthése de base ou de nucléotide, par réponse adaptative ou par
photoréactivation, restituent généralement un ADN identique & son
état initial : aucune mutation ne s’exprime chez la descendance.
D’autres systémes de réparation erronée comme la réparation SOS,
permettent & la cellule de survivre et de se diviser mais au risque
d’acquérir des mutations supplémentaires. La réparation erronée est
une source majeure de mutation.



D - Méthodes d’étude des altérations de ’ADN

D.1 - Essais relatifs aux mutations géniques

Les essais les plus largement utilisés sont ceux effectués des
organismes simples procaryotes (bactéries) ou eucaryotes, réalisés sur
des levures, des cellules d’insectes, des cellules de mammiféres
(cellules fibroblastiques d’origine ovarienne CHO, ou pulmonaire V79
de Hamster chinois ).

Essais sur Procaryotes : Test d Ames

Le test d’Ames est un test de mutation réverse, développé par Ames et
al., (1975) . C’est le test bactérien le plus utilisé pour la détection des
propriétés génotoxiques des produits chimiques et d’échantillons
environnementaux complexes. '

Ce test utilise plusieurs souches de Salmonella typhimurium, portant
chacune un type de mutation différent dans l'opéron codant pour la
biosynthése de l'histidine. Ces bactéries auxotrophes pour cet acide
aminé sont donc incapables de se multiplier en milieu déficient en
histidine.

L’exposition de ces mutants his~ 4 des mutagénes, entraine la
réversion du géne muté : les bactéries redevenues prototrophes pour
I’histidine (révertants his™) récupérent simultanément la capacité de
croitre et de former des colonies en milieu dépourvu d’histidine. Le
pouvoir mutagéne est évalué par I'augmentation du taux de mutants
reverses hist induits par I’exposition & la substance testée.

Contrairement aux mammiféres, les bactéries sont déficientes en
systéme enzymatique pour la métabolisation de pro-mutagénes en
métabolites électrophiles capables d’'interagir avec ’ADN. Pour pallier
a cette déficience, le milieu d’essai est supplémenté par une fraction
cytoplasmique d’hépatocytes de mammiféres (Sg mix) riche en
monooxygénases et en cofacteurs enzymatiques. L’essai est effectué
sans et avec Sg mix afin de détecter les mutagénes respectivement
actifs directement ou aprés métabolisation.

Un autre essai de mutation réverse sur des mutants E. coli
auxotrophes pour le tryptophane est également utilisé en toxicologie
génétique.

Test de mutation génique sur cellules eucaryotes

Des souches mutants de la levure Saccharomyces cerevisiae ont été
développées pour la détection des mutations directes ou réverses, de
type substitutions de paires de bases et décalage du cadre de lecture.
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Les essais sur cellules de mammiféres CHO ou V79 sont actuellement
les plus utilisés aprés le test d’Ames, pour la détection des mutations
géniques. IIs utilisent des mutants déficients pour I’enzyme
hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HGPRT").

D.2 - Essais relatifs aux mutations chromosomiques

La détection des aberrations chromosomiques et des effets
clastogénes se traduisant par la présence de micronoyau(x) dans le
cytoplasme fait appel & des essais sur cultures de cellules de
mammiféres ou & des expérimentations in vivo sur vertébrés, le plus
souvent sur mammiféres.

D.3 - Essais relatifs aux effets sur YADN

La détection de la synthése d’ADN hors réplication constitue la base
de tests de génotoxicité sur cellules de mammiféres en culture et in
vivo. L’activité des systémes de réparation est mesurée par le taux
d’incorporation d’un nucléotide tritié dans 'ADN des cellules dont le
cycle cellulaire est bloqué.

L’étude de I’échange de chromatides soeurs (SCE) dans I’ADN des
cellules de mammiféres rentre également dans cette catégorie d’essais .
Les SCE sont des échanges réciproques de matériel génétique au
niveau de loci apparemment homologues ; on en connait encore mal les
mécanismes, mais ils sont considérés comme des indicateurs sensibles
de I’exposition a des substances génotoxiques.

D.4 - Méthodes de détection des adduits & PADN

La mesure des adduits 4 ’ADN permet d’évaluer I'électrophilie d’'une
substance et son degré de réactivité vis-a vis de I’ADN.

Différentes méthodes ont été successivement proposées pour
quantifier et identifier ces adduits : la mesure du Covalent Binding
Index (Lutz, 1979) , la méthode de post-marquage au 32p (Randerath
et al., 1981), les méthodes immunochimiques (Wild, 1990) les méthodes
chromatographiques (Shuker et al, 1991) et les méthodes
fluorimétriques (Weston et Bowman, 1991).
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IV - Mécanismes épigénétiques : implications dans la cancérogénése

Si le cancer est au stade final une maladie des génes des cellules
néoplasiques, la genése de la maladie et sa progression semblent é&tre
gouvernés par un principe moteur qui est un déséquilibre entre
signaux de régulation. C’est en provoquant ce déséquilibre 4 un niveau
génétique ou épigénétique, que les agents cancérogénes de toute
nature font basculer certaines cellules de I’état normal vers un état
cancéreux.

Si l'impact des agents génotoxiques sur le génome peut é&tre assez
aisément détecté ; il est, par contre, trés difficile d’identifier celui des
cancérogénes non génotoxiques d’autant que les cibles sont multiples
et varient d’une classe de promoteurs & l’autre ; les mécanismes
épigénétiques sont complexes et loin d’étre élucidés.

Tous les promoteurs identifiés partagent cependant la propriété
dinduire la prolifération cellulaire, autrement dit dinduire
I hyperplasie.

La croissance cellulaire est régulée par un ensemble d’agents
extracellulaires polypeptidiques, stimulateurs comme les facteurs de
croissance et les hormones, et d’agents inhibiteurs, dont 1’équilibre
concourt 4 maintenir I’état normal de la cellule. La prolifération
cellulaire est aussi réglée par la différenciation qui restreint la division
cellulaire, en modifiant le statut de la cellule.

Dans ces processus, les signaux que la cellule recoit de son
environnement, sont essentiels. Des stimuli touchant la transmission
des signaux mitogénes de ’extérieur de la cellule jusqu’au noyau, ou
altérant les échanges entre la cellule et son environnement, peuvent
créer un déséquilibre susceptible d’engendrer une prolifération
anarchique. Tant que l'origine du déséquilibre est exogéne,
I’hyperplasie est réversible ; par contre, dés que le déséquilibre est
d’origine endogéne et inscrit génétiquement, il peut aboutir & un
néoplasme.

L’importance des voies de signalisation intracellulaires et de la

communication intercellulaire, dans le maintien de I’homéostasie des
cellules, est apparue & la suite des études sur le mécanisme d’action de
promoteurs connus, comme les esters de phorbol ; ces études ont
montré que ces promoteurs affectaient pour la plupart, les voies de la
croissance et/ou de la différenciation cellulaire.
Ces voies de signalisation et de communication seront rappelées
briévement, afin de situer 'impact potentiel des cancérogénes non
génotoxiques et celui des promoteurs connus, dont l'action s’inscrit a
leur niveau.
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A - Mécanismes de transmission du signal mitotique

La transmission des signaux mitogénes de l'’extérieur de la cellule
jusqu’au noyau, quelle que soit la voie empruntée et les intermédiaires
mis en jeu, suit un schéma général dont les étapes impliquent
successivement :

la fixation d’un facteur de croissance sur son Trécepleur
membranaire, ce qui induit un changement de la conformation de la
partie interne du récepteur et déclenche la suite des réactions,

. Pactivation d’une ou de plusieurs protéines kinases, a laquelle
succéde une cascade dactivation dautres kinases et de
phosphorylations,

. Vactivation par phosphorylation des facteurs transcriptionnels
d Uorigine de la réplication de UADN et de la division cellulaire.

Deux voies de transmission du signal mitotique sont bien décrites : la
voie des phosphatidylinositols et celle de la tyrosine kinase (figure 1).

La voie des phosphatidylinositols est celle empruntée par des facteurs
de croissance comme le PDGF (platelet derived growth factor) dont la
voie de signalisation implique la phospholipase C & l’'intérieur de la
membrane et les phosphatidylinositols. L’activation de la lipase
hydrolyse le phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP9) en
diacylglycérol (DG) et inositol triphosphate (IPg).

L'IPg induit la libération des ions Ca®* stockés dans le
réticulum endoplasmique, ainsi qu’un influx d’ions Ca*t a partir du
milieu extracellulaire.

Le diacylglycérol (DG) au sein de la membrane, active la
protéine kinase C (PKC) ; cette activation, dépendante de Ila
concentration en Ca't et en phospholipides entrainera (i) la
phosphorylation de protéines a sérine et thréonine, (ii) I’activation de
’antiport Na*/H* qui gouverne I'entrée de Na* et la sortie des protons
de la cellule.

L’élévation du pH et du calcium intracellulaire, la phosphorylation de
molécules cibles constitueront les éléments clé du signal mitotique.

Le TPA, par analogie structurale au diacylglycérol et d’autres
promoteurs apparentés a l'ester de phorbol peuvent activer
directement la PKC et donc déclencher les étapes suivantes
aboutissant & la réponse mitotique. Cette interaction est une
démonstration directe qu’un cancérogéne non génotoxique peut
interférer directement dans le circuit de stimulation de la prolifération
cellulaire.

La voie des tyrosines kinases suivie par UVEGF (epidermal growth
factor) fait intervenir le récepteur de I’EGF, une protéine kinase
spécifique des résidus tyrosine ; cette kinase activerait l’'antiport
Na*/H' et participerait & 'ouverture des canaux calciques.
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L’activation du récepteur d’EGF est suivie é&galement d’une
augmentation de la concentration de l’adénosine monophosphate
cyclique (AMPc), par activation de ’adényl cyclase.

Quels que soient les facteurs de croissance et les wvoies
empruntées, les réponses immédiates de la cellule d la stimulation dun
mitogéne sont les mémes : le pH du cytoplasme s éléve, la concentration
intracellulaire en ions Ca®™ augmente ; ces événements se traduisent au
niveau de PADN par I expression instantanée de proto-oncogénes comme
c-fos, c-myc et c-jun, qui aboutit @ U'induction de la division cellulaire.

L’identification des cibles de promoteurs de tumeurs “type’, et
une meilleure connaissance des mécanismes de la croissance et de la
prolifération cellulaire ont permis de définir des points d’impact
potentiels des cancérogénes. non génotoxiques, ce sont :

- les voies de transmission du signal mitotique,

- la protéine kinase C,

- lactivation de protooncogénes ou linactivation de génes
suppresseurs de tumeurs,

- I’activation d’enzymes clés dans la chaine de biosynthése des
polyamines, par exemple l'activation de l'ornithine décarboxylase
(ODC),

- la synthése des phospholipides et leur conversion en
médiateurs de 'inflammation tels que les prostaglandines,

- la génération de radicaux libres,

- Paltération structurale et fonctionnelle de la membrane
cytoplasmique. .

Cette liste est loin d’étre exhaustive mais illustre la multiplicité
des mécanismes épigénétiques potentiels de la cancérogénése. La
complexité et la diversité de ces processus expliquent la difficulté
d’identifier les événements responsables du processus tumoral.

B - Inhibition de la communication intercellulaire

La communication intercellulaire est essentielle pour le maintien de
Phomoéostasie des tissus. Dans la majorité des tissus, les cellules sont
liées par des canaux transmembranaires : Gap junctions (Gjs), qui
permettent le passage direct d’une cellule & l'autre, d’ions et de
molécules de faible poids moléculaire (< 1000 daltons), (Loewenstein,
1979 ; Hertzberg et Johnson, 1988).

Ces molécules pouvant étre des nucléotides, des nucléotides cycliques,
des acides aminés, du glutathion, de I’inositol triphosphate et des ions
de calcium ( Lawrence et al., 1978 ; Saez et al., 1989).
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Les Gap junctions n’ont pas une structure globale identique d’un tissu
a l'autre mais possédent une structure de base similaire. Elles sont
formées par un ensemble de protéines membranaires, les connexines,
dont certaines ont été clonées (Paul, 1986 ; Kumar et Gilula, 1986 ;
Beyer et al., 1988 ; Zhang et Nicholson, 1989). Le groupement de six
connexines forme un connexon qui constitue un demi canal dans
chaque membrane cytoplasmique et prend place en face du connexon
de la cellule opposée pour établir un canal complet (Figure 2).

La topologie des connexines au sein de la membrane étudiée par
plusieurs groupes de chercheurs (Goodenough et al., 1988 ; Milks et al.,
1988 ; Zhang et Nicholson, 1989) montre que la protéine serait pliée en
deux au sein de la membrane sous forme de M et présenterait deux
zones extracellulaires et trois zones cytoplasmiques ou seraient
localisées les terminaisons amines et carboxyles.

Les zones cytoplasmiques correspondent aux régions variables d’une
connexine 4 l'autre et renferment des séquences qui peuvent &tre
phosphorylées par la tyrosine kinase, la kinase dépendante de ’AMP
cyclique et la PKC (Hertzberg et Johnson, 1988).

Le degré de la communication intercellulaire par les Gap junctions est
régulé par le nombre de canaux présents au sein de la membrane, ainsi
que par le nombre de canaux ouverts et donc fonctionnels.

Le caractére fonctionnel des Gap junctions serait soumis & un double
systéeme de contrdle par ’AMP cyclique qui augmente la pérméabilité
membranaire et la PKC qui la diminue par phosphorylation des
protéines (Gainer et Murray, 1986 ; Saez et al., 1986 ; Takeda et al.,
1987 ; Saez et al., 1990).

L’inhibition de la communication intercellulaire 4 travers les Gap
junctions par des promoteurs a été mise en évidence par plusieurs
auteurs (Murray et Fitzgerald, 1979 ; Trosko et al., 1982 ; Fitzgerald et
Murray, 1980 ; Williams, 1980 ; Yamasaki et al., 1985). Le tableau 1,
présenté ci-contre résume les résultats obtenus par I'IARC (Yamasaki,
1990) sur l'inhibition de la communication intercellulaire, par une série
de promoteurs, in vivo, sur des systémes cellulaires différents.

Un effet suppresseur de la transformation est exercé par des cellules
normales sur des cellules transformées, lorsque ces deux types
cellulaires établissent des junctions fonctionnels. (Meh:a et al., 1986 ;
Dotto et al., 1988 ; Bigmani et al., 1988).
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Tableau 1 : Comparaison des effets promoteurs in vivo et des effets d°inhibition de
Ta communication intercellulaire via les gap junctions (GJIC) par la méthode de
microinjection de jaune de lucifer d'une série de substances chimiques (Fitzgerald et
Yamasaki, 1990).

Promotion Type cellulaire (b) Inhibition
Substance(d) in utilisé pour de 1a
vivo 1'essai GJIC communication
intercellulaire
TPA + 373, SHE, RLE +
‘ HLE, V79, NHEK, NMEK
PDD + 373, NMEK +
PDBu + 373, NMEK +
Mezerein + 3T3, NMEK +
Diacylglycerol + 373 +
PRA + 373, NMEK, RLE +
DL-ZAMI 1305 * V79 +
DDT + V79 +
BHA + V79, 373 +
Phenobarbital + V79 +
HLE-normal -
HLE-SV40 trans. +
Rat Hep (in 3T3 coculture) +
3T3 (in rat Hep coculture) -
RLE -
BHT + V79 -
Na deoxycholic acid + V79 -
Lithocholic acid + V79 -
Benzoyl peroxide + V79 -
Anthralin + V79 -
NMEK -
Elevated pH + 373 +
Ascorbate + 373 -
Uracil + 373 -
TGF-B (in vitro) + 373 -
Human placenta extract ? 373 -
3,3°.4,4"-PCB + HLE, V79, NHEK -
2,2°,4,4’,5,5"-PCB + HLE, V79, NHEK +
2,3.4,.4°,5,-PCB + HLE, V79, NHEK +
2.2°,5,5"-PCB - HLE *
NHEK +
Maté extracts ? 373 -
(HZO. Et. acetate)
Okadaic acid + NMEK, NHEK -
Chrysotile asbestos®
Amosite asbestos® HMC, RLE -
Glass fibres®

(a) PDD, Phorbol-12,13 didecanoate ; PDBu, phorbol-12,13-dibutyrate ; DL-ZAMI 1305,
DL-1-(2nitro-3-methyl-phenoxy)-3-tert-butyl-amino-propan-2-olL : DDT,
dichlorodiphenyltrichloroethane : BHA, butyl hydroxyanisole s BHT, butylated
hydroxytoluene : TGF-B, transforming growth factor B ; PCB, polychlorinated biphenyl.

(b) 373, Balb/c 3T3 ; SHE, cellules d’'embryon d'hamster syrien : RLE, cellules
épithéliales de foie de rat : HLE. cellules épithéliales de foie humain, V79,
cellules fibroblastiques., V79 d'amster chinois : NHEK, Keratinocytes épidermiques
normales d"homme, NMEK, Keratinocytes épidermiques de souris normales : HMC, cellules
mesothéliales humafines,

(c) cancérogéne pour 1'homme.



La co-culture de cellules C3H10T1/2 normales et transformées aboutit
a la suppression de la prolifération de cellules transformées lorsque
des Gap junctions sont présents et fonctionnels (Mehta et al., 1986).

L’existence de Gap junctions hétérologues entre des cellules NIH 3T3
normales et des cellules Balb/c3T3 transfectées par myc s’accompagne
d’une suppression de la prolifération clonale des cellules transfectées.
Dans le cas d’'une absence de Gap junctions entre les NIH 3T3 normales
et des cellules transfectées par ras et src, la prolifération de ces
derniéres est maintenue (Bigmani et al., 1988).

In vivo, la tumorigénicité de cellules épidermiques transformées
greffées sur un animal isologue est supprimée quand ces derniéres sont
associées 4 un nombre important de cellules normales (Dotto et al.,
1988).

Cette corrélation n’est cependant pas systématique, des agents
promoteurs comme l’acide lithocholique et des acides déoxycholiques
n’inhibent pas la communication intercellulaire sur les cellules de la
lignée V79. Ces exceptions soulignent le fait que linhibition de la
communication intercellulaire n’est pas un mécanisme d’action
intrinséque de tous les promoteurs.

L’ensemble de ces travaux soulignent I'importance de I'inhibition de la
communication intercellulaire dans la cancérogénése.

La suite de cette étude bibliographique traile des aspects des
mécanismes épigénétiques les mieux connus impliqués dans les
phénoménes de cancérogénése. L'ester de phorbol, 12-0-tétradécnoyl
phorbol-13-acétate ou TPA, a été choisi comme modéle de promoteur
tumoral ; le TPA est le plus puissant promoteur connu, il a fait Uobjet
avec d’autres promoteurs tdentifiés plus récemment, de mnombreux
travauxr qui ont contribué 4 élucider certains des mécanismes de la
cancérogéneése épigénétique.

Dans un deuxiéme temps, nous présenterons d autres promoteurs
tumorauzx, en soulignant les particularités de leur mécanisme d action
et leurs caractéres différentiels éventuels par rapport au TPA.
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Molécule de PHORBOL

12-0-Tétradécanoyl-phorbol-13-acétate
( TPA)

Figure 3 : Structure développée d'

une molécule de phorbol
et du TPA



C - Propriétés de 1’ester de phorbol, 12-0-tétradécanoyl
phorbol-13-acétate ou TPA

Les esters de phorbol constituent la famille la mieux étudiée des
promoteurs connus.

Flashentranger en 1930 isola pour la premiére fois le phorbol a partir
de I’huile de croton, extraite des graines d’une euphorbiaccae : croton
tiglium.

La molécule du phorbol de formule chimique CogHogOg, renferme un
noyau diterpéne et des groupements hydroxyles (figure 3). Le phorbol
en lui méme est inactif mais ses diesters possédent un pouvoir
cancérogéne ; ces derniers ont été bien définis chimiquement (Hecker,
1968), en particulier le TPA formé par estérification de ’hydroxyde en
12 par I’acide myristique et de ’hydroxyle en 13 par 'acide acétique.
' Certaines modifications structurales telles que Pestérification de
I'hydroxyle en position 20, une liaison ester en position 13, I'ouverture
"du noyau cyclopropane et la substitution de l'acide gras par un
acétate en position 12, réduisent fortement ou détruisent
complétement l’'activité biologique des diesters de phorbol (Rochette-
Egly, 1978).

Le passage en position a de I’hydroxyle en 4, ou sa méthylation rend
la molécule complétement inactive.

Une autre voie d’inactivation du TPA est sa conjugaison avec un acide
gras de longue chaine pour donner le TPA-20-acylate ; ce dernier est
plus lipophile que le TPA mais inactif quant & I'induction de tumeurs
sur la peau de souris, dans un schéma initiation-promotion.

La métabolisation du TPA se fait par déacylation du groupement ester
a la position 12 et 13, qui résulte en la formation de mono esters :
phorbol-13-acétate (PA) et 12-O-tétradécanoyl phorbol (TP) ; ces
métabolites, plus hydrophiles que le TPA, sont inactifs ou peu actifs
comme promoteurs (Hecker, 1968).

Le TPA n’est pas mutagéne sur bactéries et cellules de mammiféres
(Weinstein, 1980).

Il est caractérisé par son potentiel & induire des tumeurs sur la peau
de souris, préalablement exposée a des doses subcancérogénes de
cancérogénes connus. Le TPA induit les mémes effets sur d’autres
tissus (ovaires, estomac, intestin) aussi bien chez le rat que chez la
souris, lorsqu'’il est appliqué selon un schéma initiation- promotion, tel
que celui utilisé par Berenblum.
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TPA :

-CHz-CH:-CHz-CH:-CHz-CHz-Cl'lz-a'lz-a'lz-CHz-CHz-CHz-CHs
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Figure 4 : Structures développées du TPA et du diacylglycérol



L’application répétée du TPA sur la peau de différentes souches de
souris entraine, également, la génération de tumeurs malignes a la
suite d’une période de latence trés prolongée (Chouroulinkov et Lazar,
1974); ces études ont souligné la sensibilité spécifique des différentes
souches vis-a-vis du TPA, attribuée & une certaine prédispositon de
I’animal hote due a la présence constitutive de cellules initiées.

L’application topique du TPA sur la peau de souris est & l’origine
d’une multitude de réponses biochimiques et morphologiques. Parmi
les effets observés, 3 événements apparaissent corrélés le plus avec
I’action promotrice du TPA :

- I'induction rapide d’une réaction inflammatoire au niveau du derme,

- Pinduction de l'activité de l'ornithine décarboxylase (ODC), enzyme
clé de la voie des polyamines,

- I’apparition d’une hyperplasie par multiplication active des cellules
épidermiques (Weinstein, 1988 ; Fisher et al., 1989).

Ces effets sont souvent associés a ’activation de la protéine kinase C
(Castagna et al., 1982 ; Nishizuka, 1984) et sont accompagnés de la
génération de radicaux libres et de formes actives de 'oxygéne (Fujita
et al., 1984).

C.1 - Action sur la protéine kinase C et
la mobilisation du Ca++

Le TPA, de part son analogie partielle avec le diacylglycérol (figure 4) ,
active la PKC aussi bien in vivo qu’in vitro (Castagna et al., 1982 ;
Nishizuka, 1984).

La capacité des esters de phorbol & activer la PKC est bien corrélée
avec leur potentiel tumorigéne (Nishizuka, 1984). La distribution de la
PKC a travers plusieurs tissus est similaire a celle des sites de liaison
des esters de phorbol (Ashendal et al., 1983).

Les esters de phorbol, & la différence du diacylglycérol et des
activateurs endogénes de la PKC, ne sont pas métabolisés rapidement :
ils restent actifs longtemps, une fois intercalés au sein de la membrane
cellulaire. (Castagna et al., 1982).

Le TPA agit en synergie avec les ionophores de Ca2* (A23187) pour
I'activation de la PKC. Le Ca<* provoquerait une rapide redistribution
de la protéine kinase C du cytoplasme vers la membrane plasmique et
rendrait ainsi les cellules plus sensibles aux effets des esters de
phorbol (May et al., 1985 ; Wolf et al., 1985).
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La PKC exercerait un contrdle de ‘feed back" négatif sur plusieurs
étapes participant a son activation : elle induirait une diminution du
taux de I'IP3, en stimulant son hydrolyse par activation de la
phosphatase IP3, ou en bloquant I’hydrolyse des phospholipides
inositol en DG et IP3. Alternativement, la PKC stimulerait 1'élimination
du Ca2* intracellulaire par activation du transport Ca2* ATPase
(Nishizuka, 1988).

Le TPA peut donc stimuler I’action double de la PKC ; néanmoins, ne
se dégradant pas rapidement, son action persiste et la liaison
prolongée de la PKC avec la membrane peut initier la dégradation de
la PKC et sa disparition de la cellule (Nishizuka, 1988).

L’élimination de la PKC par cette voie, supprimerait le contrdle exercé
par cet enzyme dans la régulation des fonctions cellulaires et
entrainerait une prolifération incontrdlée en présence de stimuli
mitogénes.

C.2 - TPA et inflammation

Les études sur le role des prostaglandines et le métabolisme de I’acide
arachidonique dans la tumorigénicité ont été menées suite a la mise en
évidence d’infiltrations et de modifications de la perméabilité
vasculaire induites par le TPA, sur la peau de souris.

Des taux élevés de prostaglandines ont été détectés dans les urines
d’animaux développant des néoplasies, ainsi que dans des cellules
transformées en culture.

L’acide arachidonique et ses métabolites n’existent pas a 1'état libre
dans le milieu intra ou extra-cellulaire en l’absence de stimulation
physique, chimique ou hormonale. Il est stocké sous forme d’acides
gras liés d'une facon covalente au second carbone des
phosphoglycérides membranaires. Le TPA provoque le relargage de
I’acide arachidonique & partir des phospholipides membranaires par
activation de la phospholipase A2, figure 5.

L’acide arachidonique libre est le substrat d’enzymes qui conduisent a
la synthése des acides gras médiateurs de l'inflammation par deux
voies distinctes : '

- la voie des prostaglandines synthétases incluant les
cyclooxygénases et prostaglandines endoperoxidases ; cette voie
produit une prostaglandine intermédiaire, PGA2, qui constitue le
substrat d’autres enzymes impliqués dans la synthése des
protaglandines : PGE, PGF et PFD,

- la voie des lipooxygénases qui résulte en la formation d’acides
gras hydroperoxydes. Elle est a4 lorigine de la production de
leucotriénes (Flower et Blackwell, 1979 ; Weinstein, 1980 ; Fisher et
al., 1989).
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C.3 - Génération de radicaux libres et des formes
actives de l'oxygéne

L’'implication de radicaux libres, particuliérement ceux dérivés de la
molécule d’oxygéne dans la cancérogénése chimique, a fait I'objet de
plusieurs revues (Cerutti, 1985 ; Troll et Wiesner, 1985).

En réponse & des promoteurs, les neutrophiles et les macrophages
augmentent leur consommation en oxygéne, oxydent le glucose et
générent 09" et Hylo (De Chatelet et al.,, 1976 ; Kensler et Trush,
1981). L’interaction du TPA avec la PKC est suivie par l'activation
d’'une oxydase pyridine dépendante localisée dans la membrane
plasmique (Patriarca et al., 1970 ; Fujita et al., 1984).

Le TPA module également les systémes de défense de la cellule contre
les agents oxydants en inactivant la superoxyde dismutase (SOD) et la
catalase. (Solanki et al., 1981).

Le traitement par des antioxydants phénoliques ou par des enzymes
de détoxification tels que la SOD ou la catalase, inhibe plusieurs
actions des promoteurs aussi bien sur la peau de souris que sur des
cellules transformées en culture (Kozumbo et al., 1985 ; Weitzman et
al., 19856).

Ainsi, la génération de radicaux libres actifs par des cancérogénes non
génotoxiques, doit jouer un role dans les phénoménes de promotion.
Les mécanismes moléculaires exacts de leur participation, restent
encore obscurs.

C.4 - Induction de Pactivité.ODC et de la biosynthése
des polyamines

Les polyamines jouent un rdéle important dans la croissance et la
différenciation cellulaire ; toute interférence dans leur biosynthése
peut perturber ces processus (Heby, 1981).

Les principaux précurseurs des polyamines sont : l'ornithine et la S-
adénosyl-L-methionine. La putrescine; précurseur de la spermidine et
de la spermine, est formée directement par décarboxylation directe de
I'ornithine, cette réaction est catalysée par 'ornithine décarboxylase
(ODC), figure 6.

L’ODC serait I’enzyme clé de la biosynthése des polyamines et jouerait
un role modulateur sur toutes les fonctions cellulaires qu’elle
contrélent, en particulier la croissance et la différenciation.

L’ODC est largement distribué dans tous les tissus de mammiféres, son
activité basale est relativement faible (Scalabrino et Feridi, 1981). La
plus grande partie de cette activité ODC est localisée dans le cytosol,
une faible fraction est détectée dans certains organites cellulaires et
dans le noyau (Morgan, 1987).
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L’intérét accordé a cet enzyme, comme marqueur biochimique de la
transformation tumorale, est di & la détection d’une activité ODC
importante dans des cellules tumorales de cancers humains, tels que le
cancer de colon (Sumiyoto et al., 1991) et le cancer de l'estomac
(Okuzumi et al., 1991).

De méme, Papplication du TPA, sur la peau de souris, induit une
augmentation rapide et transitoire du taux de ’ODC, suivie par une
accumulation de polyamines dans les cellules épidermiques (Astrup et
Boutwell, 1982 ; Takigawa et al., 1982 ; Coffino et al., 1988 ; Nguyen-Ba
et al., 1988).

L’activité ODC peut étre stimulée par des facteurs de croissances, des
hormones de croissance, la teneur en acides aminés et en ions dans le
milieu (Jinne et al., 1978 ; Tabor et Tabor, 1984).

La stimulation de P’activité ODC peut étre obtenue également par
renouvellement du milieu (Glimour et al., 1985) et I’addition du sérum
dans le milieu (Nguyen-Ba et al., 1989).

Le TPA agit en synergie avec des facteurs de croissance, pour
Pinduction de lactivité ODC dans des cellules néoplasiques de
Hamster mais pas sur des cellules normales (O’Brien et al., 1988).

L'utilisation d’un inhibiteur spécifique de 1'0ODC, o-difluoro-methyl-
ornithine (DFMO), inhibe la promotion de tumeurs induites par le TPA
sur la peau de souris (Takigawa, 1982).

De méme, ’application de la dexaméthasone sur la peau de souris,
préalablement traitée par le TPA, montre a la fois une inhibition de la
réaction inflammatoire dans le derme et une inhibition de 1’'ODC
épidermique (Nguyen-Ba et Chouroulinkov, 1989 ; Nguyen-Ba et al.,
1992).

L'ODC est caractérisée par une demi-vie trés courte de 10 a 30
minutes (Riissel et Snyder, 1969), liée & une dégradation de la protéine
enzymatique par des protéases. (Isomaa et al., 1983 ; Seely et al.,
1982).

O’Brien et al (1987), ont identifié une nouvelle forme d’ODC de poids
moléculaire plus élevé, produite dans des cellules épidermiques de
tumeurs induites par des esters de phorbol ; cette forme d’'0ODC
échapperait a la régulation qui controle le taux d’ODC dans les cellules
normales, et conférerait aux cellules transformées une croissance
sélective.

La régulation de I’activité ODC cytoplasmique induite par le TPA se
ferait en phase post-transcriptionnelle, essentiellement par des
métallo-protéases ; l’action protéolytique intervenant dans la
dégradation rapide de I'enzyme peut étre modulée par la
dexaméthasone, mais elle varie également selon l’étape de la
transformation cellulaire (Robert, 1991).
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Ces travaux sont confirmés par ceux de Murakami et al. (1992), qui
identifient la 26S proteasome, qui serait l'enzyme responsable de la
dégradation du I’'ODC. La modulation de I’activité ODC au niveau de sa
dégradation protéolytique masque peut-étre un autre mécanisme
d’action du TPA.

C.5 - Inhibition de la communication intercellulaire

La communication intercellulaire qui s’établit normalement & travers
les "Gap junctions' empécherait ’expression de 1’état initié d’une
cellule, si elle est entourée de cellules normales ; par contre si cette
communication est inhibée, le phénotype initié apparait.

L’induction de la prolifération clonale de cellules initiées est une
caractéristique de la majorité des promoteurs ; l'inhibition de la
communication intercellulaire par ces derniers est I’'un des mécanismes
épigénétiques invoqués dans la cancérogénése (Lowenstein, 1979 ;
Murray et Fitzgerald, 1979 ; Yotti et al., 1979 ; Yamasaki et al., 1985 ;
Sugie et al., 1987).

Le TPA inhibe la communication intercellulaire des cellules (V79)
d’Hamster chinois, des cellules épidermiques de souris, des cellules de
lignée Balb/C3T3 et des hépatocytes de rat (Murray et Fitzgerald,
1979 ; Williams, 1980 ; Fitzgerald et al., 1989).

Une bonne corrélation existe entre la capacité des esters de phorbol a
inhiber la communication intercellulaire et 'induction de tumeurs in
vivo ; en effet, le phorbol et le 4-a-phorbol-12-13-didecanoate, connus
comme non promoteurs de tumeurs sur la peau in vivo, n’inhibent pas
la communication intercellulaire (Yotti et al., 1979).

Les mécanismes d’inhibition de la communication intercellulaire par le
TPA, impliqueraient la phosphorylation des protéines des Gap
junctions (Takeda et al., 1987). La libération de ’acide arachidonique
induite par le TPA donnerait des composés actifs au niveau des Gap
junctions incluant les métabolites de la voie des lipooxygénases, les
radicaux libres, les produits de peroxydation de lipides et l’acide
arachidonique lui-méme.(Saez et al,1990).

L’inhibition de la communication intercellulaire par le TPA est réduite
sous l'effet d’agents anti-promoteurs tels que l’acide rétinoique
(Rogers et al., 1990) et ’AMP cyclique (Roseng et al., 1992).

Néanmoins, le TPA n’'inhibe pas la communication intercellulaire des
cellules épidermiques de la peau de souris in vivo et in vitro (Kam et
Pitts, 1988 ; Pasti et al., 1988).



Tableau 2

: Tableau récapitulatif des inhibiteurs du TPA et de leurs effets,

Substance Formation [hyperplasie{Activité|Acide arachidonique] Activité PKC GJIC Références
de 0DC
tumeur PLA2 Cycl Ox oxydante
Lipo 0X
TPA + + + + + + + -
AIS - (a) - (b) -(a,b) (a) Slaga, 1980
Schwartz et al.,1977
Rétinoides - (o) - (¢) (b) Belman et Troll, 1972
Nguyen-Ba et al., 1992
Inhibiteurs - (d) - (d) (c) Verma et Boutwell, 1977
de protéases (d) Slaga, 1980
(e) Roseng et al., 1992
AMP cyclique - (e) +(e)
Forskoline +(e)|(f) Kato et al., 1983
(g) Gschwendt et al., 1983
Quercétine - (f) - (f) - (g) -(9) Newmark, 1987
Curcumin - (h) - (h) - (h) (h) Levin et al., 1977
Hughes et al., 1989
DFMO - (1) - (1) Huang et al., 1991
(i) Slaga et al., 1978
Phénidone - (3 (-)site non spécifié Takigawa et al., 1982
3 (J) Fischer et al., 1989
Dibromo- - (J) - (J) (k) Tamaoki et al., 1986.
acétophénone (1) Sako et al., 1988
Yamamoto et al., 1989
Staurosporine + (1) + (1) - (N -(k) (m) Kosumbo et al., 1985,
BHA + (m) - (m) - (m)

AIS = Antiinflammatoires stéroidiens.
DFMO = a-difluoro-methyl-ornithine.

BHA =
0DC =
PLA

butyl hydroxyanisole.

ornithine décarboxylase.
= Phospholipase Ay.
Cycl. 0X = cyclooxygénases.

Lip. OX = 1ipooxygénases.
PKC = Protéine Kinase C.
GJIC = Communication interceliulaire par les Gap junctions.




C.6 - Inhibiteurs des effets du TPA.

Compte-tenu de la multitude des effets du TPA in vivo et in vitro, il
est difficile de déterminer lesquelles de ces réponses induites
participent a l'effet promoteur du TPA.

L’utilisation d’un grand nombre d’inhibiteurs et de modulateurs des
événements observés, a permis d’élucider I'importance de chaque
événement dans le processus de formation de tumeurs.

Les inhibiteurs étudiés sont des inhibiteurs de I'hyperplasie, de
lactivité ODC et la synthése des polyamines, de la synthése des
prostaglandines et des inhibiteurs de la protéine Kinase C. Les
antioxrydants et les inhibiteurs de protéases ont été également utilisés
comme inhibiteurs de la promotion (tableau 2).

Des anti-inflammatoires stéroidiens tels que : le cortisol, la
dexaméthasone et la fluocinolone acétonide, inhibent la promotion de
tumeurs par le TPA (Schwartz et al., 1977, Slaga, 1980).

Les effets inhibiteurs de la dexaméthasone s’accompagnent d’une
diminution de l'activité ODC dans le compartiment épidermique
(Belman et Troll, 1972 ; Nguyen-Ba et Chouroulinkov, 1989 ).

Le DFMO, les rétinoides, la quercétine ainsi que des complexants de
radicaux libres tels que le butyl hydroxyanisole (BHA), inhibent
également l’activité de l'ornithine décarboxylase (Verma et Boutwell,
1977 ; Slaga et al., 1978).

Le phénidone, dibromoacétophénone, quércetine et curcumin exercent
une action inhibitrice sur I'effet promoteur du TPA, aux niveaux de la
phospholipase A2, les lipooxygénases et/ou cyclooxygénases (Levin et
al., 1977 ; Gschwendt et al., 1983 ; Hughes et al., 1989 ; Fischer et al.,
1989 ; Huang et al., 1991)

La staurosporine, inhibiteur puissant de la protéine kinase C (Tamaoki
et al., 1986 ; Kiyoto et al. 1987), inhibe la phosphorylation de protéines
induite par le TPA (Yamamoto et al., 1989); elle supprime également la
génération de superoxydes a partir de leucocytes polynucléaires (Sako
et al., 1988 ; Yamamoto et al., 1989)

Des agents inhibiteurs de protéases se révélent étre des inhibiteurs de
la promotion induite par le TPA ; il en est de méme pour des agents,
tel que la forskoline, qui entrainent 'augmentation du taux de I’AMP
cyclique intracellulaire (Slaga, 1980, Roseng et al., 1992).
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Tableau 3 : Tableau récapitulatif des effets des promoteurs type TPA et non TPA selon
Fujiki et Sugimura, 1987 ; Fujiki et al., (1989) : Levine et al., (1990).

Promoteur Formation|Irritation| pouvoir |ODC| AA | activité | 1iaison | 1iaison Ph.2A} PKC |GJIC Références
de d’adhésion oxydante PDGF - EGF - plus récentes
tumeurs HL60 récepteur|récepteur et remarques
TPA + + + + + + - + -
Type TPA
Téléocidines + 4+ + + + - +
Aplysiatoxines + + + + + - +

Type non TPA

Palytoxine + + - - + + - - SE
(d,e) p
redistribution
de 1a PKC
Thapsigargine + + . - - € décharge Cal*
de R.E.
Acide okadaique + 9 + 9 + @ - b a . (+)
Staurosporine d t + - +¢ o+ - - d Redistribution
de Ta PKC
SE = Sans effet. a : Suganuma et al., 1988
GJIC = Communication intercellulaire par les Gap junctions. b : Dean et al., 1991
00C = ornithine décarboxylase. ¢ : Jiang et al., 1992
AA = Acide arachidonique. d : Kiley et al., 1992
Ph.2A = Phosphatase 2A. e : Thastrup et al., 1990
PKC = Protéine kinase C

(+) Activation indirecte de 1a PKC.



D - Propriétés des cancérogénes non génotoxiques autres que
les esters de phorbol.

Plusieurs classes de promoteurs qui différent structurellement des
esters de phorbol ont été identifiées au cours des vingt derniéres
années. Fujiki et al. (1989). se sont intéressés spécialement a des
promoteurs appartenant a4 des classes de toxines marines. Leurs
résultats sur les mécanismes d’action de ces promoteurs leur ont
permis de distinguer : des promoteurs type TPA et des promoteurs
type non TPA selon leur capacité a se lier ou non au récepteur

membranaire des esters de phorbol : l1a PKC (tableau 3).

D.1 - Les promoteurs type TPA

Les promoteurs type TPA incluent les téléocidines et aplysiatoxines
qui sont des toxines marines, isolées respectivement du mycélium de
Streptomyces mediocidus et d’une algue bleue marine.

Le TPA, téléocidines et aplysiatoxines ont des structures trés
différentes, mais se lient au méme récepteur membranaire, la PKC,
avec des affinités différentes liées a la lipophilie de chaque classe
(Fyjiki et al. 1989 ; Nishizuka, 1984).

L’activation de la Protéine Kinase C par les promoteurs type TPA,
entraine la phosphorylation de la tyrosine des récepteurs des facteurs
de croissance épidermiques (EGF) et linhibition de la liaison
spécifique de 'EGF & ses récepteurs membranaires.

L’induction de I’adhésion des cellules HL60, en suspension a l'état
normale, a été observée pour tous les promoteurs type TPA (Fujiki et
Sugimura, 1987).

D.2 - Les promoteurs type non TPA

La classe des promoteurs type non TPA comprend la palytoxine, la
thapsigargine, ’acide okadaique, la staurosporine ; ces promoteurs ne
se lient pas aux récepteurs membranaires des esters de phorbols et
n’activent pas la PKC (tableau. 3).

La palytoxine est une toxine hydrophile, dont la structure a été
déterminée en 1981, par Moore et Hirota.

D’une part, la palytoxine n’inhibe pas la liaison spécifique 3H-TPA du
TPA & ses récepteurs, n’active pas la PKC, n’inhibe pas la
communication intercellulaire et n’induit pas l’activation de IODC.
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D’autre part, elle induit ou agit en synergie avec le TPA pour le
relargage de prostaglandines a partir de macrophages (Levine et al.,
1990), elle stimule également la génération d’anions superoxydes a
partir de neutrophiles (Fujiki et al., 1989).

L’inhibition de la liaison des EGF a leurs récepteurs par la palytoxine
se fait par une voie différente de celle des promoteurs type TPA, elle
est indépendante de la PKC et du taux intra et extracellulaire des ions
Ca2+, elle apparait faciliter I'influx du Na+ a travers la pompe Na+/H+.

La thapsigargine, isolée des racines de Thapsia garganica, induit un
certain nombre de réponses cellulaires (tableau. 3) qui seraient
activées par un seul événement commun : I’augmentation prononcée et
rapide du Ca2*t cytolosique libre.

La thapsigargine provoque une décharge directe du Ca2* stocké dans
les compartiments intracellulaires sans I’hydrolyse des
inositolphospholipides membranaires, mais en_ agissant comme
inhibiteur spécifique et puissant de I’ATPase Ca2* dépendante, du
réticulum endoplasmique (Thastrup et al., 1990).

L’acide okadaique est un composé polyether, isolé d’'une éponge noire
Halichondria okadai, sa structure chimique a été déterminée par
Tashibana et al., (1981) ; il est le promoteur, type non TPA, le plus
puissant et induit notamment une forte augmentation de lactivité
ODC dans les tissus gastriques des rongeurs (Suganuma et al., 1988).
L’acide okadaique inhibe la phosphatase 2A (Sassa et al., 1989) ; il
induit ainsi une activation indirecte de la PKC, en favorisant les
cascades de phosphorylation impliquées dans la réponse mitotique
(Haystead et al., 1989).

La staurosporine est un alcaloide microbien, qui exerce une action
double dans le phénoméne de la promotion : '

Elle agit comme inhibiteur puissant de plusieurs protéines kinases en
particulier la PKC, en entrainant ainsi l'inhibition des effets des
promoteurs type TPA (Tamaoki et al., 1986 ; Kiyoto et al., 1987).Mais
la staurosporine agit également comme irritant et induit des effets
caractéristiques de promoteurs tels que : le relargage de
prostaglandines et I'induction de I'activité ODC (Jiang et al., 1992).

Il est sir que la liste des promoteurs, cités dans cette étude
bibliographique, est loin d’étre exhaustive ; néanmoins, elle illustre la
variabilité des mécanismes épigénétiques qui peuvent étre impliqués
dans le processus de la cancérogénése. Cette variabilité peut &tre a
l'origine des effets de synergisme qui peuvent étre observés entre
différents promoteurs.
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V - La transformation cellulaire in vitro, role dans la cancérogénése

On appelle transformation cellulaire le processus de conversion de
cellules normales cultivées in vitro en cellules qui présentent des
propriétés morphologiquement propres aux cellules néoplasiques et
qui, inoculées & des animaux isologues, développent des tumeurs
(Elias, 1993).

Comme le processus de cancérogénése in vivo, la transformation
néoplasique in vitro est un processus progressif qui implique plusieurs
étapes qualitativement différentes depuis l'initiation jusqu’'au stade
tumorigéne (Barrett et Ts’o, 1978 ; Kakunaga et Yamasaki, 1985 ;
Thomassen et al., 1985).

L’essai de la transformation morphologique de cellules en culture,
occupe une place importante et particuliéere parmi les différents
systémes d’étude de la cancérogénése. Le phénotype transformé est le
critére étudié qui exprime les modifications morphologiques résultant
de I'ensemble des altérations génotoxiques et/ou épigénétiques qui
peuvent s’opérer au cours de plusieurs cycles de division des cellules
cultivées en présence d’'un agent environnemental & risque.

La transformation cellulaire sur cellules mime in vitro, les différentes
étapes de la tumorigénicité in vivo et répond ainsi au but recherché :
la détection d’une activité cancérogéne.

Cet essai est effectué sur des systémes cellulaires de mammiféres,
généralement des cellules fibroblastiques ; il offre 'avantage d’avoir
des voies métaboliques d’activation et de détoxification plus proches
des conditions in vivo (en particulier les systémes utilisant des
primocultures).

Ces systémes offrent également les avantages d’étre relativement
simples, rapides et moins coiiteux que les expérimentations animales.

La transformation cellulaire in vitro a été réalisée pour la premiére
fois par Berwald et Sachs (1963), sur des cultures primaires et
secondaires de cellules d’embryon de Hamster syrien (SHE), traitées
au benzo(a)pyréne et au méthylcholanthréne et repiquées
réguliérement quand elles atteignaient la confluence.
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TABLEAU 3Bis: Transformation des fibroblastes. Principales caractéristiques
structurales et fonctionnelles.

Morphologie celbdaire

Microscope oprigue : Pléiomorphisme; augmentation 6e la basophilie cytoplasmique, du nombre er
de la dimension des nucléoles, du rapport pucléus icyiopiasme; cyioplasme
rétracté, désorganisation de Factipe.

Microscope élec:ronigue : Changements topogTaphiques de ls sutface; aspect irrégulier, dentelé, présence
de nombreuses microvillosités.

Ceraciéristigues de surface

* modifications de glveoprotéines et glveolipides; diminwion ou disparition de la fibronsmine

* perie d'antigénes, apparition ou réapparition de nécantigénes

* pemuwrbations de Ja perméabiiité, des transports actifs e des charges électrigues

¢ 2ugmentation de la Suidite membranaire

* modificarions des enzymes de surface

* modifications du cytosquelente interne associé 3 la membrane

* 3ugmenution de l'agglutinabilité cellulaire par des iecines.

Auires modificarions biochimigues

¢ diminution du taux d’AMP cvcligue

¢ augmentation de Ja glveolvse anaérobie

* augmentstion de Ja production de I'enzvme activateur du plasmincgéne : sciivité Abrinoivtique acerue.
Modificarions chromosomigues
Caraczérisiigues de eroissance

Morpboiogie de la cuiture cellulaire alié-

* abolition de Pinhibition de s motilité cellulaire 2u conact s¢e : population celiulaire enchevérrée,
* perie de Iinhibition de croissance densité-dépendante . . empilée, plurisrarifiés; nombreuses

mitoses; densité de saturation accrue.
* sérum-dépendance pour croissance, diminuée

» abolition de la dépendance d’ancrage. . . . . . . . . Croissance en milieu semi-sojige.
* potentiel de croissance in virro, illimiié

In vrvp - Tumorigénicizeé.
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Les cellules témoins avaient une durée de vie limitée (4 peu prés 4
passages), alors que les cultures traitées ont développé des foyers de
cellules capables de proliférer d’une fagon continue : cellules
transformées. L’inoculation subcutanée de ces cellules transformées
sur des hamsters adultes, a produit progressivement la croissance de
tumeurs au point d’injection. Ce résultat est d’'une importance majeure
et met en évidence le critére transformation cellulaire in vitro comme
outil prédictif de la cancérogénése in vivo.

En 1965, les mémes auteurs ont développé un essai quantitatif de
transformation par le traitement de cellules SHE 4 une densité
clonale. L’examen des colonies formées permet de distinguer les
colonies normales des colonies morphologiquement transformées. Une
grande proportion de colonies transformées (3-14 %) a été observée
chez les cellules traitées mais pas chez les cellules témoins.

D’autres tests de transformation cellulaire ont été développés sur des
lignées établies de cellules fibroblastiques. Les deux seuls systémes qui
ont été utilisés au niveau international, avec le test sur SHE, et qui ont
fait l’objet d’études inter-laboratoires en vue d’une validation
utilisent :

* la lignée C3H10T1/2 développée et clonée & partir de la
prostate de souris adulte C3H par Chen et Heidelberger (1969) et
Reznikoff et al. (1973),

* la lignée de fibroblastes de souris, Balb/c3T3, développée a
partir de Balb/c (Aaronson et Todaro, 1968), et reclonée par Di Paolo
et al. (1972) ainsi que par Kakunaga(1973).

Les principales modifications structurales, biochimiques et
fonctionnelles des fibroblastes au cours du processus de
transformation néoplasique induit par les cancérogénes sont
présentées dans le tableau 3 bis.

Les fibroblastes transformés présentent des modifications cytologiques
touchant toute l’architecture cellulaire auxquelles sont associées des
perturbations fonctionnelles de croissance : les cellules échappent aux
mécanismes normaux de controle de la croissance, continuent a se
diviser, s’enchevétrent et s’empilent. La transformation morphologique
est prise en compte comme critére de l'effet transformant dans les
systémes fibroblastiques utilisés pour la détection des cancérogénes :
les colonies transformées pour les cellules SHE (figure 6 bis) et les
foyers de transformation pour les cellules des lignées établies
C3H10T1/2 et Balb/c3T3.
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Chouroulinkov et Lasne (1978) ont reproduit in vitro, sur des SHE, la
cancérogénése en deux phases pour étudier les mécanismes de la
cancérogénése non génotoxique et de détecter les cancérogénes
épigénétiques. Ils ont été, avec Mondal et Heidelberg (1976) sur la
lignée C3H10T1/2, les premiers & démontrer I'augmentation du taux de
transformation cellulaire lors de l’association d’un initiateur (type
B(a)P) et d’'un promoteur, le TPA et ’analogie avec la cancérogénése
en deux étapes décrite, in vivo, par Berenblum (1941).

Un grand nombre de substances a été testé sur le systéme SHE,
incluant des agents alkylants, des hydrocarbures aromatiques
polycycliques, nitrosamines et nitrosamides, amines aromatiques,
colorants aminoazo, hormones, sels de métaux et divers autres
composés (Barrett et al., 1984 ; Di paolo et al., 1969, 1972 ; Pienta et
al.,, 1977, 1981 ; Riverdal et Sanner, 1982, 1985 ; Lasne et al., 1974 ;
Elias et al., 1989 ; Roseng et al., 1992).

Cet essai s’est montré trés sensible & la détection de cancérogénes
pour 'homme qui restaient non actifs dans des tests de génotoxicité
classiques : 'amiante (Hesterberg et Barrett, 1984), I'arsenic (Lee et
al, 1985), Le benzéne (Amacher et Zelljadt, 1973 ; Barrett et Lamb,
1985), le diéthylstilboestrol (Barrett et al, 1981).

Ce systéme a cependant, quelques limites qui entravent son utilisation
comme un test de routine, qui sont :

-

* la sensibilité variable des différents lots de cellules a la
transformation, en fonction de I’embryon dont elles dérivent et de la
qualité du sérum utilisé, qui implique la réalisation d’essais
préliminaires pour le choix de lots appropriés. Ceux-ci doivent donner
une efficacité de clonage adéquate pour l'interprétation des résultats
et la meilleure réponse transformante pour des cancérogénes connus.

* la lecture est subjective, mais cette difficulté est atténuée par
une expérience avancée du lecteur ainsi que par des lectures
effectuées indépendamment par plusieurs personnes.

Les tests de transformation cellulaire sont les plus aptes, parmi les
tests de cancérogénése a court terme, & détecter in vitro le potentiel
cancérogéne d’une substance tant génotoxique que non génotoxique
(épigénétique).
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VI - Chlordane

G Cl
CI
Cl
Cl
Cl

A - Production et utilisation

Le chlordane est un insecticide organochloré utilisé dés 1950 ; il a été
largement produit aux Etats-Unis ol sa production atteignait 9500
tonnes en 1974 (WHO, 1988). Ses usages agricoles concernaient la
protection des cultures de mais et de pommes de terre, le traitement des
arbres ornementaux et des pelouses .

Son utilisation en agriculture a été interdite assez tot, mais il est resté
autorisé jusqu’a ces derniéres années pour la protection du bois contre
les termites. La quantité de chlordane utilisée pour la lutte contre les
termites aux Etats-Unis est passée de 4500 t en 1980 (Eswortly, 1985) a
1800 t en 1986 (US-Environmental Protection Agency, 1987). Le Japon en
1986 (Takamiya, 1990), puis les Etats-Unis et la CEE ont successivement
interdit le chlordane en tant que termicide.

La teneur maximale de résidus de chlordane est de 0,02 mg/Kg dans les
céréales (J.0. du 25/2/1989), elle est fixée a 0,05 mg/Kg pour les fruits et
légumes (J.O0. du 22/9/1992).

La DLS50 du chlordane, administré par voie orale sur le rat, est de 460
mg/Kg de poids corporel (J.0. du 28/3/1989).

La forte liposolubilité et la stabilité du chlordane expliquent sa
rémanence élevée, exprimée par un temps de demi-vie dans
I'environnement d’une dizaine d’années (Conway, 1982). Malgré ces
inconvénients qui sont & I'origine de sa limitation d’emploi, le chlordane
reste encore utilisé dans plusieurs pays ou la réglementation est moins
stricte voire inexistante.
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B - Métabolisme, résidus et toxicité du chlordane

Le chlordane technique contient des isoméres cis et trans ainsi que des
impuretés mineures d’heptachlore et de nonachlore.
Le chlordane est rapidement absorbé au niveau de la partie
gastrointestinale et & travers la peau des rongeurs.

La voie majeure de métabolisation du chlordane cis et trans se fait par
époxydation en oxychlordane.

L’heptachlore, formé par déhydrochlorination, constitue un métabolite
mineur des isoméres du chlordane. Cette voie génére I’époxyde
d’heptachlore et d’autres produits d’hydroxylation.

D’autres voies de métabolisation sont proposées telles que la
déchlorination du chlordane en monochlorodihydrochlordéne ou le
remplacement d’atomes de chlore par des groupements hydroxyles pour
former des métabolites hydroxylés éliminés dans les selles.

Aucune augmentation du chlordane trans et cis n’a été notée dans le
sang de souris traitées par le chlordane (0,48 mg/animal) pendant 29
jours. Le chlordane induirait son propre métabolisme.

Des résidus de chlordane ont été trouvés dans le sang d’opérateurs et de
sujets humains non directement exposés a ce pesticide (Wariishi et al.,
1986) ainsi que dans le lait de nourrices (Miyazaki et al. 1980).

De par sa lipophilie, le chlordane s’accumule dans les tissus adipeux et
les organes riches en graisse comme le tissu hépatique (Nogushi, 1985).

Le chlordane comme les autres pesticides organochlorés a des effets
excitants sur le systéme nerveux central, se traduisant par des
convulsions ; il induirait des ulcéres gastriques selon Boyd et Taylor
(1969). Au niveau cellulaire, le chlordane a 0,5 mM entrainerait des
altérations de la membrane mitochondriale, une inhibition du transport
d’électrons et de la phosphorylation oxydative (Ogata et al., 1989).

C -_Cancérogénicité et génotoxicité du chlordane

Des cas de neuroblastomes chez des enfants ont été associés 4 une
exposition pré et post natale au chlordane utilisé comme termicide.; des
cas de leucémies ont été reliées également a l’exposition de sujets
adultes au chlordane et a I'’heptachlore (Infante et Freeman, 1978 ;
Infante et al.,1978) ; mais la part de chacun de ces deux dérivés dans les
effets observés n’est pas connue.
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Aucune corrélation claire n’a été établie entre I’exposition au chlordane
et 'augmentation de l'incidence d’hépatocarcinomes ou d’autres cancers
chez ’homme (Hayes et al., 1965 ; Hayes, 1982).

Les données sur ’hépatocancérogénicité du chlordane chez les rongeurs
sont controversées : la plupart des travaux montrent une induction de
tumeurs par le chlordane chez la souris (Epstein 1976 ; World Health
Organisation, 1984). Les effets sur le rat sont moins évidents : le
chlordane induit en effet une augmentation de I'incidence des nodules
hépatiques chez des rats miles et femelles aprés 80 semaines de
traitement 4 des doses de I'ordre de 200 4 400 mg/Kg pour les males et
120 4 240 mg/kg pour les femelles, mais n‘augmente pas le taux de
tumeurs (National Cancer Institute, 1977). Cette variabilité apparente de
la cancérogénicité du chlordane in wvivo chez les rongeurs pourrait
s’expliquer par des caractéres de spécificité d’espéce et le niveau des
concentrations testées.

In vitro, le chlordane n’induit pas de mutation reverse sur les souches
TA100 et TA98 de Salmonella Typhimurium his". (Simmon et al. 1977 ;
Mortelmans et al, 1986). Il n’induirait pas de mutations géniques sur les
cellules eucaryotes : les essais de mutation reverse sur des cellules
épithéliales de foie de rat, mutants au locus HGPRT, sont restés négatifs
(Telang et al., 1982a) ; il en est de méme des essais sur les lignées de
cellules fibroblastiques D.550 d’origine humaine (Tong et al, 1982) et V79
de hamster (Tsushimito et al., 1983).

Le chlordane serait également dénué d’activité clastogéne sur I’ADN de
plasmides isolés & partir d’E. coli (Griffin et al., 1978)

Les seuls travaux faisant état d’une activité génotoxique du chlordane
sont ceux de Ahmed et al. (1977a, 1977b) qui rapportent des résultats
positifs de deux essais de mutagénése : essai de mutation reverse sur des
cellules V79 au niveau du locus de 'ouabaine et essai d’induction de la
synthése non programmée de I’ADN (UDS) sur des cellules
fibroblastiques humaines transformées SV40. Ces résultats peuvent étre
liés & une contamination du chlordane testé, par des impuretés, telque
I’heptachlore, et doivent étre considérés avec prudence.

Le chlordane a été rapporté comme pouvant induire une augmentation
des échanges de chromatides soeurs (SCE), in vivo sur des poissons
mudminnow et in vitro sur lignées de cellules de lymphome humain
(Sobti et al., 1983 ; Vigfusson et al., 1983)

L’hépatocancérogénicité du chlordane et I’absence en général d’effets
génotoxiques ont conduit certains auteurs i suggérer que cette
substance exercerait ses effets cancérogénes par un mécanisme
épigénétique (Williams, 1980).
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L’administration de chlordane, & des concentrations de 25 mg/kg dans
Palimentation pendant 25 semaines & un groupe de souris traitées
préalablement & la N-nitrosodiéthylamine (20 mg/l d’eau de boisson
pendant 14 jours), a été suivie d’une augmentation de l'incidence
d’adénomes et de carcinomes hépatiques ; le chlordane apparait donc
agir comme un promoteur, qui potentialiserait les effets des initiateurs

(Williams et Numoto,1984).

Le chlordane s’est montré étre un inhibiteur de la communication
intercellulaire sur des primocultures d’hépatocytes de souris et de rat,
ainsi que sur des lignées de cellules épithéliales de foie de rat (ARL), et
de lignées V79 (Telang et al, 1982b ; Tsushimoto et al, 1983 ; Ruch et al,
1990). Cet effet serait di au chlordane lui-méme et non & ses
métabolites, ainsi que 'ont montré Ruch et al., (1990), en utilisant des
inhibiteurs des monooxygénases de type cytochrome P450 (le SKF - 525
A, monoxyde de carbone ou butoxyde de piperonyl). IIs ont aussi montré
que l'inhibition était moindre en présence d’AMP cyclique.

Le chlordane, 4 la concentration de 1 pM, stimule la protéine kinase C,
d’une maniére similaire au TPA (Moser et Smart, 1989). La stimulation de
la PKC par le chlordane est dépendante du calcium ; en présence de Ca2*
exogéne, la stimulation de la PKC par le chlordane est cinq fois
supérieure a celle induite par le TPA. L’activation de la PKC par le
chlordane est dépendante des phospholipides et peut &tre inhibée par la
quercétine.

Suzaki et al. (1988) ont montré que le chlordane augmente la
concentration de calcium intracellulaire dans des leucocytes

polynucléaires.

Cette étude suggére que le mécanisme des effets de promoteur tumoral
du chlordane, impliquerait une modification des concentrations de
calcium intracellulaire, couplée avec une activation de la PKC.

Nous avons essayé, au cours de ce travail, d’ apporter une contribution d
Pétude des mécanismes épigénétiques de Ulaction cancérogéne du
chlordane. Nous avons étudié Ueffet du chlordane, dune part sur la
transformation des cellules embryonnaires de hamster Syrien et &’ autre
part sur la communication intercellullaire des cellules V79.

Nous avons préalablement étudié les effets mutagénes de la substance,
lesquels avaient donné lieu a des résultats contradictoires.
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VII -_Chlorothalonil

CN
Cl Cl

Cl CN
Cl

Noms chimiques : Tétrachloroisophtalonitrile ; 2,4-5,6 tétrachloro 1-3-
benzendicarbonitrite

A - Production et utilisation

Le chlorothalonil est un pesticide organochloré utilisé pour ses
propriétés fongicides ; il est commercialisé sous différents noms,
Daconil 2787, Bravo, Nopocide,... Ses utilisations agricoles concernent
le traitement des fruits et légumes, des céréales, des arachides en
particulier et aussi celui des pelouses et des plantes ornementales ; le
chlorothalonil est aussi utilisé pour la conservation des peintures et
des colles.

La production commerciale a débuté aux Etats-Unis en 1969, avec une
production annuelle de 5000 tonnes (U.S. Tariff. Commission, 1971).
Au Japon, le taux de production annuelle est estimé a 3000 tonnes. La
substance n’est pas produite en Europe, ou elle serait importée des
USA.

La teneur maximale de résidus de chlorothalonil est de 0,02 mg/kg
dans les céréales (J.0. du 25/2/89) : elle est fixée a 0,2 mg/kg pour les
bananes et 4 1 mg/kg pour les tomates, melons et cornichons (J.0. du
22/9/92).

La dose journaliére acceptable de chlorothalonil chez I’homme
recommandée par le Comité mixte OMS/FAQ pesticides (1990) est de
0,03 mg/kg/j.



-

Le chlorothalonil, & la différence de la majorité des dérivés
organochlorés est biodégradable, son temps de demi-vie dans les sols
serait de 2,56 & 3 mois (Stallard et Wolf, 1967). Les voies oxydatives de
biotransformation conduisent & la formation de dérivés hydroxylés,
notamment en 4 (Szalkowski et Stallard, 1976) : le dérivé 4-hydroxylé
est aussi formé aprés hydrolyse. Le chlorothalonil serait également
peu bioaccumulable, ainsi qu’il a été montré chez les poissons par
Davies (1988).

B - Métabolisme

Suite & 'administration de chlorothalonil marqué (14C) a une dose de 1
mg/kg p.c. & des rats Sprague Dawley, moins de 6 % de la radioactivité
serait retrouvée dans le sang ou les urines dans les 48 heures qui
suivent le traitement (Chin et al, 1981). Aprés un traitement par
gavage a l'aide d'une dose de 50 mg/kg a des rats, 3 % de la
radioactivité était retrouvée en 96 heures dans les urines, plus de 90 %
étant éliminé par les fécés.

Le chlorothalonil serait éliminé par voie urinaire sous forme de thiols.
La quantité de thiols métabolisés serait liée a lactivité de la
microflore intestinale ; elle serait plus importante chez le rat que chez
le chien ou le singe . 0,5 % de la radioactivité serait fixée au niveau des
tissus, 0,05 % au niveau rénal (Rapport Ministére de I’Environnement,
1991).

Aprés administration orale chez le rat, la distribution du chlorothalonil
serait maximale au niveau des reins, qui renferment 0,25 % de la dose
administrée par gramme de tissu, avec 81 % de la radioactivité
répartie dans le cytosol et 54 % dans les mitochondries ; aucune liaison
covalente a I’ADN des cellules rénales n’a été rapportée
(Chouroulinkov, 1990).

Le chlorothalonil réagit avec les composés sulfhydryles ; il a été trouvé
lié aux histones de cellules de thymus de veau et au noyau de cellules
de foie de rat, mais pas 4 I’ADN in vitro (Rosanoff et Siegel, 1981).

La métabolisation du chlorothalonil impliquerait la formation de
conjugués au glutathion qui seraient convertis au niveau du rein en
thiols sous l'action de I’enzyme b-lyase . Une partie de ces thiols est
excrétée par voie urinaire aprés méthylation. Une autre partie aprés
une réaction avec des groupes ‘sulfhydryles’, pourrait entrainer un
dysfonctionnement des mitochondries, se traduisant par une réduction
des teneur en ATP, une inhibition de l’activité Na+/K+ ATPasique
suivie d’'une entrée passive d’eau et la formation de vacuoles ; les
cellules finissent soit par mourir, soit par développer une hyperplasie
entrainant la formation de tumeurs (Chouroulinkov, 1990).
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C -_Effets toxiques

Le chlorothalonil est sensibilisant ; des dermatites sévéres ont été
observées chez le personnel agricole manipulant ce fongicide (Horiuchi
et Ando, 1980) et les travailleurs exposés a des produits de
conservation du bois (Bach et Pederson, 1977 ; Spindeldreier et
Deichmann, 1980).

La DLg( du chlorothalonil chez la souris femelle ICR est de 6000 mg/kg
et de 2,5 mg/kg lors d’administrations respectivement par voie orale et
intrapéritonéale (Yoshikawa et Kawai, 1966). Chez le rat, la DL5O est
supérieure a4 10 g/kg (Spencer, 1973).

Le chlorothalonil se montre trés toxique pour le poisson, avec une
CLg0-96 h de 10 a 30 pg/l, chez Salmo spp et Galaxias spp (Davies,
1985a). Des valeurs de CL5q 4 8 jours de 250 ug/l et 430 pg/l ont été
enregistrées respectivement chez la truite arc-en-ciel et le poisson
chat. La toxicité élevée du chlorothalonil chez les poissons serait liée a
sa meétabolisation rapide en conjugués du glutathion (Davies et al.,
1985b).

D - Données sur la cancérogénicité du chlorothalonil

Le chlorothalonil n’induit pas de mutation réverse chez les
souches TA98 et TA100 de Salmonella typhimurium his™, en présence
et en absence d’activation métabolique (Kawachi et al., 1980). Le
chlorothalonil ne s’est pas non plus révélé mutagéne chez deux
microorganismes eucaryotes : Saccharomyces cerevisiae et Aspergillus
nidulans (De Bertoldi et al, 1980).

Des études de mutagénése sur des cellules de mammiféres (V79 et
Balb/c3T3) ont confirmé I'inactivité du chlorothalonil & induire des
mutations géniques (MEV, 1990).

Kawachi et al., (1980) n’ont pas observé d’aberrations chromosomiques
sur des cellules fibroblastiques de poumons d’hamster traitées au
chlorothalonil. Cette substance n’induit pas de micronoyaux chez le
rat, la souris et le hamster chinois (MEV, 1990).

Plusieurs études de cancérogénése in wvivo ont été réalisées. Le
chlorothalonil n’a pas entrainé d’induction de tumeurs, administré
dans I’alimentation a des souris femelles et males durant 80 semaines,
a doses élevées de 2688 et 5375 ppm en moyenne dans la nourriture
pour les miles (soit 385 et 770 mg/kg/j p.c.), et pour les femelles de
3000 et 6000 ppm (soit 430 et 860 mg/kg/j p.c.). La durée de cette
étude a été jugée insuffisante. :
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Par contre, admistré i des rats males et femelles durant 80 semaines,
a des concentrations de 5063 ppm et de 10126 ppm en moyenne dans
les aliments (soit 250 et 500 mg/kg/j p.c.), le chlorothalonil a induit
des adénomes et des adénocarcinomes de P’épithélium tubulaire rénal
(NCI, 1978).

Sur la base de ces résultats et par suite de ’absence de données chez
I’homme liée a la commercialisation récente du chlorothalonil (1969),
I'TARC avait conclu en 1983 que les données disponibles étaient
insuffisantes pour évaluer la cancérogénicité du chlorothalonil chez
I’homme et les animaux d’expérience.

D’autres études ont ultérieurement confirmé le pouvoir cancérogéne
expérimental du chlorothalonil.

Une étude de deux ans sur des souris males Charles River (CD
1) recevant une alimentation renfermant 15, 40, 175 et 750 ppm de
chlorothalonil a montré que les doses sans effet étaient de :

40 ppm pour les lésions rénales au niveau des tubules

proximaux, soit une dose sans effet de 4,5 mg/kg/j p.c.

. 175 ppm pour les effets tumorigénes au niveau des reins, soit
21 mg/kg p.c.

. 15 ppm pour ce qui concerne I’hyperplasie et I’hyperkératose
au niveau stomachal, soit 1,8 mg/kg/j p.c.

Dans une autre étude, des rats Fischer 344 ont recu par le biais
de l'alimentation, pendant 27 mois pour les miles et 30 mois pour les
femelles, des teneurs en chlorothalonil de 40, 80 et 175 mg/kg p.c. par
jour : des tumeurs rénales, de ’hyperplasie rénale et des tumeurs du
pré-estomac ont été observées.

L’étude a été renouvelée dans des conditions quasiment
identiques avec des doses de 1,8 3,8 15 et 175 mg/kg p.c. par jour, a
confirmé ces résultats, en évaluant le niveau des doses sans effet a :

- 3,8 mg/kg/j p.c. pour I'effet tumorigéne au niveau rénal,

- 1,8 mg/kg/j p.c. pour I'hyperplasie rénale et pré-stomachale
Ces résultats soulignent la sensibilité plus élevée du rat aux effets
tumorigénes du chlorothalonil par rapport a la souris.

Les rapports de la Commission d’évaluation du Ministére de
I’Environnement (Paris) sur I’écotoxicité du chlorothalonil (1990-1991),
concluent que la substance serait cancérogéne chez le rat et plus
faiblement chez la souris, avec une spécificité d’organes : rein et pré-
estomac ; les tumeurs du pré-estomac seraient des "séquelles* de I’effet
irritant.

Compte tenu de ses effets cancérogénes chez le rat et la souris, se
manifestant avec une spécificité d’organe marquée, de son caractére
irritant au niveau des muqueuses et de I'absence de propriétés mutagéne
et génotoxique, le chlorothalonil peut étre classé parmi les cancérogénes

non génotoxiques qui agiraient par des mécanismes épigénétiques.
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MATERIEL ET METHODES

I - Les produits chimiques
A - Benzo(a éne ( B(a)P

Formule brute : CooH;o

Poids moléculaire : 252,3

Cristaux jaunes

Insoluble dans l’eau

Soluble dans le benzéne, toluéne, xyléne, I’acétone et le DMSO.
(Sigma.B.1760)

B - 12-0-tétradécanoyl-Phorbol-13-acétate (TPA)

Formule brute : Cg5HgOg

Poids moléculaire : 616,8

Corps gras soluble dans I’acétone et dans le DMSO.
(Sigma.P.8139)

C - Dexaméthasone (DXME)

Stéroide de synthése, de la famille des glucorticoides
Formule brute : CooHogFOg

Poids moléculaire : 392,5

Poudre blanche, légérement soluble dans I’eau
Soluble dans Pacétone, I’éthanol et le chloroforme
(Sigma.D.4902)

D - 2 Amino-6-Mercaptopurine ou 6-thioguanine (6-TG)

La 6-thioguanine est un analogue de la purine
Formule brute : C;HgNS

Poids moléculaire : 167,2

Poudre blanche

Soluble dans I'’eau légérement basique
(Sigma.A.4882)
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IT - Substances et échantillons étudiés

A - Chlordane

Insecticide organochloré

Formule brute : C,oHeClg

Poids moléculaire : 409,78.

Liquide visqueux, de couleur ambrée

Insoluble dans I’eau

Soluble dans l’acétone et le DMSO

Le chlordane technique est constitué souvent d’un mélange d’isoméres de
chlordane et peut contenir aussi une proportion minime de composés liés
structurellement tels que des isomeéres d’heptachlor.

Pureté : 97%

(Riedel-de Haén. 35535. lots 03200 & 10870)

B - Chlorothalonil

Formule brute : CBCI4N2

Poids moléculaire : 265,89

Cristaux blancs

Insoluble dans l’eau

Soluble dans le xyléne, le cyclohexane, ’acétone et le kéroséne
Pureté : 99%

(Interchim. Chem. Service.PS.1020.Lot 69.6A)

C - Extraits organiques d’un lixiviat de déchet B
et d’un percolat de décharge T4

Les extraits organiques de 2 lixiviats de déchets T4 et B, ont été
étudiés :
T4 : correspond au percolat recueilli 4 la sortie d’une alvéole
d’un centre d’enfouissement technique,
B : est le lixiviat obtenu par extraction aqueuse d’un déchet
de boue d’hydroxyde métallique d’industrie chimique.

L’extraction a été réalisée selon le protocole AFNOR-X31-210 : 75
grammes ont été extraits 4 2 reprises par agitation pendant 16
heures a I’'aide de 0,75 litre d’eau.

Préparation des extraits organiques :

750 ml de chaque lixiviat ont été épuisés par 3 extractions successives
au dichlorométhane (rapport 1/10) 4 pH basique, neutre et acide. Les
fractions organiques sont ensuite réunies et séchées sur sulfate de
sodium anhydre. Aprés élimination du dichlorométhane sous vide & basse
température, le résidu est repris dans 9 ml de DMSO. Le facteur de
concentration est de 83.



. Nombre de
gene Type de ) ) Lipopoly |Facteur|Plasmide|révertants
souche |affecté mutation réversion|réparation|saccharide R PAQ1 spontanés
par boite
his Décalage du
TA 97a D 6610 |Cadre de lecture| - 1 pb uvrB- rfa PKM 101 90-180
his Décalage du
TA 98 D 3052 |Cadre de lecture| + 1 pb uvrB- rfa PKM 101 30-50
Substitution de | G —— A
TA 100 |his G 46| paire de bases | C —oT uvrg” rfa PKM 101 120-200
his Substitution de | A —s G | PAQ 1
TA 102 G 428 paire de bases | T —C rfa PKM 101] (x 30) | 240-320
pb : paire de bases. |
Tableau 4 : Caractéristiques génétiques des souches TA 97a, TA 98, TA 100 et TA 102,

de Salmonella typhimurium.




III - Le test d’Ames.

A - Réactifs biologiques

Les souches bactériennes utilisées dérivent de la souche : Salmonella
typhimurium LTo et sont porteuses de plusieurs mutations. Les quatre
souches bactériennes TA97a, TA98, TA100 et TA102 utilisées nous ont
été fournies par le laboratoire de B. Ames.

En plus des mutations his™, les souches possédent des mutations
supplémentaires qui augmentent leurs capacités a détecter les agents
mutagénes (tableau 4) :

- la mutation rfa affecte le lipopolysaccharide de la membrane externe
de la bactérie et augmente la perméabilité des souches aux molécules de
grande taille.

- la mutation uvr B entraine une déficience du processus de réparation
par excision, de sorte qu'un grand nombre de lésions primitives de ’ADN
ne sont pas réparées. Cette mutation confére aux souches une sensibilité
plus grande & des agents susceptibles d’endommager I’ADN. Cette
mutation résulte d’une délétion qui touche le géne biotine, ces souches
sont donc auxotrophes pour la biotine.

- le facteur R : lintroduction dans les bactéries du plasmide PKM101
augmente le taux de mutations induites par accroissement notable
d’erreurs au cours de la réplication.

- le plasmide PAQI : seule TA102 posséde ce plasmide qui porte le géne
histidine muté. Le plasmide étant présent en un grand nombre
d’exemplaires (n = 30), le nombre de cibles pour les agents génotoxiques
est considérablement augmenté. Ceci permet de détecter les agents
mutagénes & des doses beaucoup plus faibles, sans avoir a fragiliser les
souches par des mutations de type uvrB dont TA102 est exempte.

Les caractéres génétiques sont contrdlés tous les 6 mois, ou lors de
chaque renouvellement du stock des souches, selon la technique de
Maron et Ames (1983). Les souches sont stockées a -80°C.

La transformation métabolique est assurée par I’ajout dans le milieu
d’essai, d’'un homogénat de foie de rat contenant des enzymes
monooxygénases type cytochrome P450 et d’un systéme générateur de
NADPH (mix).
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les enzymes sont obtenus & partir de rats males (200 g environ) traités a

I'Aroclor 1254 injecté par voie intrapéritonéale a la dose de 500 mg/kg
de rat. Aprés broyage du foie mélangé & du KCl (0,15 M), ’homogénat est
centrifugé & 9000 g pendant 10 min & + 4°C. Le surnageant post-
mitochondrial Sg est alors prélevé et réparti stérilement en cryotubes
conservés a - 80°C.

L’activité métabolisante du Sg doit étre évaluée, afin de définir le
rapport Sg/mix optimal & utiliser dans les essais. A cet effet, nous avons
mesuré 'activité du Sg aux concentrations (0 ; 0,025 ; 0,05 ; 0,1 ; 0,15 ;
0,20 et 0,3 ml Sg/ml mix) sur TA98, en présence d’'un cancérogéne
indirect : le benzo(a)pyréne a 0.5 et 1 pg/ml. La concentration de
0,025 ml Sg/ml mix, nous a donné le meilleur taux de réversion et a été
retenue pour la suite des essais.

B - Protocole

Le test consiste & dénombrer le nombre de révertants obtenus sur un
milieu dépourvu d’histidine, aprés 48 heures d’incubation & 37°C d’une
culture de bactéries (de 10g bactéries/ml) en présence de la substance a
tester a4 concentration donnée.

Deux séries d’essais sont réalisées avec ou sans Sg mix, chaque série
d’essai portant sur 4 concentrations et un témoin ; ces essais sont
effectués en triplicats.

Les contrdles positifs et les témoins solvants éventuels, sont testés en
paralléle. Les contrdles positifs ne nécéssitant pas d’activation
métabolique sont : l'azide de sodium (10 pg/bte) pour TA 100,
9-aminoacridine (40 pg/bte) pour TA 97a , 2-nitrofluoréne (0,5 pg/bte)
pour TA 102.

Les mutagénes indirects de référence sont le benzo(a)pyréne (0,5 pg/bte)
pour les souches TA 100, TA 98 et TA 97a et le danthron (50 pg/bte)
pour TA 102.

Le mode opératoire et la procédure suivie sont ceux préconisées par
Ames et al. (1983).

Le résultat du test d’Ames est considéré positif si pour I'une au moins
des concentrations testées, le nombre de révertants induits est égal ou
supérieur au double du nombre de révertants spontanés, sur une ou
plusieurs souches, avec et/ou sans S9 mix.

La validité du test est assurée par la réponse positive obtenue avec les
contrdles positifs.

Le taux de révertants spontanés de chacune des souches est donné par
Ames et al. (1975) (tableau 4).
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Figure 7 : Illustration du mécanisme par lequel se fait la coopération métabolique sur des cellules
fibroblastiques de la lignée V79, au locus HGPRT. (Trosko er al., 1982).



IV - Test d’inhibition de 1a coopération métabolique sur

cellules V79

A - Réactifs biologiques

Il s’agit de la lignée V79 de cellules fibroblastiques pulmonaires de
hamster chinois. Deux types de cellules V79, normales et mutées au locus
(HGPRT), sont utilisés.

Ces 2 types de cellules, nous ont été donnés par le Dr Z. Elias de I'INRS
de Nancy.

Les cellules sont stockées dans de l'azote liquide & raison de 3 millions

de cellules par tube dans du milieu DMEM modifié de pH 7,35 et
additionné de 20 % de sérum de veau foetal (SVF) et de 10 % de DMSO.

B - Principe

Essai de coopération métabolique

Cet essai, développé par Trosko et al. (1979) utilise des cellules V79.
Lorsque des cellules mutantes déficientes en hypoxanthine guanine
phosphoribosy! transférase (HGPRT"), sont cocultivées avec des cellules
de type sauvage (HGPRT™), dans un milieu contenant la 6-thioguanine,
les cellules de type sauvage capable de phosphoryler la 6-thioguanine
forment un métabolite toxique : la 6-thioguanosine monophosphate.

Le transfert de ce métabolite toxique vers les cellules HGPRT™ n’a lieu
que s’il y a un contact entre les deux types cellulaires. Ce transfert
assuré par les Gap junctions (figure 7) vers les cellules HGPRT" entraine
la mort de ces cellules.

Ce test d’inhibition de la coopération métabolique consiste i évaluer le
taux de cellules V79, HGPRT- capable de développer des colonies
lorsqu’elles sont cocultivées avec des cellules V79, HGPRT" en présence
de 6-thioguanine.

C - Protocole du test

Le milieu utilisé pour les essais est le DMEM modifié pH 7,35 a 10% de
sérum de veau foetal (SVF).

Les essais sont réalisés en boite de 60 mm de diamétre, a4 raison de 10
boites par série d’essai.
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Le protocole peut étre résumé comme suit,

* ensemencement en botle :

Série A : 100 cellules V79 résistantes, apportées dans 4 ml
de milieu complet (10% SVF),

Série B : 100 cellules V79 résistantes et 7 x 10° cellules sensibles,
chaque type de cellules est apporté par 2 ml de milieu,

* ajout de la 6-thioguanine et traitement :

- quatre heures apreés l’ensemencemeht, 4 ml de 6-TG a 10 pg/ml dans le
milieu sont ajoutés par boite (concentration finale 5 pg/ml),

- la substance & tester est ajoutée aux 8 ml de milieu d’essai, par
lintermédiaire de 16pl de solvant ; la teneur du solvant utilisé est de
0,2 %,

- les témoins négatif (solvant) et positif (TPA a 0,001 pg/ml) sont testés
pour chaque série d’essai,

- incubation 3 jours & 37°C dans une atmosphére humidifiée a 5% CO9,

- changement de milieu et remplacement par 4 ml de milieu contenant
uniquement la 6-TG & 5 pg/ml,

- aprés une nouvelle période d’'incubation de 5 jours, les boites sont
lavées avec une solution tampon phosphate (PBS), les colonies cellulaires
fixées au méthanol absolu et colorées avec Giemsa (10 %). Le comptage
des colonies de la série A détermine l'efficience de clonage et celui de la
série B, le pourcentage des cellules résistantes récupérées.

Pour qu’une expérience soit retenue, il faut qu’elle remplisse les critéres
suivants :

- ’efficience de clonage du témoin est > 75 %,

- la récupération des cellules résistantes chez le témoin négatif de
la série B est < 35 %,

- la récupération des cellules résistantes dans la série B TPA
(témoin positif) est > 80 %.
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D - Expression des résultats

% de récupération de la série traitée a la concentration x

R/T =
/ Pourcentage de récupération du témoin négatif
Un résultat est considéré : - si R/T < 2
+ si 2 < R/T <3
++ $i 3 < R/T < 4
+++ si 4 < R/T <5
++++ Si R/T > 5

Un produit est considéré comme inhibiteur de la coopération
métabolique, entre les cellules V79, si un résultat positif a été obtenu
pour au moins deux concentrations successives au cours de deux
expériences indépendantes. Une relation dose-effet n’est pas exigée.

V - Essai de transformation cellulaire sur cellules d’embryons

d’hamster syrien (SHE)
A - Réactifs biologiques

A.1 - Préparation des cellules primaires d’embryons
d’hamster Syrien (SHE)

- Des femelles agées de 2 mois et demi & 3 mois sont accouplées en
période d’oestrus pendant 12 heures, avec un mile de 3 & 4 mois. Le
premier jour de gestation correspond au jour ou V’on retire le male.

- Les femelles gestantes de 12-13 jours sont anesthésiées a 1’éther,
saignées par les carotides, et les embryons sont prélevés stérilement.
Aprés deux lavages au PBS, les organes différenciés a ce stade (yeux,
coeur et viscéres) sont retirés.

A partir de cette étape, chaque embryon sera préparé séparément ou
avec un autre embryon et découpé finement avant de subir 3 digestions
successives par la dispase :

- 10 ml de dispase & 1,2 unité sont additionnés a chaque embryon et
I’ensemble est transvasé dans un erlenmeyer. La digestion se fait sous
agitation magnétique pendant 10 minutes a 37°C.

- Le surnageant de la premiére digestion est éliminé, la fraction tissulaire
est reprise et soumise 4 2 digestions successives par 25 ml de dispase
pendant 15 min & 387°C.
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- Les surnageants de la 2éme et 3éme digestion sont récupérés apreés
filtration sur gaze stérile afin d’éliminer les petits fragments et
agglomérats cellulaires. L’action de la dispase est inactivée par ajout du
sérum de veau foetal.

- Les surnageants sont centrifugés 4 1000 t/min pendant 10 minutes. Les
culots sont remis en suspension dans un milieu complet, c’est-a-dire
additionné de 15 % de sérum de veau foetal. Les cellules sont
dénombrées dans du bleu de trypan et sont ensemencées i raison de 4 x
106 cellules par boite de pétri de 100 mm de diamétre et incubées 4 37°C
dans une étuve a 10 % COo.

- Le changement de milieu se fait 24 heures aprés I’ensemencement.

- Aprés 48 heures, les cellules sont presque confluentes, elles sont
trypsinées (0,25 %) et congelées dans du milieu a4 10 % SVF et 10 % DMSO
(1,56 x 106 cellules/tube). La congélation se fait par paliers successifs, 3
heures a - 20°C, 1 nuit a - 80°C et ensuite dans I’azote liquide.

- Chaque lot de cellules provenant d’un ou de deux embryons sera testé
pour l'efficacité de clonage et la transformation par le B(a)P 4 1 pg/ml.
Le lot de cellules qui donnera les meilleurs résultats, pour les deux
critéres cités, sera retenu pour servir de stock de cellules cibles dans les
tests de transformation.

- Les lots de cellules qui donnent des résultats moins satisfaisants,
seront cultivés et utilisés comme cellules nourriciéres, apreés irradiation a
5000 rads et conservation dans l'azote liquide (4 raison de 5 millions de
cellules par cryotube).
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A.2 - Sélection préliminaire de sérum, cellules

et milieu de culture

Lots de cellules cibles : L, G, Al, A7, A2, A3, A8, A9, Al0,
A4/5,

Lots de cellules nourriciéres : B, A4/5, Al0,

Lots de sérum : - Labsystems 2964, 2503, 3237, 3238
- Boehringer : 291, 316
- J-Bio 47,104,9-463
- Eurobio : 685831
- Gibco : 06290H

Concentrations de sérum : 12 %, 15 %, 20 %.

Milieux de culture : - Milieu DMEM modifié pH 7.35 (Gibco 074 1600)

Les différents facteurs énumérés ci-dessus, sont aussi importants les uns
que les autres pour l’obtention d’une efficacité de clonage élevée et
d’une grande sensibilité des cellules vis-3-vis de la transformation induite
par le B(a)P. Les éléments soulignés ont été utilisés pour l'ensemble des
essais.

B - Principe

Le test consiste i cloner un faible nombre de cellules, dites cellules
cibles, en présence d'une substance donnée. L’observation de I’aspect
morphologique des colonies, formées aprés 8 jours d’incubation, permet
de mettre en évidence la capacité de la substance testée i induire la
transformation morphologique des cellules.

L’efficacité de clonage des cellules SHE étant faible, des cellules
nourriciéres leurs sont associées pendant le test. Les cellules nourriciéres
qui ont gardé leur capacité de métabolisation, et permettent aux cellules
cibles de se multiplier et de former des colonies.
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Figure 8 : Protocoles pour 1°étude de la transformation cellulaire sur SHE.
* Effet de la substance testée aprés une (I1), deux (I2) et trois (I3) applications.
* Effet d'un traitement séquentiel par la substance testée et le TPA (II)
* Effet d’un traitement séquentiel par le B(a)P et la substance testée (III).
— . changement de milieu.



C - Protocoles

Le test est effectué selon la procédure développée par Di Paolo (1980) et
modifiée par Lu (1988). Nous avons utilisé 300 cellules cibles et 60000
cellules irradiées.

Les essais sont réalisés en boites de 60 mm de diamétre, & raison de 10
boites par concentration. Pour les traitements, la concentration du
solvant est de 0,2 % dans le milieu.

Chaque expérience est répétée au moins deux fois

J-2 : Les cellules cibles sont décongelées et mises en culture dans 5 ml de
milieu & 15 % de sérum de veau foetal (SVF) aprés élimination du milieu
de congélation, contenant le DMSO, par centrifugation 4 700 t/minutes
pendant 5 minutes,

J-1 : - Changement de milieu pour les cellules cibles,

- répartition des cellules nourriciéres a raison de 60000 cellules
nourriciéres par boite, dans 2 ml de milieu complet,

JO : Ensemencement de 300 cellules cibles, sur les mémes boites
contenant la couche nourriciére, dans 2 ml de milieu complet.

A partir de cette étape, le protocole de traitement différe selon que la
substance est testée comme cancérogéne complet, initiateur ou
promoteur (figure 8).

C.1 - Effet transformant complet

La capacité d’une substance a induire la transformation des cellules SHE
est testée aprés 1, 2 ou 3 applications selon les modalités suivantes :

* pour 1 application, la substance est ajoutée a J1 dans 4 ml de milieu
complet, le milieu reste inchangé pendant les 8 jours d’essai (I1).

* pour 2 applications, le 1°T traitement & J1 appliqué dans les mémes
conditions que précédemment est suivi d’un 2™M€ traitement & J5, dans
20 pul, sans changement de milieu (I12).

* pour 3 applications, le 1°T traitement & J1 est suivi d’un géme
traitement a J3, dans 20 ul de solvant, sans changement de milieu. Le
3€Me {rajtement est effectué a J5 avec renouvellement de milieu.

A J8, pour les 3 modalités de traitement, les cellules sont fixées a
I’éthanol absolu pendant 10 minutes et colorées au Giemsa & 10%
pendant 20 minutes (I3).
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C.2 - Effet initiateur

La substance i tester est ajoutée a J1 et laissée 24 heures au contact
des cellules. A J2, le milieu est éliminé puis remplacé par 8 ml de milieu
contenant le promoteur de référence, le TPA, & une concentration de
0,1 pg/ml. A J5, une seconde application de TPA est effectuée sans
changement de milieu ; au Séme jour, les cellules sont fixées a I’é6thanol
absolu et colorées au Giemsa (II).

C.3 -_Effet promoteur

24 heures aprés I’ensemencement, les cellules sont traitées par un
initiateur connu, le benzo(a)pyréne a la dose de 0,1 pg/ml (dose non
transformante). Le B(a)P est laissé au contact des cellules pendant 24
heures puis le milieu est changé a J2 par un milieu contenant la
substance a tester a la concentration désirée ; a J5, un deuxiéme
traitement est effectué sans changement de milieu, par introduction de
la substance dans 15 ul de solvant. A J8, les cellules sont fixées et
colorées comme précédemment (I11).

D - Expression des résultats

Deux critéres sont évalués :

- lefficacité de clonage (en %) qui est le nombre de colonies
formées par rapport au nombre de cellules mises en culture, détermine la
toxicité de la substance étudiée.

Nombre total de colonies formées
EC (%) = x 100
Nombre de cellules ensemencées

- le taux de transformation (en %) exprimé par le nombre de colonies
transformées par apport au nombre de colonies présentes (plus de 50
cellules par colonie), détermine le potentiel transformant de la (ou les)
substance(s) étudiée(s).

Nombre de colonies transformées

T (%) = x 100
Nombre total de colonies formées
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VI - Etude de Pactivité ODC sur cellules SHE

Les cellules SHE proviennent du méme lot que celles utilisées pour les
essais de transformation cellulaire.
L’activité ODC a été étudié uniquement, sur des cellules SHE traitées au
chlordane, seul ou associé au TPA.
Cette partie de notre étude a été réalisée dans le laboratoire du Docteur
G. Nguyen-Ba du CNRS de Villejuif.

A - Principe

Le dosage de Pactivité ornithine décarboxylase (ODC) se fait par mesure
du taux de COz dégagé, aprés clivage de l'ornithine-substrat marquée
u 14C (Lichti et al., 1983).

NHj - (CH2)g - CH - NH, > "COg + NHy - (CH2)4 - NHy

*COOH
ODC

Ornithine Putrescine

Il s’agit donc de piéger le COo dégagé par un filtre de cellulose imprégné
de 50 pyl de KOH 2N et le quantifier par mesure de la radioactivité du
filtre en scintillation liquide.

B - Protocole

* ensemensement des SHE .
les cellules SHE sont ensemencées dans des boites Costar 4 12 puits, a
raison de 20000 cellules/ml.

* traitement des cellules :

le traitement débute quand les cellules ont atteint la confluence. Le
milieu de traitement est : DMEM modifié & pH 6,7 additionné de 5 9% SVF.
Ces conditions de traitement permettent d’avoir des valeurs d’ODC plus
élevées et plus réguliéres. Elles facilitent ainsi la détection de toute

modification de l'activité ODC par une substance chimique (Robert,
1990).

- chaque puits contenant un tapis de cellules confluentes
est lavé 2 fois avec du PBS.

- le produit (ou les produits) a tester est introduit dans 2 ml
de milieu 4 5% SVF ; la concentration en DMSO est de 0,2 %.

- aprés le temps de traitement (37°C, 10% COy), les puits sont
lavés au PBS et les boites Costar congelées a -80°C pour le
dosage biochimique de ’ODC.
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* déclenchement de la réaction enzymatique :

Les essais sont réalisés a la température de 4°C, jusqu’au déclenchement
de la réaction enzymatique a4 37°C.

- les cellules sont traitées successivement par les substances suivantes :

200 pl d’Hy0 distillé

50 pl d’une solution de Tris HCL pH = 7,5 a 400 mM
(concentration finale 50 mM)

50 pl d’une solution de Pyridoxal phosphate a 320 uM
(concentration finale 40 pM)

50 pl d’une solution de Dithiotréitol a 20 mM
(concentration finale 2,5 mM)

50 ul  d’une solution d’Ornithine + (14C)orn a 3,2 mM
(concentration finale 0,4 mM)

la concentration en 14C-L-ornithine est de 0.1 uCi (3.7 KBq).

- La boite Costar a 12 puits est ensuite recouverte d’un parafilm perforé
au niveau de chaque puits sur lequel est déposé un filtre de cellulose
(GF/C Whatman) imprégné de 50 ul KOH 2N pour piéger le CO9 dégageé
lors de la réaction enzymatique. Un second parafilm est ajouté de facon
a fermer hermétiquement la boite.

- l'incubation s’effectue dans un bain-marie & 37°C sous agitation
pendant 60 min.

- la réaction est stoppée par injection de 50 ul d’acide perchlorique 2N
par puits, suivie d’'une nouvelle incubation a 37°C, 60 min pour
permettre ’adsorption totale de CO9.

- les protéines sont dissoutes par 50 ul de NAOH 5N par puits.

* la mesure de la radioactivité incorporée dans chaque filtre est mesurée
par scintillation liquide.

* la mesure de la quantité des protéines est déterminée en présence de
bleu de Coomassie, selon la méthode de Bradford (1976).

C - Expression des résultats

L’activité ODC est exprimée en nmoles de CO9 relarguées par mg de
protéine en 60 minutes.



VII - Mesure du Ca2+ cytoplasmique libre en cytométrie de flux
par utilisation du Fluo 3

A - Réactif biologique

La mesure du Ca2* cytoplasmique libre a été effectuée uniquement sur
des cellules traitées au chlordane, chlorothalonil et TPA.

Les cellules SHE sont ensemencées a raison de 20000 cellules/ml dans du
milieu DMEM & pH 7,35 et 10 % SVF en boites de pétri de 30 mm de
diamétre.

B - Principe

Il est basé sur l'utilisation d’un chromophore fluorescent, le Fluo 3,
capable de se lier aux ions de calcium libre.

La liaison du Fluo 3 avec des ions Ca2" entraine une augmentation de la
fluorescence, qui est fonction de la quantité de calcium 1lié. Cette
intensité de fluorescence est mesurée i l'aide d’un cytométre de flux
équipé d’une source laser d’excitation et d’un filtre correspondant a la
longueur d’onde de la fluorescnece émise (Minta et al., 1989) ; elle traduit
indirectement le taux d’ions de calcium libre intracellulaire.

C - Protocole -

Quand les cellules sont a4 60 % de confluence, le milieu est éliminé et
remplacé par 2 ml de tampon Hanks contenant le Fluo 3 a 4,5 pug/ml ; le
tampon Hanks contient également du Pluronic F-127 a 75 ug/ml, qui
facilite la pénétration du Fluo 3 dans les cellules.

- aprés 20 minutes de contact, le milieu contenant le Fluo 3 est enlevé et
remplacé par 2 ml de Hanks & 1 % SVF, pendant 30 minutes.

- les cellules sont lavées et mises dans 1 ml de tampon Hepes salin
pendant 10 minutes.

- les cellules sont traitées par ajout de 10 & 50 ul de la substance & tester
sous microscope relié a la source laser.

L’ionomycine, un ionophore de calcium, est utilisé comme contréle
positif.

Les mesures de fluorescence des cellules observées sous microscope, sont
enregistrées, traitées par ordinateur et représentées graphiquement
(Confocal System Laser Scanning Microscope-Meridian ACAS570).

- le tracé obtenu, refléte les niveaux de concentration en calcium libre
intracytoplasmique et ses variations lors d’un traitement.
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VII - Recherche des adduits & PADN du chlordane par la méthode de

post-marquage sur les cellules SHE

Ces essais ont été réalisés en collaboration avec le professeur B.
Rether, du laboratoire de biologie végétale appliquée. IUT Louis
Pasteur. Strasbourg.

A - Préparation et traitement des cellules

La détection d’adduits a été réalisée uniquement sur des cellules SHE
traitées par le chlordane. Le chlorothalonil et les extraits des déchets
T4 et B n’ont pas été étudiés dans cette partie.

- Les cellules sont ensemencées a raison de 1,5 millions de cellules par
boite de 100 mm de diamétre, dans 10 ml de milieu complet (DMEM
modifié pH 7,35 4 15% SVF). 4 boites sont préparées par série de
traitement.
- Un changement de milieu est effectué 24 heures aprés
I’ensemencement,
- A 48 heures, le milieu est éliminé et remplacé par 10 m]l de milieu
contenant :

* 0,2 % de DMSO pour la série Témoin.

* chlordane & 10 ug/ml pour la série Essai 1.

* chlordane 4 10 ug/ml pour la série Essai 2.
le traitement est de 24 heures pour les séries Témoin et Essai 1 et de
48 heures pour la série Essai 2.
- Aprés trypsination et centrifugation, 3 tubes de 250 mg de biomasse
cellulaire ont été préparés par série de traitement et congelés dans de
I’azote liquide.

B - Isolement et purification de IADN

Aprés décongélation et élimination du milieu, I'isolement de I’ADN a
été effectué sur 220 mg de culot cellulaire. Pour chaque traitement,
Pessai est répété 3 fois.

La composition des tampons et réactifs utilisés figure dans 'annexe II.

L’extraction des acides nucléiques a été réalisée, selon la technique de
Dunn et al. (1988) en lysant les cellules par digestion & la protéinase K
(1 mg/ml) dans un tampon SET pPH840,5%SDS. '

La purification des acides nucléiques est assurée par 3 extractions
successives au phénol, phénol/chloroforme + 4 % d’alcool isoamylique
(v/v) puis au chloroforme & 4% d’alcool isoamylique effectuées sur le

lysat. Les acides nucléiques ainsi extraits sont précipités a
I’éthoxyéthanol a -20°C.
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Figure 9 : Procédure simplifiée de la méthode de 32P-post-marquage
des nucléotides d'un hydrolysat d'ADN
(Randerath et al., 1981)



La purification de PADN a été faite par digestion enzymatique des
ARN par une solution de ribonucléases ( RNase A a 0,1 mg/ml + 1000
unités/ml RNase T1) dans le tampon SET. L’ajout de la protéinase K a
10 mg/ml dans le tampon SET permet ensuite I’hydrolyse des RNases.
L’ADN est ensuite extrait par 3 traitements successifs au phénol,
phénol/chloroforme + 4 % d’alcool isoamylique (v/v) puis au
chloroforme a4 4 % d’alcool isoamylique. L’ADN est précipité par
I’éthoxyéthanol, centrifugé, dissous dans 100 pl d’eau distillée et
conservé a - 20°C.

Le dosage de ' ADN est effectué par la mesure des absorbances a 260
et 280 nm. Sa pureté est estimée aprés calcul du rapport R.

DOg0

DOgg

siR=1,8 ADN est pur
si R > 1,8 I’ADN est contaminé par des ARNs
si R < 1,8 ’ADN est contaminé par des protéines

Pour le calcul de la concentration en ADN, on utilise la formule
suivante établie & partir du coefficient d’absorption molaire :

Une valeur de DOggq nm de 1 correspond & 50 pg d’ADN/ml de la
dilution.

L’intégrité de I’ADN est vérifiée par électrophorése horizontale sur gel
d’agarose (0,8 %).

C - Détection des adduits

La détection des adduits & I’ADN sur des cellules SHE en présence ou
en absence de chlordane a été réalisée par la technique de post-
marquage au S2P (Randerath et al., 1981 ; Reddy et Randerath, 1986 ;
Rether et al., 1990).

C.1 - Etapes enzymatiques (figure 9)

Aprés séchage d’aliquots de 10 pg d’ADN, une hydrolyse enzymatique
de 'ADN en 3’phosphodésoxyribonucléosides est assurée par deux
enzymes : la phosphodiestérase de rate (10,7 unités/pl) et la nucléase
de staphyllocoque (47 unités/pl).

La nucléase Pl posséde une activité 3’-phosphatasique, elle va donc
déphosphoryler essentiellement les phosphates en 3’ des nucléotides
normaux et non les nucléotides hypermodifiés & cause de leur
encombrement stérique.
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Le marquage des adduits se fait par traitement a la T4 polynucléotide
kinase (30 unités/ul), qui catalyse le transfert du phosphate terminal
32(P)ATP a la terminaison OH en 5’ des
3’phosphodésoxyribonucléosides. Le marquage est suivi par un
traitement 4 Papyrase qui permet I'hydrolyse de ’ATP en AMP + PPi.

C.2 - Etapes chromatographiques

Migration DI :

Les échantillons sont déposés 4 2 cm du bas d’une plaque de
polyéthylénéimine(PEI)-cellulose et sont espacés entre eux de 2 cm. Un
papier Whatman est agrafé a I’extrémité supérieure de la plaque afin
d™aspirer” le solvant au dela de la limite supérieure de la couche et
d’éluer les nucléotides normaux, le 32 (P)ATP résiduel et le "PPi hors
de la zone de migration des adduits. Du phosphate monosodique & 1,7
M pH 5,6 est utilisé comme solvant.

Aprés migration de 16 a 20 heures, le bord supérieur de la plaque avec
le papier Whatman est découpé et éliminé. La plaque est lavée a I’eau
distillée afin d’enlever les solvants salins.

Empreinte, découpage et transfert :

Aprés avoir autoradiographié la plaque, l’empreinte obtenue est
quadrillée. Un rectangle de 15 mm x 25 mm est découpé dans la partie
inférieure de la plaque au niveau de chaque dépot puis transféré sur
une nouvelle plaque. Cette découpe est maintenue sur la nouvelle
plaque par de petits aimants durant la 2éme migration (D2).

La migration D2, se fait dans 75 ml de tampon de formiate de lithium
5,3 M et d’urée 8,5 M PH 3,5. La durée de la migration est d’environ 5
heures.

La migration D3, se fait dans le sens perpendiculaire a la précédente
donnant ainsi la séparation bidimentionnelle des adduits.

Le solvant utilisé est un tampon phosphate monosodique 0,7 M pH 6,8
dilué 4 85 %. La migration dure 3 heures.

La migration D4, se fait dans le méme sens que la dimension 3. 1l s’agit
essentiellement d’un "lavage' permettant d’éluer la radioactivité non
lit¢e & la présence d’adduits, le solvant utilisé est le phosphate
monosodique 1,7 M pH6. La migration est d’environ 3 heures.

Aprés chaque migration, les plaques sont lavées deux fois a I’eau
pendant 7 minutes pour enlever le solvant absorbé sur les plaques.
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C.3 - Autoradiographie des plaques et comptage
de la radioactivité des spots

Les plaques sont autoradiographiées en présence d’un écran
intensificateur de rayonnements a - 80°C de 6 a 36 heures, suivant le
cas.

Aprés révélation, les spots sont repérés sur les plaques grace aux
empreintes sur les films. La PEI-cellulose correspondant a chaque spot
est grattée et récupérée pour un comptage de radioactivité en
Cerenkov dans un spectrométre a scintillation (SL32, Intertechnique).

D - Calcul du nombre d’adduits

Le calcul du nombre d’adduits a été effectué a partir du comptage de
la radioactivité des spots et de I'activité spécifique de I’ATP radioactif
utilisé.

Nous savons que 1 Ci correspond & 2,2.1012 DPM (désintégrations par
minute) et que PATP* utilisé est 4 3000 Ci/mmole. Ainsi le calcul
montre que 6600 DPM correspond a 1 fmole (1015 mole) d’ATP*.
D’autre part, il a été montré que 1 fmole correspond a 0,33 adduit
pour 10¥ nucléotides (Dunn, 1989).
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PARTIE I : Etude de la mutagénicité du chlordane, du chlorothalonil
et des extraits organiques du percolat T4 et du lixiviat B.

Le test le plus connu et le plus largement utilisé pour la détection de
la  mutagénése de produits chimiques et d’échantillons
environnementaux complexes est le test d’Ames qui mesure leur
capacité a induire des altérations génétiques (mutations géniques).
Malgré les limites de ce test bactérien (ex : faux positifs et faux
négatifs), il est généralement reconnu comme un important outil de
détection de potentialités mutagénes et éventuellement cancérogénes.
Nous avons choisi le test d’Ames, dans un premier temps, pour évaluer
la mutagénicité de deux pesticides organochlorés (chlordane et
chlorothalonil) et d’extraits organiques de deux fractions aqueuses de
déchets solides (T4 et B). Les résultats obtenus, par le biais de ce test,
constitueront une premiére information sur la génotoxicité de ces
produits, complétée par les données des autres tests de
cancérogénicité effectués au cours de ce travail ; ces résultats seront
exploités également pour comprendre les mécanismes d’action des
produits testés.
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I - Chlordane

Une gamme assez large de concentrations du chlordane a été testée :
0; 40 ; 64 ; 128 ; 160 et 320 pg/bte. Le chlordane est introduit dans
100 pl de DMSO par boite.

Le chlordane, a ces concentrations, n’induit pas d’augmentation de
révertants his* sur aucune des souches testées : TA 98, TA 97a, TA 100
et TA 102 (tableau 1, annexe II).

Aucune augmentation significative du nombre de révertants n’a été
observée, que le test ait été conduit en présence ou en absence de Sq
mix. Ceci suggére que le chlordane ou ses métabolites formés in vitro
par les monooxygénases du Sq, reste inactif quant i l'induction de
mutations par substitution de paires de bases (TA 100 et TA 102) ou
par décalage de cadre de lecture de code (TA 97a et TA 98).

Aucune des concentrations testées ne s’est révélée toxique pour les 4
souches utilisées.

Ces résultats confirment Uinactivité du chlordane & tnduire des
mutations sur TAI100 et TA98, ainsi qu'il avait été montré par d’ autres
auteurs (Simmon et al., 1977 ; Probst et al., 1981 ; Gentile et al.,, 1982 et
Mortelman et al., 1986), et démontrent I absence de mutagénicité sur les
souches TA97a et TA102.

II - Chlorothalonil

La gamme de concentrations de chlorothalonil testée est : 04;08;
16 ; 2,4 et 4 ug/bte. Le chlorothalonil est introduit par 100 pl
d’acétone par boite.

Les résultats obtenus montrent que le chlorothalonil n’augmente pas
le nombre de mutants reverses his+, sur les souches testées, en
présence ou en absence de Sg mix (tableau 2, annexe II).

Les concentrations testées ne présentent pas de toxicité vis-a-vis des 4
souches bactériennes utilisées.

Peu d’études ont été faites ou du moins publiées concernant le
potentiel mutagéne du chlorothalonil. Cependant, les quelques
références bibliographiques existantes, limitées & un rapport du
Ministére de I’Environnement, évaluant les risques mutagénes et
cancérogénes du chlorothalonil et un bref monographe de I'IARC de
Lyon, convergent pour classer ce produit comme non mutagéne.

Ces résultats confirment ceux obtenus par Kawachi et al, (1980),
concernant l'absence de potentiel mutagéne du chlorothalonil vis-G-vis
des souches TA 98 et TA 100, et montrent que ce dernier est également
tnactif sur TA 97a et TA 102.
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IIT - Lixiviats de décharge

L’évaluation du potentiel mutagéne de lixiviats de décharge
s'inscrivait dans le cadre d’une étude générale qui visait 4 définir la
démarche & adopter pour évaluer le potentiel génotoxique des déchets
solides destinés i 1’enfouissement technique (c’est a4 dire la mise en
décharge contrdlée) et leur impact & court et long terme au niveau
environnemental.

Le test d’Ames effectué sur les extraits organiques du percolat T4 et
du lixiviat B, a été réalisé au sein de notre laboratoire par L.
Lambolez.

Une analyse chimique a été réalisée pour chacun des échantillons ; les
tableaux 3a et 4a de I’annexe II, résument les résultats obtenus.

A - Percolat T4

L’extrait organique T4 a été testé pour son potentiel mutagéne a 3
concentrations qui correspondent & un volume équivalent a 1,25 ; 2,5
et 6,2 ml de lixiviat par boite.

Les 4 souches bactériennes répondent différemment (figure 10) ;
aucune induction d’augmentation de révertants hist n'a été
enregistrée sur TA 100 et TA 102 en présence ou en absence de Sq mix.
Une réponse positive a par contre été observée en présence de Sy sur
TA 98 & la concentration équivalente a 1,25 ml de lixiviat par boite,
avec un facteur d’induction égal a4 2. Une légére induction du nombre
de révertants d'un facteur 1,6 en présence d’une activation
métabolique, a été observée également sur TA 97a, pour la méme
concentration.

Le facteur d’induction diminue respectivement & une valeur de 1,48 et
de 1,4 pour TA 98 et TA 97a lorsque les souches sont traitées par une
concentration plus élevée de 2,5 ml : ceci peut étre expliqué par
Pinhibition de la croissance bactérienne par suite d’'un effet toxique
qui masquerait ’expression de la mutagénicité.

Pour la concentration d’extrait organique, équivalente a 6,2 ml de
lixiviat par boite, une toxicité de 100 % a été observée sur toutes les
souches utilisées. La souche TA 102 se montre plus sensible vis-a-vis
de cet échantillon puisqu’une toxicité de 'ordre de 60 % est observée
quand T4 est testé & 2,5 ml par boite en présence de Sg mix.

Ainsi, la mutagénicité de Uextrait organique du lixiviat T4 qui
Sexprime wuniquement aprés activation métabolique, témoigne des
propriétés promutagénes de cette Sraction complexe induisant des
mutations par insertion ou délétion de paires de bases.
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L’analyse chimique réalisée sur le lixiviat T4 dans le but d’établir une
relation possible entre la composition chimique et 'activité mutagéene
de I’échantillon, est présentée dans le tableau 3a, annexe II.

Cette analyse a révélé la présence d’hydrocarbures (12 pg/ml) et de
phénols (4 pg/ml) qui se retrouveraient respectivement a des teneurs
de 15,25 pg/boite et 5 pg/boite quand P’équivalent de 1,25 ml de
percolat est incorporé par boite.

La réponse positive enregistrée pour I'extrait organique de ce lixiviat
serait due, théoriquement, aux teneurs de I’échantillon en
hydrocarbures et phénols ; une identification des hydrocarbures et des
pPhénols présents, nous aurait permis de discuter d’une facon plus
précise la nature des produits responsables de la réponse positive et
d’établir une corrélation entre la composition chimique et l'impact
biologique.

B - Lixiviat B

L’extrait organique du lixiviat B a été testé i une gamme de
concentrations correspondant 4 des volumes équivalents i 0,6 ; 2,5 ;
6,2 et 12,6 ml de lixiviat par boite.

L’extrait organique induit une réponse positive trés nette avec TA 97a,
TA 98 et TA 100 avec et sans activation métabolique. Une relation
dose-effet a été obtenue pour les 3 souches ; par exemple, le facteur
d’induction pour TA 98 est de 2,67 et de 19 lorsque l’extrait est
incorporé respectivement a4 des volumes correspondant a 0,6 et 12,5
ml de lixiviat par boite (figure 11).

Si on compare la sensibilité des différentes souches vis-id-vis du
pouvoir mutagéne de cet échantillon, on peut conclure que la souche
TA 98 est la plus sensible, avec un facteur d’induction de 19 pour la
concentration maximale testée, suivie par la souche TA 97a avec un
facteur d’induction de 3,63 et la souche TA 100 dont le facteur
d’induction est de 2,58 pour la méme concentration.

Une légére toxicité a été observée sur la souche TA 102 i la
concentration maximale testée en présence de Sg.

Aprés activation métabolique, on observe généralement une diminution
de l'activité mutagéne ; ainsi, le facteur d’induction passe de 19 sans
activation métabolique & 10 avec activation métabolique pour TA 98 et
12,5 ml équivalent de lixiviat par boite.

Ces résultats témoignent de la présence de mutagénes directs, ne
nécessitant pas d’activation métabolique pour s’exprimer.
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Si I'on exclut ’hypothése d’une adsorption de mutagénes indirects par
le Sq, I'activité des mutagénes directs dans cet échantillon serait plus
élevée que celle des mutagénes indirects, si I'on en juge par la
diminution du facteur d’induction, en présence d’activation
métabolique.

La diminution de l’activité mutagéne en présence de Sq mix, pourrait
s’expliquer par la génotoxicité plus faible des mutagénes indirects par
rapport aux mutagénes directs.

La réponse positive, aprés activation métabolique, peut étre liée aux
métabolites formés, mais aussi aux mutagénes directs non métabolisés.

L’analyse effectuée sur le lixiviat B, n’apporte aucune information
quant a la nature éventuelle du ou des produits responsables de cette
réponse positive (tableau 4a, annexe II).

Ce cas souligne la difficulté rencontrée souvent par de nombreux
auteurs pour établir une corrélation entre I'analyse chimique réalisée
conformément & la réglementation et la réponse biologique de milieux
environnementaux complexes.
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PARTIE II : Etude de Pinhibition de la coopération métabolique entre
des cellules fibroblastiques de la lignée V79 par le chlordane, le
chlorothalonil et des extraits organiques du percolat T4 et du lixiviat B.

L’absence de génotoxicité du chlordane et du chlorothalonil, et leur
caractére tumorigéne in vivo, militeraient en faveur d’une activité
cancérogéne par des mécanismes épigénétiques. C'est cette hypothése
que nous testerons dans la suite.

Nous avons donc étudié, dans cette deuxiéme partie, I’effet du chlordane
et du chlorothalonil sur l'inhibition de la coopération métabolique entre
des cellules fibroblastiques (V79) résistantes et sensibles & 1la
6-thioguanine, selon le protocole de Trosko et al., (1982).

Nous avons testé, également, Iinhibition de 1la communication
intercellulaire par les extraits organiques des échantillons T4 et B,
sachant qu'ils se sont révélés mutagénes dans le test d’Ames.
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Tableau 5 : Résultats des essais d'INHIBITION DE LA COOPERATION METABOLIQUE
sur les cellules V79 cultivées en présence de CHLORDANE.

CHLORDANE 0 10 12 15 18 | 20* | 25* TPA
pg/mi 0.001
nbre ¢o1/10 bte
série A 1027 986 | 864 | 894 | 899 | 663 | 258 982
série B 264] 691 | 952 {1032 |1128 (1181 | 804 | 1190
T (%) 25,7
R (%) 70 | 110 | 115 | 125 | 178 | 312 121
R 1| 2,72| 4,28| 4,47| 4.86] 6.93[12.14} 4,71
7
Réponse - + o+ | F | bt | Err| | bt
Toxicité % 0 4 16 13 12,5 | 35 75 4
T % = Taux de récupération des cellules résistantes chez le Témoin.
R % = Taux de récupération des cellules résistantes chez les traitées

* Toxicité supérieure & 30 %

Tableau 6 : Résultats des essais d'INHIBITION DE LA COOPERATION
METABOLIQUE sur les cellules V79 cultivées en présence
de CHLOROTHALONIL.

ESSAI 2
CHLOROTHALONIL 0 0,05 | 0,08 | 0,1 0,15 | 0,2 0.5 TPA
0,001
pg/ml
nbre col/10 btes
série A 843 727 1076 680 722 810 763 749
série B 288 272 270 247 242 347 371 897
T (%) 34,2
R (%) 37.4 | 25,1 36.3 | 33,5 | 42,8 | 48,6 119,8
R 1,1 0.7 1,1 1 1.3 1,4 2,67
T
Réponse - - - - - - - +




I - Inhibition de la coopération métabolique par le chlordane

La gamme de concentration choisie, a I'issue d’essais de toxicité, est la
suivante :

0, 10, 12, 15, 18, 20 et 25 pg/ml de milieu de culture. Le chlordane est
introduit par lintermédiaire du DMSO, utilisé 4 la concentration de
0,2 %.

L’effet du chlordane sur linhibition de la coopération métabolique entre
des cellules V79 résistantes et sensibles a la 6-thioguanine, est présenté
dans le tableau 5. :

A la plus faible concentration testée (10 pg/ml), le chlordane inhibe la
coopération métabolique entre les cellules résistantes et les cellules
sensibles, ce qui permet aux cellules résistantes d’échapper & la toxicité
de la 6-TG métabolisée par les V79 sensibles. Le nombre de colonies
formées a partir de ces cellules résistantes est 2,7 fois plus élevé que
dans le milieu témoin.

Ce nombre augmente au fur et & mesure que les concentrations en
chlordane s’accroissent.

A la concentration de 18 ug/ml en chlordane, la récupération des cellules
résistantes est presque totale : le rapport (R/T) de 4,86 est équivalent a
celui observé lorsque la coopération métabolique entre ces cellules est
inhibée par le TPA & 0,001 pg/ml.

La toxicité enregistrée augmente avec la concentration en chlordane
testée , elle atteint respectivement 35 % et 75 % pour les concentrations
20 et 25 pg/ml.

Ces résultats suggérent que le chlordane non mutagéne, exercerait ses
effets cancérogénes in wvivo, entre autre par linhibition de la
communication intercellulaire. Il se révéle, en cela, comparable i d’autres
pesticides organochlorés (heptachlor, DDT, dieldrin), qui se sont montrés
inhibiteurs de la communication intercellulaire (Williams, 1981 ; Telang et
al., 1982 ; Tsushimoto et al., 1983). Les effets d’inhibition des GJIC
exercés par des organochlorés sur 1a membrane plasmique, semblent étre
une caractéristique de cette classe de produits.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Kurata et al. (1982) sur la
lignée V79 et ceux de Telang et al. (1982) sur des cellules épithéliales de
foie de rat (ARL) qui avaient mis en évidence une inhibition des
communications intercellulaires par des concentrations en chlordane
comprises entre 0,4 4 20 pg/ml.
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Tableau 7 : Résultats d’essais d' INHIBITION DE LA COOPERATION METABOLIQUE
sur les cellules V79 cultivées en présence de différents volumes de
1" EXTRAIT ORGANIQUE CONCENTRE DU PERCOLAT DE DECHARGE T4.

ESSAI 2
Volume équivalent 0 3.2 | 16.2 32 81 TPA
de percolat T4 0.001
ul/ml
nbre ¢o0l1/10 btes
série A 668 640 643 688 678 | 749
série B 261 305 263 282 315 | 897
T (%) 39,1
R (%) 47,7 | 40.9 41 46,5 119.8
R 1.2 1 1 1,2 3,06
T
Réponse - . - - - +

Tableau 8 : Résultats d'essais d'INHIBITION DE LA COOPERATION METABOLIQUE sur les
cellules V79 cultivées en présence de différents volumes de 1'EXTRAIT ORGANIQUE
CONCENTRE DU LIXIVIAT DE DECHET B.

Volume équivalent 0 0.16 1,6 3,2 | 16.2 | 162 TPA
de lixiviat B
ul/ml

nbre c01./10 btes

série A 789 731 782 670 713 779 | 737
série B 126 91 131 118 102 159 | 656
T% 16
R % 12 17 18 14 20 89
R/IT 0.75| 1,06 1.13| 0.88] 1,25 5.56

Réponse - - - - - e+




II - Inhibition de la coopération métabolique par le chlorothalonil

Une premiére gamme de concentrations a été testée : 0,025 ; 0,05 ; 0,1 ;
0,15 et 0,2 pg/ml.

Les résultats obtenus montrent qu’aucune des concentrations testées ne
s’est révélée positive, le taux de récupération des cellules résistantes
reste identique & celui du témoin, ce qui indique que le chlorothalonil
n’affecte pas la formation et le fonctionnement des Gap junctions entre
les cellules V79 sensibles et résistantes a la 6-thioguanine.

Un deuxiéme essai a été effectué avec une gamme de concentrations un
peu plus large : 0,05 ; 0,08 ; 0,1 ; 0,15 ; 0,2 et 0,5 pg/ml de chlorothalonil.

Les résultats obtenus (Tableau 6) confirment les précédents concernant
I'absence d’inhibition de 1la coopération métabolique par le
chlorothalonil.

On peut conclure alors que le chlorothalonil v altére pas la communication
intercellulaire, du moins sur les cellules Sibroblastiques de la lignée V79 et
dans nos conditions expérimentales.

III - Inhibition de la coopération métabolique sur les cellules V79, par

les extraits organiques du percolat T4 et du lixiviat B

La gamme de concentrations testée, pour les 2 extraits, correspond a des
volumes équivalents 4 0,16 ; 1,6 ; 3,2 ; 16,2 et 162 pl de lixiviat par ml de
milieu.

L’extrait T4 n’entraine pas d’inhibition de la coopération métabolique
sur les cellules V79. Le nombre de colonies formées, en présence de
I’échantillon aux concentrations non toxiques, est comparable & celui des
témoins.

Une toxicité totale a été enregistrée pour la concentration maximale
testée, correspondant a 162 pl de lixiviat par ml.

Un deuxiéme essai a été effectué avec la gamme de concentrations
correspondant aux volumes équivalents 4 0 ; 3,2 ; 16,2 ; 32 et 81 pl de
lixiviat par ml. Aucune toxicité n’a été enregistrée a ces concentrations.
Les résultats confirment que les micropolluants présents dans l'’extrait
T4 n’inhibent pas la communication intercellulaire sur les cellules V79
(tableau 7).

L’extrait du lixiviat B n’inhibe pas la communication intercellulaire des
cellules fibroblastiques de la lignée V79 aux concentrations testées, ces
derniéres sont exemptes de toxicité (tableau 8).

L’extrait organique T4 s’avére plus toxique que l’extrait B vis-a-vis des
cellules V79, cette différence de toxicité avait été déja constatée sur les
souches bactériennes de Salmonella typhimurium, utilisées pour le test
d’Ames.
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Partie III : Etude des effets du chlordane, du chlorothalonil et
d’extraits organiques du percolat T4 et du lixiviat B, sur la
transformation des cellules d’embryons d’hamster syrien (SHE).

La transformation morphologique est un critére de cancérogénése in
vitro, intégrant 'ensemble des altérations génétiques et épigénétiques
au niveau cellulaire, susceptibles de conduire iz vivo 4 un cancer.

Elle peut étre observée :

1) aprés une seule application d’une substance cancérogéne,

2) aprés plusieurs applications répétées dans le cas d’une substance a
profil d’activité de promoteur,

3) ou lors de l'application séquentielle d’un initiateur (substance
génotoxique) et d’un promoteur appliqué par la suite, une ou plusieurs
fois selon le schéma classique Initiation-Promotion.

Dans ces essais réalisés sur les cellules SHE, plusieurs protocoles
calquant ces différents schémas d’application, ont été mis en oeuvre
afin de discerner le profil d’activité dominant de I’échantillon et voir
s’il pouvait assurer la transformation a lui seul ou lors de l'activité
conjointe d’un initiateur (B(a)P) ou d’un promoteur (TPA).

Chacun des échantillons testés a donc été étudié selon différentes
modalités de traitement par :

- ’échantillon seul appliqué une et plusieurs fois,

- B(a)P (0,1 pyg/ml) pendant 24 heures, suivi de I’échantillon,

- Péchantillon (pendant 24 heures) suivi du TPA (2 applications de 0,1
pg/ml).

63



800 -
1 80
700 - 2
H 600 —r — 3 L 70
§ = i L 60
S 500-
< L 50
— 400-
©
° _ 40
< 300+
5 - 30
E 200-
(=)
2
100
0-
[3p]
Chlordane N ~
(a/mi)

Figure 12 : Transformation morphologique des SHE aprés une, deux ou trois applications de
chlordane.

Nombre de colonles transformées



I - Chlordane.

A - Traitement par le chlordane seul

Deux séries de concentrations de chlordane (0;1;2,5;5; 8 pug/ml et
0;5;8;20; 40 pg/ml) ont été testées au cours de deux expériences
indépendantes ; trois modalités de traitement : une application, deux
applications et 3 applications, correspondant 4 1, 2 ou 3 ajouts de
chlordane ont été étudiées.

Les résultats présentés dans le tableau 9 , montrent que la fréquence
de transformation morphologique des cellules SHE n’est pas augmentée
aprés 1 ou 2 applications de chlordane.

Une augmentation du pourcentage de transformation est observée
aprés 3 applications de chlordane & la concentration de 8 pug/ml. Le
pourcentage de transformation passe, en effet, de 0 & 3,2 % lors de la
premiére expérience (figure 12) et de 0,4 4 1,2 % a la seconde.

Une toxicité du chlordane, aprés 1 application, est notée dés la
concentration de 20 ug/ml, l’efficacité de clonage n’est alors que de
14 % alors qu’elle atteint 19 % chez les témoins.

Aprés 2 applications, une toxicité est enregistrée a4 la méme
concentration mais elle est plus élevée : I’efficacité de clonage passe de
23 % chez les témoins a 8 %.

La toxicité n’apparait a la concentration de 8 pg/ml qu’aprés 3
applications.

B - Traitement séquentiel par le chlordane et le TPA

L’effet transformant du chlordane appliqué pendant 24 heures avant
le traitement par le TPA, a été étudié au cours de 3 expériences
conduites séparément. Les résultats sont présentés dans le tableau 10.

Au cours de la premiére expérience, on observe une augmentation du
pourcentage de colonies transformées pour la concentration en
chlordane de 8 pg/ml, appliqué avant les deux traitements au TPA a
0,1 pg/ml. Le taux de transformation induit par le TPA seul est de 4,7
%, il passe & 11 % en présence du chlordane (figure 13).

Ces effets de synergie entre le chlordane et le TPA sont retrouvés lors
de la deuxiéme et la troisiéme expérience, pour des concentrations en
chlordane de 20 et 16 pg/ml respectivement.

Le taux de transformation du TPA augmente de 88 % a 19,8 % en
présence de 20 pg/ml de chlordane au 2éme essai ; il augmente de 8 a
13 % avec 16 pg/ml de chlordane au 3éme essai.
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Si 'on considére les taux de transformation obtenus avec le chlordane
et le TPA, appliqués séparément, on peut conclure que ces résultats ne
résultent pas d'une simple additivité de leurs effets respectifs mais
d’une interaction entre les effets du TPA et du chlordane.

Nous avons effectués des essais supplémentaires en appliquant le
chlordane (1) simultanément au TPA ou (2) & la suite d’un traitement
au TPA, afin de voir si I'ordre de la séquence de traitement influencait
les résultats.

L’application simultanée du chlordane et du TPA, deux et trois fois,
entraine comme précédemment une augmentation du taux de
transformation qui s’éléve de 4,3 % pour deux applications en présence
du TPA seul, 4 11,5 % en présence de chlordane a 16 pg/ml. Pour 3
applications de TPA, le taux de transformation passe de 16 % a 36 %
en présence du pesticide (tableau 5, annexe II).

Par contre, 'effet de synergie est quasiment inexistant lorsque le
chlordane est appliqué 2 fois aprés un traitement par le TPA.

L'effet de potentialisation des effets transformants du TPA par le
chlordane semble donc s’ opérer uniquement lorsque les 2 produits sont
appliqués en simultané, ou lorsque le traitement au chlordane précéde
un traitement répété au TPA.

Si on se référe au modéle (Initiation-Promotion), utilisé in vivo pour
létude de la cancérogénése en deux étapes, l'augmentation de la
transformation des cellules SHE, provoquée par un traitement séquentiel
par le chlordane et le TPA, peut conduire a assimiler le chlordane & un
initiateur.

Ce résultat remet en cause le caractére "non génotoxique" du chlordane,
mais il peut aussi traduire Iexistence d’une synergie TPA-Chlordane ne
Jaisant appel qu’'d des mécanismes épigénétiques ; ce qu’il nous faudra
éclaircir par la suite.

C - Traitement séquentiel par le B(a)P et le chlordane

Les effets du chlordane sur la transformation des cellules SHE
prétraitées par le B(a)P a 0,1 pg/ml pendant 24 heures, ont été étudiés
aux concentrations de : 0 ; 1;25;5et 8 pg/mlet0; 5 ; 85 20 et
40 pg/ml, au cours de deux séries d’essais (tableau 10).

Les résultats obtenus, montrent que.les fréquences de transformation,
1,1 % et 2,3 %, induites respectivement par le B(a)P seul au cours de la
premiére et la seconde expérience, ne sont pas augmentées suite au
traitement par le chlordane (figure 14).

Le chlordane n’agit donc pas comme un promoteur de type TPA, dans le
schéma expérimental de la cancérogénése en deux étapes, appliqué a la
transformation morphologique des cellules SHE.
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Chiorcene
V8
J(1)
DXME 11 pe/ml
Concentrztion Efficecité Nbre de col. trans. Taux
Ffrotocole pe/ml de de
tlonege Nbre de col.totales| trenst.
Chicrdane TPA % %
0 0.1 37 3710808 0.3
A 8 0.1 28 €/870 D.7
16 0.1 ch] 20/843 2.1
0 0.1 38 11/1130 1
B B 0.1 34 1371020 1.3
16 0.1 34 18/1012 1.9
0 0.1 34 10/1020 1
C 8 0.1 38 171128 0.1
16 0.1 24 177706 2.4
DXME 0 0 35 0/951 0
11 pg/ml :
Témoin 0 0.1 25 55/73% 7.5
sans DXME 8 0.1 23 52/677 7.7
16 0.1 20 777590 13.1




D - Action de la dexaméthasone sur les effets combinés du
chlordane et du TPA

La dexaméthasone (DXME), donnée comme un inhibiteur des effets
épigénétiques du TPA et d’autres promoteurs, a été utilisée a la
concentration de 11 pg/ml, afin d'évaluer la part des mécanismes
épigénétiques dans la transformation morphologique observée sur des
cellules SHE traitées successivement par le chlordane et le TPA.
Les résultats obtenus montrent que le traitement a la dexaméthasone
entraine une inhibition compléte des effets de synergie chlordane-TPA,
qui peut s’expliquer par l'inhibition des effets transformant du TPA
seul par DXME.
Les pourcentages de transformation pour 16 pg/ml de chlordane
s’abaissent de 13 % sans DXME a 2,2 %, 1,9 % et 2,4 % en présence du
corticoide appliqué selon les protocoles A, B et C respectivement.
Que la DXME soit appliquée :
- & J1 quatre heures aprés le chlordane (protocole A),
- &4 Jg et Jg quatre heures apreés les deux traitements au TPA
(protocole B)
-ou 4 Jy, Jg et J5 quatre heures aprés tous les traitements
(protocole C).
elle entraine l'inhibition de la transformation observée lors d’un
traitement séquentiel par le chlordane et le TPA. "

Les pourcentages de transformation correspondant aux 3 modalités
d’application de la DXME sont respectivement 2,2 %, 1,9 % et 2,4 %
comparés a 13 % lorsque le test de déroule sans application de la
DXME en présence de 16 pg/ml de chlordane. (figure 15)

II. Chlorothalonil

A - Traitement par le chlorothalonil seul

Le chlorothalonil a été testé ‘dans un premier temps aux
concentrations de 0 ; 0,2 ; 0,3 ; 0,4, 0,5 ; 0,6 ug/ml. Ces concentrations
se sont révélées trop toxiques comme en témoignent l'éfficacité de
clonage qui passe de 24 % chez les témoins & 5 % a la concentration de
0,5 pg/ml en chlorothalonil (tableau 11).

Une gamme de concentrations plus faibles a été utilisée dans une
deuxiéme étape:0;0,05;0,1;0,2;0,3; 0,5 yg/ml.

Les résultats présentés dans le tableau 11, montrent que le
chlorothalonil appliqué 1, 2 ou 3 fois, n’induit aucune augmentation
significative de la transformation morphologique des cellules SHE
(figure 16).
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Figure 16 : Transformation morphologique des SHE apres une, deux ou trois applications de
chlorothalonil.



-

Le chlorothalonil s’avére toxique & partir de 0,2 pg/ml aprés 2 et 3
applications, I'efficacité de clonage diminue respectivement de 22 % a
13 % et de 22 % a 6%.

Aprés 3 applications, les faibles augmentations des pourcentage de
transformation de 1 % et 1,3 % enregistrées respectivement a 0,2 et
0,3 pg/ml, peuvent difficilement é&tre prises en considération du fait de
la toxicité élevée de ces concentrations.

Ces essais permettent de conclure que le chlorothalonil a des
concentrations mnon toxiques n'induit pas la transformation
morphologique des cellules SHE, lorsqu’il est appliqué seul.

B - Traitement séquentiel par le chlorothalonil et le

TPA

Lorsque le chlorothalonil est appliqué pendant les 24 heures qui
précédent la phase de traitement par le TPA selon le schéma
expérimental initiation-promotion, aucune augmentation significative
n’a été observée aux concentrations testées (tableau 6, annexe II).
Aucune toxicité du chlorothalonil n’a été enregistrée dans ces
conditions.

C - Traitement séquentiel par le B(a)P et le

chlorothalonil

Le B(a)P a été utilisé en tant qu’initiateur aux concentrations 0,1 et
0,2 pg/ml.

Le chlorothalonil a été testé comme promoteur aux concentrations de
0, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 et 0,6 ug/ml avec 1 ou 2 traitements.

Lorsque le B(a)P est utilisé a 0,1 pg/ml et suivi d’une application de
chlorothalonil & 0,5 pg/ml , le pourcentage de transformation est de
2,6 % au lieu de 1,6 % chez les témoins B(a)P ; une faible toxicité est
observée a cette concentration.

Aprés deux applications de chlorothalonil & 0,5 pyg/ml, on observe une
augmentation significative du taux de transformation qui s’éleve de
3 % chez les témoins B(a)P 0,1 pg/ml, a 7,7 % en présence du pesticide
; néanmoins, la toxicité observée & cette concentration nous a amené a
confirmer ce résultat (expérience 2).

La deuxiéme expérience, effectuée dans les mémes conditions,
confirme l'augmentation du taux de transformation lors d’un
traitement séquentiel par le B(a)P suivi de deux applications au
chlorothalonil. Le pourcentage de transformation de 1,9 % lié au B(a)P
seul, passe a 4,3 % pour 0,2 pg/ml de chlorothalonil et a4 18 % pour
0,6 pg/ml de chlorothalonil (tableau 12).
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Figure 17 : Transformation morphologique des SHE aprés le trailémcnl séquentiel par je B(2)P
(0,1 ou 0,2 ug/mi) et Je chiorothalonil

SO
200
100

Nombre total de colonles

Nombre de colonlas transiormé

Equivalent de percolat de décharge T4 (w1/mi) Tel

Figure 18 : Transformation morphologique des SHE par une, deux ou trois applications de
I’extrait organique du percolat T4.



Lorsque les cellules sont prétraitées au B(a)P a 0,2 ug/ml, et qu’un
seul traitement de chlorothalonil est effectué, une faible augmentation
de la fréquence de transformation est notée pour les concentrations de
0,5 et 0,6 pg/ml du pesticide. Le nombre absolu de colonies
transformées s’éléve de 14 chez les témoins B(a)P & 21 pour ces deux
concentrations.

Aprés 2 applications de chlorothalonil, 'augmentation du taux de
transformation est nettement plus importante : la fréquence passe de
1,6 % chez les témoins B(a)P (0,2 pg/ml) &4 19,5 % aprés les deux
applications supplémentaires de chlorothalonil & 0,6 pg/ml (tableau
19). Mais 'augmentation du taux de transformation est déja notable a
0,2 pg/ml du fongicide (figure 17).

La concentration de 0,2 pg/ml de B(a)P, donne une réponse
quantitativement plus importante que celle obtenue avec 0,1 pg/ml.
Cette différence peut étre expliquée par un degré d’altération du
génome plus important a 0,2 pg/ml.

D’apreés ces résultats, le chlorothalonil semble agir comme un promoteur
classique dans le schéma expérimental initiation-promotion.

L application répétée du chlorothalonil est nécessaire pour observer une
réponse positive aprés que les cellules aient été prétraitées @ 0,1 pg/ml
ou @ 0,2 pg/ml de benzo(a)pyréne.

III - Transformation morphologique des cellules (SHE) par les
extraits organiques de T4 et B

A - Extrait organique du percolat de décharge T4

A.l - Traitement par ’extrait organique T4 seul

La gamme de concentrations testée correspond a des volumes
équivalents 4 0; 1,6 ; 3,2 ; 16,2 et 162 pl de percolat de décharge par
ml de milieu ; I’extrait est en solution dans le DMSO présent a la
concentration de 0,2 % dans le milieu.

Les résultats obtenus aprés une, deux et trois applications de ’extrait
organique T4, sont présentés par la figure 18. (tableau 7a, annexe II).

Un seul traitement par cet échantillon appliqué méme & faible
concentration suffit 4 induire la transformation des cellules SHE ; par
exemple, la concentration équivalente & un volume de 16,2 pl de
percolat par ml, entraine une augmentation de la fréquence de
transformation de 3,5 %.
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Figure 19 : Transformation morphologique des SHE apres le trailement séquentiel par
1’échantilion T4 et le TPA.
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Figure 20 : Transformation morphologique des SHE aprés le traitement séquentie] par e B(a)P et
1'échantillon T4.



Le taux de transformation est augmenté également aprés 2 et 3
applications dés la concentration équivalente & 1,6 ul de percolat par
ml, il est respectivement de 4,6 % et de 7,7 %. Mais aucune relation
dose-effet n’est notée lorsque les concentrations augmentent.

Une toxicité est observée pour une concentration d’extrait équivalent
a4 162 pl de percolat par ml, aprés 1 ou 2 applications ; elle s’exprime
dés 16,2 pl aprés 3 applications.

A.2 - Traitement séquentiel par ’extrait
organique de T4 et le TPA.

La méme gamme de concentrations a été utilisée pour étudier les
effets transformants lors d’un traitement séquentiel par l’extrait
organique du percolat T4 pendant 24 heures, suivi par le TPA.

Les résultats présentés, figure 19, montrent qu’une application de
Pextrait organique, précédant deux applications de TPA de 0,1 pg/ml &
J2 et J5, augmente la transformation morphologique des cellules SHE
dés une concentration équivalent au volume de 3,2 ul de percolat par
ml ; un taux de transformation de 15 %, soit 3 fois supérieur a celui
induit par le TPA seul (5,9 %), a été observé & la concentration
correspondant 4 un volume de 16,2 yl de percolat par ml de milieu,
(tableau 7a bis, annexe II).

L’extrait organique du lixiviat T4 agit donc comme initiateur dans le
processus de la transformation cellulaire des SHE.

A.3 - Traitement séquentiel par le B(a)P et
’extrait organique du percolat T4.

Une gamme de concentrations identique & la précédente, a été utilisée
pour évaluer les effets transformants du percolat T4 sur des cellules
prétraitées 24 heures par 0,1 yg/ml de B(a)P.

Aucune des concentrations testées n’a augmenté nettement la
fréquence de transformation des cellules. La plus forte concentration
induit un pourcentage de transformation de 1,5 % alors que le taux de
transformation induit par le B(a)P seul est de 0,4 % (figure 20).

L’ensemble des essais montre que lextrait organique T4 se comporte
comme initiateur dans le processus d'induction de la transformation
cellulaire des SHE in vitro ; il induit également une augmentation du
tlaux de transformation lorsqu’il est appliqué seul sur les cellules SHE.
Mais il winduit pas d’ augmentation nette de la transformation sur des
cellules prétraitées au B(a)P.
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Figure 21 : Transformation morphologique des SHE aprés une, deux ou trois applications de
]’extrait organique du lixiviat B.
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Figure 22 : Transformation morphologique des SHE aprés le traitement séquentie] par
I’échantillon B etle TPA.
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B - Extrait organique de lixiviat B
B.1 - Traitement par l’extrait organique du

lixiviat B.

Les concentrations testées correspondent a des volumes équivalents a
0;1,6;3,2; 16,2 et 162 pl de lixiviat par ml de milieu.

Aprés 1 application, seule la concentration correspondant & un volume
de 16,2 pl de lixiviat par ml, augmente la fréquence de
transformation ; celle ci est de 2,4 % alors que celle des témoins est
nulle (figure 21).

Aucune concentration de I’extrait organique du lixiviat appliquée deux
ou trois fois, n’entraine d’augmentation de la transformation
morphologique des cellules SHE.

Aucune toxicité n’a été observée sur les SHE, lors d’un traitement
unique ou multiple par cet échantillon (tableau 8, annexe II).

L’extrait organique de ce lixiviat semble n’avoir qu’un faible potentiel
& induire la transformation cellulaire sur les cellules SHE ; cet effet
s’est manifesté uniquement lors d’un seul traitement par une
concentration correspondant au volume de 16,2 pl de lixiviat par ml.

B.2 - Traitement séquentiel par P’extrait

organique du lixiviat B et le TPA

L’effet initiateur des micropolluants de I’échantillon B a été testé sur
la méme gamme de concentrations que précédemment.

Les résultats obtenus montrent une augmentation nette de la
transformation des SHE, aprés un traitement séquentiel par
. I’échantillon 4 une concentration équivalent &4 162 pl de lixiviat par ml
pendant 24 heures, suivi par un tratement répété au TPA. La
fréquence de transformation est de 9,7 % comparée & 5 % chez les
cellules exposées au TPA seul (figure 22). -
Les micropolluants de Uextrait organique du liriviat B agissent en
initiateurs pour la transformation morphologique des cellules SHE.
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Figure 23 : Transformation morphologique des SHE aprés le traitement séquentie] par le B(a)P et
’échantillon B.



B.3 - Traitement séquentiel par le B(a)P et
Pextrait organigue du lixiviat B

La méme gamme de concentrations a été testée pour étudier l'effet
promoteur de cet échantillon.

Les résultats obtenus montrent une trés légére augmentation de
l’ordre de 0,4 % a4 1,2 % de la transformation morphologique, sur les
cellules prétraitées par le B(a)P et exposées ensuite a I’échantillon
(figure 23). Les taux d’augmentation observés restent néanmoins
comparables a4 ceux notés avec l'extrait B, appliqué seul, aux mémes
concentrations (tableau 8bis, annexe II).

Comme T4, I’extrait organique du lixiviat B agit comme initiateur de la
transformation induite sur les SHE par le TPA, il induit faiblement la
transformation lorsqu’il est appliqué seul ou sur des cellules
prétraitées par le B(a)P.

Ces résultats confirment le caractére génotoxique des extraits
organiques des lixiviats T4 et B, déjd mis en évidence sur les souches de
Salmonella typhimurium utilisées dans le test d’ Ames.
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Tableau 9 : Effets du CHLORDANE sur la transformation des cellules SHE aprés UNE, DEUX ET TROIS APPLICATIONS.
(2 expériences indépendantes).

EXPERIENCE 1 EXPERIENCE 2
Efficaciteé Transformation Efficacité Transformation
de de
clonage Colonies Taux clonage Colonies Taux
Nombre % Transform./ de % Transform./ de
de jour Chlordane Colonies transformation Colonies transformation
d’application pug/ml totales % totales %
1 application 0 18 4/554 0.7 19 2/573: 0.4
Jn 1 18 4/532 0.8 NT - -
2.5 21 4/642 0.6 NT - -
5 21 2/633 0.3 18 9/541 1.7
8 20 4/606 0.7 18 3/548 0.6
Protocole 1 16 NT - - NT - -
20 NT - - 14 37424 0.7
40 NT - - 0 0 0
2 applications 0 21 2/634 0.3 24 4/710 0.6
(J1, J 5 1 22 7/623 1.1 NT - -
2.5 22 6/673 0.9 NT - -
5 19 2/583 0.3 23 0/688 0
8 22 0/656 0 20 2/586 0.3
Protocole 1 16 NT - - NT - -
20 NT - - 8 0/251 0
40 NT - - 0 0 0
3 applications 0 24 0/730 0 18 2/534 0.4
(J1.3d3,d5) 1 21 3/627 0.5 NT - -
2.5 21 4/622 0.6 NT - -
5 21 4/635 0.6 18 0/547 0
8 23 22/692 3.2 15 5/436 | 1.2
Protocole I 16 NT - - NT - -
20 NT - - 0 0 0
40 NT - - 0 0 0
1 application B(a)p* 12 25/363 6.9 13 23/378 6.1
J 1

B(a)P* (1 pg/ml) utilisé comme contréle positif de la transformation.
NT : non testé.
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Tableau 10 : Effets d'un traitement SEQUENTIEL par CHLORDANE ET LE TPA et d'un traitement séquentiel par le B(a)P
ET LE CHLORDANE sur la transformation des cellules SHE.

EXPERIENCE 1 EXPERIENCE 2 EXPERIENCE 3
Colonies Taux Colonies Taux Colonies Taux
Protocole Initiateur Promoteur EC3 transf./ de Ece transf./ de gcd transf./ de
pg/ml pug/ml Colonies transformation Colonies transformation Colonies transformation
% totales % % totales % % totales %
11 Chlordane TPA
0 0.1 23 32/686 4.7 20 53/600 8.8 25 55/735 7.5
1 0.1 26 57/791 7.2 NT - - NT - -
2.5 0.1 23 38/689 5.5 NT - - NT - -
5 0.1 22 63/652 9.7 20 27/599 6.2 NT - -
8 0.1 25 83/755 11 17 49/495 9.9 23 52/61717 7.7
16 0.1 NT - - NT - - 20 777590 13.1
20 0.1 NT - - 15 81/408 19.8 NT - -
40 0.1 NT - - 0 0 0 NT - -
111 B(a)P Chlordane
0.1 0 22 7/662 1.1 22 15/647 2.3 NT NT NT
0.1 1 22 8/664 1.2 NT - - - - -
0.1 2.5 20 9/608 1.5 NT - - - - -
0.1 5 20 7/599 1.2 21 19/624 3 - - -
0.1 8 22 7/660 1.1 16 0/487 0 - - -
0.1 16 NT - - NT - - - - -
0.1 20 NT - - 7 0/208 0 - - -
0.1 40 NT - - 0 0 0 - - -
B(a)pP 12 257363 6.9 13 23/378 6.1 8 17/150 11.5
Acetone® 23 5/690 0.7 22 1/663 0.2 24 2/720 0.3
B(a)P TPA
0.1 0.1 NT NT NT 19 58/578 10 NT NT NT
EC? : Efficacité de clonage.
B(a)Pb : (1 pg/ml) utilisé comme contrdle positif de la transformation.

C

Acetone® : (0,2 %) utilisé comme témoin négatif de la transformation pour la série B(a)P.
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Tableau 11 : Effets du CHLOROTHALONIL sur Ja transformation des SHE aprés UNE, DEUX OU TROIS APPLICATIONS
(2 expériences indépendantes).

EXPERIENCE 1

EXPERIENCE 2

Efficacité TRANSFORMATION Efficacité TRANSFORMATION
de de
clonage colonies Taux clonage colonies Taux
Nombre et % transformées/ de % transformées/ de
Jjour Concentration colonies transformation colonies transformation
d'application pg/ml totales % totales %
1 application 0 23 3/687 0.9 25 0/746 0
(J 1) 0.05 24 6/730 0.8 NT - -
0.1 25 7/763 0.9 NT - -
0.2 24 6/715 0.8 25 0/737 0
0.3 23 8/675 1.2 21 0/627 0
Protocole I1 0.4 NT - - 13 3/398 0.8
0.5 19 3/519 0.6 5 0/148 0
0.6 NT - - 2 0/68 0
2 applications 0 22 0/645 0
(J1, 3 5) 0.05 22 0/658 0
0.1 22 0/666 0
0.2 16 0/470 0
0.3 13 1/395 0.3
Protocole 12 0.4 NT - -
0.5 8 0/253 0
0.6 NT - .
3 applications 0 22 0/664 0
(01,303,308 0.05 20 2/530 0.4
0.1 17 2/514 0.4
0.2 6 2/188 1.1
0.3 3 1/80 1.3
Protocole 13 0.4 NT - -
0.5 0 0
0.6 NT - -
B(a)P * 1 pg/m |7 14 17/277 6.1 15 30/462 6.5

B(a)P* (1 pg/ml) utilisé

comme contrdéle positif de 1a transformation.

{ ) nombre de boites.
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Tableau 12 :

Effets d'un traitement SEQUENTIEL par LE B(a)P ET LE CHLOROTHALONIL sur la transformation

des cellules SHE.

(2 expériences indépendantes).

EXPERIENCE (1) EXPERIENCE (2)
Initiateur Promoteur
B(a)P CHLOROTHALONIL Efficacité TRANSFORMATION Efficacité TRANSFORMATION
(24h) de de
clonage Colonies clonage colonies
% transf./ % transf./
pg/ml pg/ml Jour(s) colonies Taux colonies Taux
d’application totales % totales %
0.1 0 J2 28 14/854 1.6
- 0.05 NT - -
- 0.1 NT - -
- 0.2 26 16/769 2
- 0.3 24 10/726 1.3
- 0.4 25 15/742 2
- 0.5 23 18/694 2.6
- 0.6 NT - -
0.1 0 J2, J5 21 19/627 3 28 (5) 8/416 1.9
- 0.05 22 5/656 0.8 NT - -
- 0.1 19 3/575 0.5 NT - -
) 0.2 16 8/478 1.7 23 29/680 4.3
- 0.3 12 3/360 0.8 22 40/653 6.1
- 0.4 NT - - 17 41/696 8.3
- 0.5 7 177220 7.7 19 38/569 6.8
- 0.6 NT - - 11 44/337 13
0.2 0 J2 29 14/871 1.6
- 0.2 27 9/803 1.1
- 0.3 25 11/75%5 1.5
- 0.4 26 15/774 1.9
- 0.5 24 21/729 2.9
- 0.6 23 21/674 3.1
- 0 Je. J5 30 14/885 1.6
- 0.2 22 28/659 4,2
- 0.3 22 30/655 4.6
- 0.4 17 47/508 9.3
- 0.5 13 43/398 10.8
- 0.6 12 69/354 19.5
NT : non testé, ( ) : nombre de boites.




PARTIE 1V : Effet du chlordane sur ’activité ODC des cellules SHE

Dans le but d’éclaircir quelques aspects du mécanisme d’action du
chlordane dans la potentialisation des effets transformants induits par
le TPA sur les cellules SHE ; les effets du chlordane ont été testés sur :

- I'activité ODC sur les cellules SHE (Partie IV),
- le flux de calcium intracellulaire libre (Partie V),
- la formation d’adduits sur les SHE (Partie VI).

76



Activité

0DdC .
185 T . Ctl’l
160 1 — ' U TPA 6h
140 4 |
1 | B cipa 2n
120 - [ |
| M cip4 4n
(=] ciba 6h
traitement
Figure 24 : Effet du chiordane (4 pg/ml) sur I’activiié ODC des cellules
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Figure 25 : Activité ODC des cellules SHE apres :

a. traitement en simultanée par le chlordane 4 pg/mletle TPA 0,1 ug/ml.

b. traitement séquentiel par le chlordane (4 pug/ml) etle TPA (0,1 ug/ml) avec ou sans changement de milieu.
C. traitement séquentiel par le TPA (0,1 Hg/ml) et le chlordane (4 y#g/ml) sans changement de milieu.



I - Cinétique d’induction de I’0ODC par le chlordane

Lorsque le chlordane est ajouté aux cellules SHE & la concentration
finale de 4 pg/ml, 'activité ODC diminue légérement aprés 2 heures
avec une valeur minimale 4 4 h,une reprise d’augmentation de
Pactivité ODC est constatée aprés 6 heures de traitement (figure 24).

L’étude de la cinétique d’induction de I'ODC par le TPA (0,1 pg/ml)
dans les mémes conditions expérimentales, a montré que l’activité
ODC augmente rapidement atteignant un pic 5 heures aprés le début
du traitement (Robert, 1991). Le temps t = 5 heures est retenu comme
temps d’incubation, temps nécessaire pour étudier la modulation par
le chlordane de l'activité ODC induite par le TPA.

II - Effets du chlordane sur I’activité ODC induite par le TPA

Dans un premier temps, les cellules SHE sont traitées en simultanée
par le chlordane (4 pg/ml) et le TPA (0,1 pg/ml), pendant 5 heures, on
observe une augmentation de l’activité ODC égale 3 la somme de
I'activité ODC induite séparément par le TPA et le chlordane.

Pour simuler les conditions dans lesquelles le chlordane potentialisait
l'effet transformant du TPA, les cellules ont été traitées
successivement par le chlordane et le TPA. On constate alors que le
traitement au chlordane pendant 1 heure suivi d’un traitement au TPA
pendant 4 heures, augmente 'activité ODC déja induite par le TPA.

Cet effet de synergie est accentué si le chlordane est laissé dans le
milieu pendant le traitement au TPA.

Si le chlordane est appliqué pendant 2 heures sur des cellules
préalablement traitées au TPA pendant 3 heures, on assiste 4 une
~diminution  de I'activité.ODC comparé au taux d’induction par le TPA
(figure 25).

L’étude de l’activité protéolytique montre une augmentation du taux
de protéases, induit par le chlordane, atteignant un pic 4 t = 2 heures,
suivie par une diminution progressive vers le taux basal aprés 5 heures
de traitement (figure 26).
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L’activité de la protéase 70 KDa est responsable de la dégradation des
ARNm du géne de I’'ODC. L’augmentation de l’activité protéolytique
induite par le chlordane et le TPA, explique la diminution de l'activité
ODC enregistrée avec chacune de ces substances ; les périodes de
traitement nécessaires a la modulation de ces deux activités
coincident.

Des études plus approfondies, sur les propriétés protéolytiques du
chlordane, seraient nécessaire pour démontrer la régulation post-
transcriptionelle par le chlordane de I’activité ODC induite par le TPA.
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PARTIE V : Effet du chlordane sur le taux Ca2+ intracellulaire des
cellules SHE

I - Modulation du Ca2+ libre intracellulaire par I’lonomycine

L’lonomycine (Sigma 10634), un ionophore de calcium, a été utilisé
comme témoin positif au cours de cette expérience. Il facilite la
pénétration du Ca2* extracellulaire dans le milieu intracellulaire et
permet de vérifier que la complexation du fluo 3 par les ions de Ca2*t
résulte en une augmentation de la fluorescence.

Aprés application de 10 pl d’ionomycine, le taux de fluorescence
augmente progressivement pour atteindre un plateau a t = 100 secondes.
Ce type d’évolution du taux de Ca2* intracellulaire typique des
ionophores de Ca2* traduit une penétration progressive des ions de Ca +
libre du milieu extracellulaire vers le milieu intracellulaire.

Ce résultat témoigne de la validité des conditions expérimentales et de la
qualité des cellules SHE.

Il est & noter, si ’on en juge par le taux de fluorescence des différentes
cellules & t = 0 que le taux d’incorporation du fluo 3 est variable d’une
cellule a l'autre ; la normalisation des données permet de prendre en
considération cette variabilité.

II - Effet du chlordane sur le taux du Ca2+ intracellulaire libre
des cellules SHE

Le traitement des cellules SHE par le chlordane 4 8 yg/ml entraine une
légére augmentation de la fluorescence avec un flash 4 270 secondes
traduisant une montée rapide de Ca2* libre dans le milieu intracellulaire
(figure 27).

Ces fluctuations de la fluorescence traduisent deux événements:

-de t = 0 a t = 230 secondes, la légére augmentation du taux de
Ca2* intracellulaire correspondrait & un faible influx de calcium
extracellulaire,

- de t = 230 & t = 310 secondes, le pic de fluorescence observé, di
4 une augmentation rapide et importante du CaZ* libre intracellulaire,
traduirait une libération des ions Ca2* a partir d’un stock intracellulaire,
probablement le réticulum endoplasmique.

79



80

Areas Selected

1800

Al o2
*3

8 Prelp TP i rrrrer ey errrprirr

8 Se 1008 158 208 250 388 350
(Units) vs. Time (sec)

Figure 27 : Modulation du taux de Ca2* libre intracellulaire des cellules SHE traitées parle
chlordane seul (8 pyg/ml).



I11 - Effets du TPA sur le taux de Ca2+ intracellulaire libre des
cellules SHE prétraitées au chlordane

L’application du TPA a 0,1 pg/ml sur des cellules SHE non traitées
auparavant, nous a permis de constater que le TPA n’induit aucun
changement de fluorescence dans les 800 secondes qui suivent le
traitement.

Si cette application de TPA a 0,1 pg/ml réalisée sur des cellules
prétraitées au chlordane a 8 pyg/ml pendant 24 heures, on assiste a une
augmentation spectaculaire du taux du Ca2* intracellulaire se traduisant
par un flash dans les cinquantes premiéres secondes qui suivent
I’application.

Une deuxiéme application au TPA a la méme concentration, a permis
d’observer un deuxiéme flash dans le méme laps de temps (50 secondes)
(Fig 28).

Si I’on substitue le TPA par le chlordane, aucune réponse n’est observée.

Le prétraitement des cellules SHE par le chlordane & 8 yg/ml pendant 24
heures semble affecter des structures ou des fonctions cellulaires. Suite a
ces modifications, le TPA semble moduler le taux intracellulaire du Calt
libre d’une fagcon rapide qui peut traduire une libération des ions de
Ca2* stockés dans le milieu intracellulaire. Ces observations peuvent
constituer des données importantes pour expliquer la potentialisation
des effets transformants du TPA par le chlordane observée auparavant
sur les mémes cellules.

Ces essais ont été répétés plusieurs fois lors d’expériences séparées. Les
résultats confirment l'augmentation des concentrations en Ca2t
intracytoplasmiques a la suite d’'une premiére exposition au chlordane.
L’augmentation des flux de Ca2* 3 Yintérieur de la cellule qui suit ’ajout
de TPA n’a lieu que si les cellules ont été prétraitées au chlordane. Ces
résultats militent en faveur d’une implication des flux calciques dans les
effets de synergie chlordane-TPA observés.

IV - Effets du chlorothalonil sur le taux de Ca2+ _intracellulaire libre
des cellules SHE

Le traitement des cellules par le chlorothalonil 4 0,2 pg/ml dans les
mémes conditions n’entraine aucune modulation du taux de Ca2+
intracellulaire.
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PARTIE VI : Mise en évidence d’adduits sur ’ADN des cellules SHE
en présence et en absence de chlordane

La figure 29, montre les autoradiogrammes obtenus aprés post-
marquage au 32p des hydrolysats d’ADN isolés & partir de cellules
appartenant a 3 lots de traitement :

a - Cellules témoin (DMSO 0,2 %)

b - Cellules SHE traitées au chlordane 4 10 ug/ml pendant
24 heures

¢ - Cellules SHE traitées au chlordane & 10 yg/ml pendant
48 heures.

Sur les autoradiogrammes apparait un certain nombre de taches ou
spots correspondant aux bases hypermodifiées sur ’ADN. On peut
visualiser, sur chacun des autoradiogrammes (a, b et c¢), 17 taches
majeures et 10 taches mineures. Les spots majeurs et mineurs
visualisés sur les 3 essais ont le méme site de migration, ce qui permet
de dire qu’il n'y a pas de différences qualitatives entre les spots
obtenus sur les 3 autoradiogrammes.

Ces observations indiquent que le chlordane appliqué aux cellules
SHE, a la concentration de 10 ug/ml pendant 24 heures ou 48 heures,
n’induit pas d’adduits supplémentaires sur ’ADN.

Sur le plan quantitatif, les comptages de la radioactivité de I’ensemble
de spots, ont permis de déterminer le nombre d’adduits totaux pour
109 nucléotides (tableau 13).

Cependant, on pourrait concevoir que des différences puissent exister
quant au nombre d’adduits pour un méme spot présent dans les 3
échantillons. La encore, les résultats présentés dans le tableau 13
montrent qu’il n’y a pas de différences significatives entre les essais
témoin et traités .

Ainsi, les valeurs trouvées pour les adduits totaux, autant pour le
témoin que pour les cellules traitées, sont tout a fait similaires, les
différences minimes observées ne sont absolument pas significatives,
compte-tenu de la méthode employée.
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Figure 29 : Autoradiogrammes des adduits obtenus par post-marquage d’un hydrolysat de DNA, isolé a partir de cellules SHE

cultivées en présence et en absence de chlordane.
a. témoin ; b. cellules traitées a 10 yg/ml de chlordane pendant 24 heures.
c. cellules traitées a 10 ug/ml de chlordane pendant 48 heures.

Les spots numérotés correspondent a des taches majeures, les taches mineures sont indiquées par de petites fleches.




[ I |
| Spot n° | Nombre d’adduits pour 109 nucléotides |
| I a I b | = ¢ |
— ; | # |
[ 1 | 7.7 | 5,3 | 9,6 |
| 2 | 20,7 | 15,2 | 26,9 |
| 3 | 18,7 | 14 | 20,5 |
| 4 | 4,7 | 8 | 9,3 |
| 5 l 6,8 | 3.3 | 4,5 I
| 6 | 2,2 | 3,2 I 3 l
| 7 | 2,6 | 3,7 l 2,1 |
| 8 | 2,6 | 3,4 | 5,6 |
| 9 | 13,9 | 18,7 | 24,2

| 10 | 17,8 | 24,4 | 25,6 |
| 11 | 16, 1 | 17 | 28,4 |
| 12 | 4 | 3,3 | 4,3 |
| 13 | 1,8 l 3,3 | 4,2 |
| 14 | 2.4 | 2,7 | 4,7 |
| 15 | 4 | 5,1 | 5,3 |
| 16 | 1,5 | 2,2 | 2,1 |
| 17 | 4,7 | 1,8 | 2,2 |
= | : | |
l Total | 132,2 | 134,6 | 182,5 !
(I | | |

Tableau 13 : Nombre d’adduits pour 109 nucléotides pour les 17 spots
majeurs des radiogrammes. a) témoin ; b) traitées 24 heures ; ©)
traitées 48 heures.

En se basant sur les données qualitatives et quantitatives, on peut
donc conclure que le chlordane, d’une part, n’induit pas d’adduits
supplémentaires sur les cellules SHE, et que d’autre part, il n’induit
pas d’augmentation quantitativement parlant des adduits endogénes.

Il reste & expliquer la présence des adduits endogénes, présence qui
peut paraitre surprenante de prime abord. II faut noter que la
technique utilisée, c’est & dire le post-marquage, a l'inverse de la
technique par marquage direct a l’'aide d’un xénobiotique radioactif,
présente I'avantage de mettre en évidence ’ensemble des adduits sur
I’ADN.
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Parmi ces adduits, certains peuvent &tre induits par des molécules
présents naturellement dans la cellule. Dans notre cas ou des cultures
cellulaires sont utilisées, la présence des adduits endogénes peut étre
liée a4 des facteurs provenant du milieu de culture ou & des facteurs
d’origine maternel.

D’autres travaux ont également montré la présence d’adduits dans les
tissus animaux et humains non exposés i des xénobiotiques (Gupta,
1985 ; Everson et al., 1986 ; Wong et al., 1986). Randerath et al. (1986)
ont démontré qu'’il existe chez le rat une corrélation entre I’apparition
des adduits endogénes et I’age de I'animal, le vieillissement favorisant
cette apparition. Nous avons affaire, dans le cas présent, 4 des
embryons, mais il n’est pas exclu que des facteurs intrinséques a la
femelle en gestation aient pu étre transférés aux embryons par la voie

placentaire.
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d'échantillons T4 et B obtenus au moyen du test d’Ames, du test d'inhibition de la coopération
métabolique sur V79 et de 1°essai de transformation cellulaire sur SHE.

Ames Coopération Transformation celiulaire/SHE
pg/bte|l ml S. typhimurium {métabolique
éq/bte} -59 +S9 V79 1 applic. |3 applic.|avant TPAjaprés B(a)P
0 0
1 INHIBITION POSITIF | POSITIF
5 de a de
CHLORDANE 8 _ _ 8 a4 25 _ 5-8 543 20 _
16 40
pg/ml 25 pg/ml pyg/ml pg/ml
128 320
0 0
0,05 | 0,125 POSITIF POSITIF
0,2
CHLOROTHALONIL 0,3 ~ _ _ _ 0,2 -0,3 _ 0,2 - 0,6
0.5
pg/mil 0.6 pg/ml
1.6 4
0
extrait T4 0,16 POSITIF POSITIF | POSITIF | FAIBLEMENT
1,6 _ de POSITIF
volume ! dés 0,16 pl/ml 3,2 - 162
équivalent 162 pyl/ml
M Y R R LR Rl Aiaieteiiiieieieiihdal Anfnieieiieieel Il Hatei i i
500 1,25
i [ POSITIF
2500 6.2
0
extrait B 0.16 POSITIF | FAIBLEMENT
1.6 _ - _ a POSITIF
volume ! 162 pli/m
équivalent 162
M7 PP EEY EEEEEEY EEES bt Riehitituiiiuhinint It il I R R
240 0,6 POSITIF de
1000 2,5 2,5 3 12,5
5000 12,5 ml/bte




DISCUSSION GENERALE

Les résultats obtenus avec le test d’Ames, ’essai d’inhibition de la
coopération métabolique et I’essai de transformation cellulaire, sur les
deux substances, chlordane et chlorothalonil, d’une part et sur les
extraits d’échantillons environnementaux complexes d’autre part, sont
synthétisés dans le tableau 14 peuvent se résumer comme suit :

- le chlordane, non mutagéne sur la base du test d’Ames, inhibe la
communication intercellulaire et induit la  transformation
morphologique des cellules SHE aprés 3 applications répétées aux
concentrations de 5 et 8 ug/ml ou lors d’une association avec le TPA.

- le chlorothalonil ne donne de réponse positive que sur les cellules
SHE : il provoque la transformation cellulaire aprés 3 applications
répétées de 0,2 et 0,3 pg/ml ou lorsqu’il est appliqué aprés le B(a)P ;
ces derniers résultats faisant assimiler ce dérivé a un promoteur.

La cytotoxicité trés élevée du chlorothalonil justifie de ses utilisations
en tant que biocide et explique le niveau trés faible des concentrations
testées.

- Les deux extraits complexes se sont montrés génotoxiques avec le
test d’Ames, aprés activation métabolique pour I’échantillon T4, avec
et sans activation métabolique pour I’échantillon B. Aucun effet sur la
coopération métabolique n’a été enregistré. Par contre, ils se sont
révélés actifs sur la transformation morphologique des cellules SHE.

. L’échantillon T4 a induit la transformation aprés une seule
application & la concentration de 0,16 pl/ml et s’est montré également
trés actif lorsqu’il est suivi du TPA, ce qui témoigne d’une forte
activité génotoxique de type initiateur.

. L’échantillon B présente également un profil initiateur, étant
donné le taux de transformation élevé des cellules SHE lorsque son
application est suivie de celle du TPA.

Ces résultats appellent plusieurs commentaires.

- L’essai de transformation morphologique des cellules SHE est le seul
essal 4 avoir répondu positivement aux quatre échantillons testés :

- aux deux pesticides, non génotoxiques mais cancérogénes chez
’animal,

- et aux deux extraits qui se sont révélés génotoxiques avec le
test d’Ames.

Dans le cas de substances mutagénes, la réponse peut apparaitre apreés
une seule application pour peu que la concentration d’exposition des
cellules soit suffisamment élevée dans la gamme des concentrations
non cytotoxiques ; la réponse est plus manifeste lorsque I'application
est suivie de celle d’un promoteur fort comme le TPA.
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Par exemple, I’extrait B reste sans effet aprés 1, 2 ou 3 applications ;
le résultat est nettement positif & la concentration de 162 ul
d’équivalent lixiviat par ml, aprés ’action du TPA.

Ces essais sur les deux extraits soulignent la sensibilité du systéme SHE
trés supérieure a celle du test d’ Ames, étant donné qu’'au niveau de
concentrations testées sur SHE, aucune réponse positive n'est obtenue
sur Salmonella typhimurium. Le percolat T4 et le lixiviat B testés
bruts sans étape de concentration des micropolluants ne s’étaient pas
révélés mutageénes ; a la concentration équivalente 4 0,6 ml de lixiviat
B par boite, ce qui correspond & 240 ul/ml de suspension bactérienne
gélosée, le test d’Ames était resté négatif.

Dans le cas des substances non génotoxiques comme le chlordane et le
chlorothalonil, la transformation cellulaire est induite essentiellement
aprés répétition des applications (3 en général), si I’échantillon est
testé seul. L’utilisation d’un schéma initiation-promotion améliore la
sensibilité par la synergie des effets possibles avec un initiateur et un
promoteur.

Les résultats obtenus avec le chlordane nous incitent & la prudence
avant de classer ‘initiateur' ou "promoteur’ une substance sur la seule
positivité obtenue aprés traitement séquentiel substance-TPA ou
B(a)P-substance respectivement.

L’absence d’adduits supplémentaires sur I’ADN des cellules SHE
traitées au chlordane par rapport aux contrdles, a confirmé les
données bibliographiques concluant au caractére non génotoxique du
pesticide, évitant ainsi qu’un label d’initiateur" ne soit abusivement
décerné au chlordane. Il nous semble important de retenir de cette
induction du taux de transformation lors du traitement séquentiel
chlordane-TPA, que des effets dinteraction peuvent résulter d’une
potentialisation des effets de substances au mécanisme d action différent
et complementaire, sans qu'il Ssagisse nécessairement, dune
combinaison initiateur-promoteur.

- Le test d’inhibition de la coopération métabolique selon Trosko et al.,
(1979), n’a permis de retenir que le chlordane comme substance
inhibitrice de la communication intercellulaire. Les réponses négatives
obtenues avec les trois autres échantillons montrent que ce critére est
moins révélateur d’'une potentialité cancérogéne in vitro que l'essai de
transformation cellulaire.

L’inhibition de la communication entre cellules est un élément de
déstabilisation de I'homéostasie cellulaire suffisant, mais non
indispensable au processus de transition des cellules normales vers
I’état tumoral.
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L’essai d’inhibition de la coopération métabolique étant effectué sur
des lignées cellulaires V79, la déficience partielle en enzymes de
métabolisation de ce systéme est un élément & prendre en
considération avant de conclure & l’absence totale d’effet sur la
communication intercellulaire des échantillons ayant répondu
négativement ; c’est le cas, en particulier, du chlorothalonil et de
I’échantillon T4 dont la toxicité peut étre due aux métabolites, ainsi
qu’il ressort des données de la littérature pour le chlorothalonil et des
résultats du test d’Ames pour T4.

La réalisation d’essais d’inhibition de coopération métabolique en
présence de fraction Sg aurait été utile pour lever cette incertitude.

- Cette étude démontre que l'absence de génotoxicité n’est pas une
garantie d’innocuité : des potentialités cancérogénes impliquant des
mécanismes épigénétiques peuvent exister, méme si la recherche des
altérations structurales du génome s est révélée négative .

La stratégie d’évaluation d’'un potentiel cancérogéne in vitro basée sur
des essais de mutagénése ou d’activité de réparations de I’ADN est
insuffisante dans la mesure ou les cancérogénes agissant par des
mécanismes ne relevant pas d’altération du génome échapperont au
screening.

Le protocole d’évaluation des substances chimiques nouvelles selon les
directives actuelles, qui consiste & mettre en oeuvre, d’abord des
essais de mutagénicité sur bactéries, comme le test d’Ames, et a4 ne
pousser les investigations sur cellules eucaryotes que pour les
substances détectées positives lors de ce premier screening, est
insuffisante et discutable pour les mémes raisons.

Les résultats de cette étude soulignent bien que d’ autres effets touchant
la communication intercellulaire, Uactivation de kinases, ou d’autres
mécanismes peuvent conduire d la transformation cellulaire, alors que
la substance est dépourvue & activité mutagéne sur bactéries.

Ce sont au contraire les substances négatives en mutagénicité qui
mériteraient de faire I’objet d’investigations supplémentaires, pour la
recherche de ces potentialités épigénétiques. Dans I’état actuel de la
législation et de la pratique, ces potentialités cancérogénes par
mécanismes ‘épigénétiques’ ne sont détectées que lors des
expérimentations animales a long terme. Ces essais sont requis pour
I'homologation des produits phytosanitaires, mais non pour la
notification des substances chimiques.

De telles substances sont donc commercialisées et rejetées dans
I'environnement en toute impunité. Leur détection est d autant plus
importante que les milieux environnementaux renferment une
multiplicité de micropolluants dont Iinteraction est inéluctable et
pourra favoriser le développement de processus cancéreux.
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Peu d’essais ont été développés pour détecter des potentialités
cancérogénes épigénétiques in vitro.

La détection d’une perturbation de la communication
intercellulaire est significative de telles potentialités mais l'intégrité
du mécanisme n’est pas non plus, une garantie d’innocuité comme ’ont
montré ces résultats.

. L’essai de transformation morphologique des cellules SHE est

intégrateur de I’ensemble des modifications biochimiques, structurales
et fonctionnelles induites par les cancérogénes et semble é&tre le
modéle d’élection pour la détection in vitro de cette catégorie de
substances.
Ce modéle permet, par ailleurs, de détecter a la fois les cancérogénes
génotoxiques et épigénétiques. La mise en oeuvre de plusieurs
protocoles incluant P’application de la substance seule d'une part, ou
associée & un initiateur ou un promoteur d’autre part, permet
d’augmenter les performances de ce systéme. Son intérét est
indiscutable ; il faut cependant reconnaitre que cette mise en oeuvre
implique des séries d’essais assez lourds.

Les conditions expérimentales que nous avons utilisées sont celles
préconisées par Chouroulinkov et Lasne (1978). D’autres auteurs ont
proposé certaines modifications afin d’augmenter la sensibilité de
I’essai et d’en simplifier le protocole. Ainsi, Elias et al. (1989) et
Rivedal et Sanner, (1992) utilisent un milieu de culture a4 pH 7,0 au lieu
du pH 7,35 initial, et considérent que les performances de ’essai s’en
trouvent augmentées.

Leboeuf (1987) préconise un pH acide de 6,7 qui permettrait
d’atteindre une sensibilité élevée tout en ne traitant les cellules qu'une
seule fois, sans avoir & renouveler le milieu pendant les 7 jours
d’exposition. Il faut souligner que si le pH acide du milieu augmente le
taux de transformation des cellules SHE exposées a ces cancérogénes,
il augmente également leur taux de transformation spontanée, lié en
partie a4 'inhibition des communications intercellulaires par I’acidité
du milieu ; cela se traduit par I’aspect des colonies qui sont beaucoup
moins belles qu’au pH physiologique.

Il serait intéressant de comparer les performances de ces différentes
méthodes pour optimiser le protocole de l’essai de transformation
morphologique des cellules SHE, avec le souci de gagner a la fois en
sensibilité et en facilité de mise en oeuvre.

- 11 serait souhaitable de rechercher les potentialités cancérogénes
également dans les milieux environnementaux et leurs sources de
contamination représentées par les effluents de diverses origines :
domestique, industrielle et agricole. Actuellement, aucun essai
répondant a cet objectif n’est exigé par la réglementation. Le seul test
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biologique requis est l'essai de toxicité aigué sur daphnies évaluant la
mortalité aprés 24 heures ; il est question d’y ajouter dans 1’avenir un
test d’inhibition de la reproduction de ces microcrustacés.

Quoi qu’il en soit, ce contrdle est insuffisant et devrait prendre en
compte le risque cancérogéne. C’est pour souligner la réalité de ce
risque au niveau environnemental et inciter & sa prévention que nous
avions entrepris préalablement & ce travail, une étude de 1la
génotoxicité des lixiviats de déchets solides stockés en décharge.

Cette étude a fait 'objet d’une publication qui figure en annexe II. Le
test d’Ames utilisé alors avait mis en évidence la présence de
micropolluants mutagénes dans les lixiviats de certains échantillons et
a souligné ainsi, le risque génotoxique pour I'environnement aquatique,
des eaux de lessivage ou de percolation de ces déchets.

L’analyse physicochimique visant a identifier les micropolluants
responsables de la toxicité n’avait pas donné de résultats
satisfaisants. L’analyse des traces, malgré la sensibilité des techniques
analytiques, est effectivement trés difficile:

Si le screening analytique ne permet pas d’expliquer un risque
identifié, a fortiori 'analyse physicochimique standard qui ne mesure
que des paraméires globaux, sera insuffisante pour évaluer un risque
cancérogéene. Ceci apparaissait aussi des résultats des échantillons T4
et B dont les bilans analytiques ne reflétent pas la toxicité. C’est la
raison pour laquelle il nous parait indispensable d’inclure un minimum
d’essais biologiques dans la stratégie du contréle environnemental.

En matiére de cancérogénése, il est nécessaire d’appréhender et de
prévenir , d’une part, le risque génotoxique, d’autre part le risque lié
aux cancérogénes épigénétiques. L’étude des percolat de décharge et
lixiviat de déchet donne un exemple des essais qui peuvent étre
appliqués dans cet objectif.

. Le test d Ames est bien approprié pour une évaluation de la
génotoricité de par sa simplicité et sa rapidité et il nous parait
recommandé en premiére approche.

Les investigations complémentaires ne nous semblent pas
indispensables en cas de positivité, I'information étant suffisante pour
alerter et inciter a la prévention.

En cas de réponse négative par contre, la question reste posée de la
pertinence et de la sensibilité de ce test 4 détecter 1’ensemble des
cancérogénes, c’est, 4 notre sens, dans ce cas que des investigations
complémentaires seraient souhaitables.

- Cette étude a également permis d’éclaircir quelques aspects du
mécanisme d’action du chlordane. Cet organochloré parait modifier les
flux de calcium libre intracytoplasmique, comme cela avait été noté
pour d’autres de ses congénéres de type DDT.
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Cette augmentation des flux calciques pourrait expliquer les effets de
synergie avec le TPA ; il a été montré en effet que les effets du TPA
étaient potentialisés par un ionophore de calcium A 23187 avec des
répercussions sur (1) I'activation de la PKC elle méme dépendante du
taux de calcium et (2) l'induction de la cascade de Yacide
arachidonique (Moser et Smart, 1989).

L’interaction chlordane-TPA se refléte également sur lactivité de
I’ODC : L’activité basale de I'ODC augmenté déja par le TPA, est
encore accrue lors d’un traitement préalable ou simultané par le
chlordane.

Il serait intéressant d’élucider les mécanismes de ces effets, voir s’ils
relévent de mécanismes autres que l'influx calcique et comment
s’inscrivent dans ce contexte les effets observés sur lactivité
protéasique cytosolique de la 70 KDa dans la régulation post-
transcriptionnelle de I'ODC.

Les mécanismes d’induction de l'activité ODC n’ont été qu’abordés au
cours de cette étude pour montrer l'intérét de ce critére, également
trés significatif d’'une perturbation de la croissance et de la division
cellulaire. Une étude plus poussée des cinétiques d’activité de I’'ODC
en fonction des modalités de traitement par le chlordane seul ou
associé au TPA aurait été nécessaire pour mieux appréhender cette
voie fondamentale.

Il en est de méme des essais sur l'activité protéasique que nous
n’avons qu’abordés, grice au concours de I'équipe de G. NGUYEN-BA
et H. TAPIERO.
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CONCLUSION

Ce travail a concerné la détection in vitro des cancérogénes mnon
génotoxiques et I’étude des performances de trois essais a détecter les
potentialités cancérogénes des contaminants de ’environnement :
. le test de mutagénése sur Salmonella typhimurium his",
. 'inhibition de la communication intercellulaire des cellules de
la lignée V79,
. et ’essai de la transformation morphologique des cellules
embryonnaires d’hamster syrien SHE.

Deux pesticides chlorés, le chlordane et le chlorothalonil, cancérogénes
chez I'animal mais non mutagénes, ont été testés a l’aide de cette
batterie d’essais.

Des lixiviats de déchets ultimes et percolats de décharge ont été

également étudiés dans les mémes conditions.

L’ensemble de ces travaux ont montré l'intérét d’utiliser des modéles
cellulaires en vue de la détection de cancérogénes environnementaux, et
I’étude de leur profil d’action, qu’il s’agisse de substances pures ou de
milieux complexes,.

- Le chlordane non mutagéne dans le test d’Ames, inhibe la
coopération métabolique entre les cellules V79 et potentialise la
transformation morphologique et I'activité ODC des SHE induites par le
TPA.

Les effets de synergie entre le chlordane et le TPA peuvent trouver une
explication dans 'augmentation des flux intracellulaires de calcium libre
des cellules SHE prétraitées au chlordane et soumises & l’action
supplémentaire de ’ester de phorbol.

- Le chlorothalonil n’induit pas de mutation sur les souches
bactériennes de Salmonella et n’inhibe pas la coopération métabolique
des cellules V79 ; il se comporte comme un promoteur si ’on en juge par
I'augmentation de la transformation des cellules SHE prétraitées au
B(a)P.

- Le caractére génotoxique des concentrés organiques des
échantillons de percolat de décharge et de lixiviats de déchets ultimes
est mis en évidence par le test d’Ames et confirmé par la transformation
des cellules SHE observée lors d’un traitement par 1’échantillon seul ou
suivi par un traitement au TPA. _

Ces deux extraits se montrent inactifs quant a Dinhibition de la
coopération métabolique des cellules V79.
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L’essai de transformation morphologique des cellules SHE, utilisé
parallélement au test d’inhibition de la coopération métabolique sur les
cellules de la lignée V79 et au test de mutagénése sur Salmonella
typhimurium, se révéle le plus sensible 4 la détection des actions tant
génotoxiques qu’épigénétiques des agents chimiques.

Cet essai apparait bien représentatif des perturbations biochimiques,
fonctionnelles et structurales susceptibles de dérégler les mécanismes de
controle de la croissance et de la prolifération cellulaire et de faire
transiter une cellule de I’état normal vers I’état transformé.

L’essai de transformation morphologique des cellules SHE semble étre le
modéle d élection pour la détection in vitro des cancérogénes ; il mériterait
d’'étre intégré dans la batterie des essais in vitro mis en oeuvre pour la
prévision des potentialités cancérogénes des contaminants de
lUenvironnement et des xénobiotiques, dans le but de la prévention du
risque cancérogéne en général.

Il resterait a4 optimiser encore la méthodologie de cet essai et voir
comment il est possible de réduire la variabilité des réponses par un
meilleur contréle des spécificités physiologiques des cellules, de la
qualité du sérum ou par des modifications des conditions expérimentales
telles que le pH. Une validation, en cours, au niveau international
permettrait de mieux tirer profit des capacités de I'essai de
transformation cellulaire des SHE a détecter les cancérogénes
environnementaux.
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Milieux et tampons pour la culture cellulaire.

1 - Milieu de Eagle modifié par Dulbecco (DMEM H16) pH 7,4

Composants mg/]
NaCl 6400,0
KCl 400,0
CaCl2 (anhyd) 200,0
MgS04 7H20 200,0
NaH2P04H20 125,0
Glucose 1000,0
Fe(NO3)3 9H20 0,1
L-arginine HCL 84,0
L-valine : 94,0
Glycine 30,0
L-serine 42,0
L-cystine 2HCI 63,0
L-tyrosine 104,0
choline Cl 40
Nicotinamidine 4.0
D-Ca-Pantothenate 4,0
L-Histidine HC]1 H20 42,0
L-isoleucine 105,0
L-leucine 105,0
L-lysine HCI 146,0
L-méthionine 30,0
Phénylalanine 66,0
L-thréonine 95,0
L-tryptophane 16,0
Pyrydoxal HCl 4,0
Thiamine HCl 4.0
Riboflavine 0,4
Acide Folique ‘ 4,0
I-inositol | 7,2
L-glutamine - 584,0
Rouge de phénol 15,0
NaHCO3 3700,0
Pyruvate de Na 110,00

Référence Gibco 074-1600.



2 - Milieu de Eagle modifié par Dulbecco pH 6.7

Amino-acides mg/1
L-arginine HCL 84
L-cystine 48
L-glutamine 584
Glycocolle 30
L-Histidine Hy0 . 42
L-isoleucine ' 105
L-leucine 105
L-lysine HCl 146
L-méthionine | 30
L-phénylalanine 66
L-sérine 42
L-thréonine 95
L-tryptophane 16
L-tyrosine 72
L-valine 94
Pyruvate-Na 110

Vitamines mg/1
Acide Folique 4,0
choline Chlorure 4,0
l-Inositol 7,2
Nicotinamidine 40
D-Ca-Pantothénate 4,0
Pyrydoxal HC1 4,0
Riboflavine 0,4
Thiamine 4,0
Sels et autres composants mg/1
KCl 400
CaClo 200
NacCl 6400
NaHCOg 750
NaH2PO4H20 124
Fe(NOg)g 9H50 0,1
MgSO,4 7TH90 200
Glucose 1000
Rouge de phénol 5

Référence : ce milieu a été réalisé sur demande auprés de la maison Eurobio.



3 - Solution de PBS sans calcium ni magnésium.

Composants g/5 litres eau bidistillée.
NaCl 40,00
KCl 400
NaHoP04H50 124
KHoPOy 1,00

4 - Solution de trypsine 0.25 % ph 7.00.

Composants g/5 litres eau bidistillée.
NaCl 40,00
KCl 400
NaHoP04H90 124
KHoPO4 1,00

Trypsine 12,50



Milieux pour la préparation de ’ADN

- Etoxyéthanol (Riedel de H)
- Tampon SET

100 mM NaCl 585 mg)

20 mM EDTA584 mg) 100 ml
50 mM Tris 605 mg)

dissoudre et ajuster A pH =38

- SET/SDS
Tampon SET + 0,5 % SDS —réajuster pH

- Phénol — équilibré avec 0,1 M Tris-HCl pHS8

- saturer le phénol avec de ’eau aprés I’avoir fondu

- 500 ml phénol saturé + 500 ml Tris HCl M pH8
agiter - laisser décanter - soutirer le phénol

- reprendre phénol avec 500 ml Tris-HC1 M
faire de méme

- reprendre phénol avec 500 ml Tris-HCI1 0,1 M pHS8
laisser décanter —=prendre le pH du Tris qui doit
étre de 7,6

- si pH pas bon — remettre 500 ml Tris-HCl M pHS8

- congeler le phénol en laissant du Tris-HCI sur le phénol

- Chloroforme + isomylique alcool
24 parts chloroforme + 1 part alc. isomylique

- Phénol-chloro-alcool isomylique
1 part phénol équilibré + 1 part mil. chloro. isomylique

- Protéinase K Sigma P0390
préparer extemporanément : 1 mg/ml dans SET/SDS

- RNases A Sigma R 4875
T1 Sigma R 8251

- RNAse 1 préparer extemporanément : 0,1 mg/ml dans SET
- RNAse T1 vortexer RNAse T, suspension dans son flacon
d’origine et additio. T1 & la solution RNAse Z pour
avoir 1000 unités/ml
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Tablcau 1a: Résultats du test d’Ames sur 1e CHLORDANE.

Nombre de révertants induits par le CHLORDANE sur les différentes souches
de Salmonella typhimurium his™, avec (+59) ou sans (-Sg) activation métabolique

Nombre de colonies par boite

CHLORDANE
pg/bte TA97a TA98 TA100 TA102
'Sg +59 -Sg +Sg '59 +Sg 'Sg +59
0 98+20 87+£12]|1916 32+61217+22 202+36|298+13 323+14
40 109+ 5 98+ 7|19+7 25+6/199+ 8 220+241302+11 311% 2
64 140134 108+ 412342 28+71179+40 1814371315423 316+ 4
128 122%13 108x11|22+5 23151202116 179+36|297+43  350+23
160 125419 102+ 7[2015 2449120122 183+ 7|323£16  343%17
320 109+ 5 93+13[1647 26+5(203%12 191+£12|313+£20 25935
Témoins positifs
9-AA 273+26
2 NF 57+ 3
NaN, 466+34
HC 71623
B(a)P 32117 8517 30115
Dt 1010453
9-AA : 9 Amino-acridine (40 pg/bte)
2 NF : 2 Nitrofluoréne (0,5 pg/bte)
NaN3 : Sodium Azide (2,5 pg/bte)
HC : Hydroperoxyde de cuméne (7,5 pg/bte)
B(a)p : Benzo(a)pyréne (1 pg/bte))
Dt : Danthron (50 pg/bte)



Tablcau 2a: Résultats du test test d'Ames du CHLOROTHALONIL.
Nombre de révertants induits par 1e CHLOROTHALONIL sur les différentes souches
de Salmonella typhimurium his~, avec (+Sg) ou sans (-59) activation métabolique

Nombre de colonies par bofite
CHLOROTHALONIL
TA97a TA98 TA100 TA102
ug/bte 'Sg +59 -Sg +Sg '59 +Sg 'Sg +Sg
0 98120 87+12{19+6 3246217422 202+36]298+13 323114
0.4 116x 9 100+16|17+3 2418123512 2174211315+ 6  340+18
0.8 86+ 6 84+ 7(21+6 2643|227+ 5 245+131302+13  332+23
1,6 109+ 8 101+18}21+4 2546 (224441 228+ 8|311+26  315#11
2,4 100+12 93+1017+2 19+4|210+12 198+ 2(311+ 6 31623
4 102+ 5 94+ 61815 2345206+ 6 199+13{292+17 306+25
Témoins positifs

9-AA 273126
2 NF 57+ 3
NaN, 466+34
HC 716433
B(a)P 321%17 85+17 30115
Dt 1010453

9-AA : 9 Amino-acridine (40 pg/bte)

2 NF : 2 Nitrofluoréne (0,5 pg/bte)

NaN3 : Sodium Azide (2,5 pg/bte)

HC : Hydroperoxyde de cuméne (7,5 pg/bte)

B(a)P : Benzo(a)pyréne (1 pg/bte)

Dt : Danthron (50 pg/bte)




Tableau3da : Résultats d'analyse chimique du percolat T4.
(analyses effectuées par IRH-Nancy selon les

méthodes normalisées AFNOR ) Tableau 4a : Résultats d'analyse chimique du lixiviat B.

(analyses effectuées par IRH-Nancy selon les

Teneurs T4 méthodes normalisées AFNOR)
en mg/1
PHOSPHORE TOTAL 33,3
Teneurs B

NTK 2013 en mg/1l
N de NH, 1207 DCO 1094
bcCco 9638 CHLORURES 12
CHLORURES 6800 SULFATES 63
SULFATES 1164 CALCIUM ‘ 498
SULFURES 6.4 HYDROCARBURES . < 0,1
CALCIUM 63.9

MERCURE 0,0002
HYDROCARBURES 12,2

ARSENIC 0,0007
PHENOLS 4,2

PHENOLS 1,1
CYANURES TOTAUX 0.10 0 015
MERCURE 0,001 CYANURES TOTAUX ,

0,05

ARSENIC 0,271 ZINC
ETAIN 1,07 CUIVRE < 0,25
ZINC | 1,23 PLOMB < 0,05
CUIVRE 0.094 CHROME < 0,05
PLOMB 0,72 CADMIUM < 0,05
CHROME 0.97
CADMIUM 0,064




Tableau Da

CHLORDANE et le TPA APPLIQUES EN SIMULTANEE.

: Induction de transformation morphologique sur les (SHE) par le

Concentration Nombre Taux Nbre de col. trans.|fréquence
pg/ml de de
d'application| clonage {Nbre de col.totales| transf.
Chlordane TPA % %
0 0.1 2 27 35/808 4,3
8 0.1 2 17 56/523 10,7
16 0.1 2 13 46/399 11,5
0 0.1 3 27 130/815 16
8 0.1 3 19 102/571 17.9
16 0.1 3 17 164/453 36,2
Tableau a : Effets d'un traitement SEQUENTIEL par le CHLOROTHALONIL ET LE TPA

sur les cellules SHE.

Initiation CHLOROTHALONIL Promotion (TPA) Nbre colonies]| Taux

efficacité{transformées de
Conc (pg/ml) x 2 applic.|de clonage|Nbre colonies| transf.

Conc (pg/ml) 24 h % totales %

0 0.1 26 44/770 5.7

0.05 0.1 26 24/781 3.1

0.1 0.1 23 40/698 5.7

0.2 0.1 22 36/659 5.5

0.3 0.1 24 50/723 6.9

0.5 0.1 27 31/805 3.9




Tableau 8a

: Effets de L'EXTRAIT ORGANIQUE DU LIXIVIAT B sur la transformation

des cellules SHE aprés UNE, DEUX ET TROIS APPLICATIONS.

Volume Efficacité[(Nbre de col. trans. Taux
Protocole équivalent de de
Jour(s) lixiviat clonage |Nbre de col.totales| transf.
d’application| pl/ml % %
0 11 0/339 0
11 Jl 1,6 17 (9) 4/472 0.9
3.2 13 1/392 0.3
16,2 15 11/452 2,4
162 13 3/395 0.8
0 13 5/392 0.8
12 J1-35 1,6 12 0/373 0
3.2 11 0/354 0
16,2 14 0/417 0
162 11 0/315 0
0 15 3/440 0.7
13 J1l, J3 et J5 1,6 14 17423 0.2
3.2 14 0/414 0
16,2 14 2/411 0.5
162 13 3/387 0.8

() nombre de boites

Tableau 8a bis : Effet de L'EXTRAIT ORGANIQUE DU LIXIVIAT B, appliqué EN ASSOCIATION
AVEC LE TPA ET LE B(a)P, sur la transformation des SHE
Initiateur Promoteur |[Efficacité|Nbre de col. trans. Taux
Protocole 1ixiviat*B de de
volume TPA (J2,35)] clonage Nbre de col.totales| transf.
pl/ml yg/ml % %
0 0.1 31 47/936 5
I1 1,6 0.1 35 71/1044 6.8
3.2 0.1 36 5571090 5.1
16,2 0.1 32 33/950 3.5
162 0.1 38 110/1131 9,7
Initiateur Promoteur
B(a)P pg/ml B (J2.J§)
ul/ml
0.1 0 31 0/924 0
111 0.1 1,6 32 12/967 1,2
0.1 3.2 34 12/1015 1,2
0.1 16,2 36 10/1072 0.9
0.1 162 27 3/823 0.4

* volume équivalent du 1ixiviat B en pl/ml.




Tableau 7a : Effets de 1"EXTRAIT ORGANIQUE DU PERCOLAT T4 sur la transformation
des cellules SHE aprés UNE, DEUX ET TROIS APPLICATIONS.
Volume |Efficacité|Nbre de col. trans.| Taux
Protocole équivalent de de
jour(s) percolat | clonage |Nbre de col.totales|transf.
d’application| p1/ ml % %
0 11 0/339 0
11 Jl 1.6 17 (8) 6/408 1.5
3.2 15 6/453 1.3
16.2 16 177487 3.5
162 6 (9) 13/169 7.7
0 13 5/392 0.8
12 Jl - J5 1,6 15 21/458 4.6
3,2 16 6/491 1.2
16,2 19 10/570 1.8
162 Tox -
0 15 37440 0.7
13 Jl, J3 et J5 1,6 12 307386 7.7
3.2 18 12/533 2.3
16,2 13 197348 5.5
162 Tox - -
() nombre de boftes.

Tableau 7a bis :

Effets de 1 EXTRAIT ORGANIQUE DU PERCOLAT T4 appliqué en
ASSOCIATION AVEC LE TPA ET LE B(a)P sur la transformation des SHE.

Initiateur Promoteur |Efficacité|Nbre de col. trans. Taux
Protocole perco]at*T4 : de de
volume TPA (J2,J5)| clonage |Nbre de col.totales| transf.
p1/m pg9/ml % %
0 0.1 30 53/896 5.9
11 1.6 0.1 27 48/822 5.8
3.2 0.1 33 73/1004 7.3
16.2 0.1 36 165/1093 15.1
162 0.1 29 98/856 11.5
Initiateur Promoteur
B(al)P pg/ml [T4 (32, J5)
pl/mi*
0.1 0 30 3/807 0.4
111 0.1 1,6 27 4/815 0.5
0.1 3.2 34 7/1015 0.7
0.1 16,2 31 10/941 1.1
0.1 162 22 10/654 1.5

* volume de

équivalent de percolat T4 en pl/ml.
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ABSTRACT

Fourteen series of toxic wastes from various origins (metallurgy, chemical industries,
incinerators, industrial treatment piants, etc.) have been studied for their genotoxic
properties with the Salmonella reversion assay. To consider realism of environmental
impact, a strategy is proposed to assess genotoxicity of the water-soluble fraction of the
wastes. Water-extractable micropollutants were further concentrated by liquid-liquid
extraction or lyophilization prior to genotoxicity testing.

None of the 14 crude aqueous fractions was shown to be mutagenic. On the contrary,
positive responses were registered on the concentrated phases of two solid wastes derived
from one chemical industry and from the treatment of organophosphorus wastewaters.
Chemical analysis did not reveal the presence of known mutagens in the positive extracts.
Interacting effects between micropollutants is thus hypothesized to explain genotoxicity.
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INTRODUCTION

Solid industrial toxic wastes are complex mixtures of substances that
can potentially threaten the quality of the environment through water
infiltration and runoff. A study of their environmental impact is neces-
sary in order to monitor their discharge under the safest conditions.
Their mutagenic potential certainly deserves to be evaluated as geno-
toxicity is by far the most feared of the toxic effects displayed by envi-
ronmental contaminants.

Genotoxicity studies are generally conducted on organic concen-
trated extracts of solid wastes (Hopke et al., 1982; Babish et al., 1983;
Donnelly et al., 1985, 1987a, 1987b; Kocan et al., 1986; Fabacher et al.,
1988; Engl et al., 1988; West et al., 1988). Nevertheless, studies on
water extracts or water leachates seem more realistic and appropriate
in order to determine the environmental impact of solid wastes. The
latter strategy was followed in our study, where the environmental
impact of 14 hazardous industrial wastes from various origins was
evaluated with respect to genotoxicity.

Mutagenicity assays were initially carried out on the crude aque-
ous phase obtained after water extraction and then on concentrated
fractions of water-extractable micropollutants.

Samples displaying genotoxicity were analytically characterized
in order to establish relationships between chemical composition and
mutagenic activity.

Mutagenicity was evaluated by means of the Ames test. This bioas-
say has been shown to be well suited for the screening of complex
mutagenic environmental mixtures. It is rapid and easy to carry out as
compared to other more sparingly used assays with eukaryotic cells. In
fact, most investigations on the genotoxicity of hazardous waste ex-
tracts were carried out with the Salmonella reversion test.

The Salmonella assay has been used in the screening of treatment
plant sewage (Hopke et al., 1982; Babish et al., 1983); aquatic sediments
(Donnelly et al., 1987a; Fabacher et al., 1988; West et al., 1988); indus-
trial wastewaters (Van Hoof and Verheyden, 1981; Holmbom et al.,
1984; Donnelly et al., 1985; Meier et al., 1987; De Marini et al., 1987a,
1987b; Waters et al., 1989); and river, underground, recycled, treated,
and tap waters (Prein et al., 1978; Gruener et al., 1979; Heartlein et al.,
1981; De Marini et al., 1982; Athanasiou et al., 1983; Douglas et al.,
1986).

The Salmonella assay was shown to be as sensitive as eukaryotic
bioassays used in the mutagenicity testing of environmental samples,
which comprised surface waters, contaminated effluents, wastewaters
(Heartlein et al., 1981; De Marini et al., 1982, 1987a, 1987b; Athanasiou

ASSESSMENT OF TOXIC WASTES USING AMES TEST/73

et al., 1983; Meier et al., 1987; Waters et al., 1989), treatment plant
sewage (Hopke et al., 1982), and aquatic sediment (Donnelly et al.,
1987a, 1987b). The eukaryotic bioassays employed were reverse muta-
tion bioassay on zea mays, micronucleus test, DNA repair test, UDS,
sister chromatid exchanges, and chromosomic aberrations on CHO or
other cells.

Nevertheless, a few studies have shown that mammalian in vitro
bioassays may be more sensitive than the Salmonella test for detecting
mutagenicity in raw, recycled, and treated waters (Gruener et al., 1979;
Douglas et al.,1986), and aquatic sediment (Engl et al., 1988; Fabacher
et al., 1988; West et al., 1988).

In vivo assays have also been conducted to evaluate the genotoxic
potential of such wastes, but to a lesser extent. Aquatic sediments,
effluents, and river waters were shown to be genotoxic when tested
with sister chromatid exchange and/or chromosomic aberrations tests
on fish (Prein et al., 1978; Hooftman and Vink, 1981; Van der Gaag and
Van de Kerkhoff, 1985; Kocan et al., 1986). However, many practical
problems may be encountered with such tests. Generally, these experi-
ments are difficult to conduct with complex toxic mixtures. They are
also more expensive and time-consuming than microbial bioassays.
Moreover, when extracts have to be tested, in vivo genotoxicity experi-
ments are impractical because extracts are usually available in only
small quantities.

MATERIALS AND METHODS
Test Samples

The complex environmental mixtures studied consisted of 14 different
industrial wastes whose origins are illustrated in Table I. Leaching
procedure was as follows:

- Thirty grams of solid waste was extracted three times with 1: L,
of demineralized water for 16 h. The three aqueous extracts
were combined, and pH was adjusted to a value inside 5.5 and
8.5.

— Fifty milliliters of the crude aqueous extract was stored at 4°C
until mutagenicity testing. The remaining volume was divided
into two parts, which were used for liquid-liquid extraction and
lyophilization (Fig. 1).

Concentration of Organic Pollutants by
Liquid-Liquid Extraction

Extractions were performed from the crude aqueous sample with the
organic solvent, dichloromethane, at pH 7, 12, and 2.
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TABLE I
Mutagenicity of 14 industrial solid wastes evaluated with the Ames test conducted on crude water extracts, and two concentrated

fractions

Mutagenic response

Concentrated fraction

Liquid-liquid

Crude

extraction Lyophilization

extract

Origin of solid industrial wastes

Sample

Sludges from the biological treatment of cosmetic manufacture wastewaters
Filtration residues from the treatment of organophosphorus wastewaters
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S8olid waste

30g
3 extractions
with
11 demineralized
water

Crude aqueous extract

l |

filtration 0.22 um concentration
I L
Salmonella liquid-liquia lyophilization
typhimurium his”™ extraction
TA 97a, TA 98 CH,Cl
TA 100 (pPH 2,7,i2)
organic non volatile
fraction fraction
(CF = 75) (CF = 75)
Salmonella typhimurium his™
TA 97a, TA 98 TA 97a, TA 98
TA 100 TA 100, TA 102

Fig. 1. Sample processing scheme (CF: = concentration factor.)

For each pH, extraction was repeated twice. The aqueous phase
was adjusted to the required pH with NaOH (5N) or HCI (5N). The
organic extracts were dried over anhydrous sodium sulphate. The ex-
tracts were then combined and the solvent was removed on a rotavapor.
The residue was dissolved in 6.3 mL of dimethyl sulfoxide in order to
fulfill the Salmonella bioassay requirements. The concentration factor
was therefore 75. A higher concentration factor could not be obtained,
due to the limited volume of aqueous extracts available.

Concentration of Mineral and Nonvolatile Organic Pollutants
by Lyophilization

Aliquots of the crude leachate were lyophilized (Hetosicc CD52 lyophi-
lizer). The dried residues were dissolved with an adequate volume of
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sterile bidistilled water; the concentration factor was the same as for
organic concentrates.

Bacterial Tester Strains

The standard tester strains—TA97a, TA98, TA100, and TA102—of
Salmonella typhimurium were kindly supplied by Dr. Bruce N. Ames
(University of California, Berkeley, CA). The plate incorporation assay
was conducted according to Maron and Ames (1983).

The crude aqueous samples, the organic extracts, and the freeze-
dried samples were tested in duplicate in two independent experiments;
a minimum of five dose levels of each sample were studied with and
without enzyme activation.

Crude sample and organic extracts were tested on the standard set
of tester strains—TA97a, TA98, and TA100. The freeze-dried samples
were also tested on TA102 strain, because they may have contained
oxidative agents selectively revealed by this strain. Preliminary tests
ensured that final dose levels selected were outside the toxic range to
Salmonella strains. Revertant colonies were counted after 48-72 h of
incubation at 37°C. The response was considered positive when the
average for at least one dose level was greater than twice the average
response for the solvent control.

Positive and negative controls were included in each experiment.
Direct positive controls were sodium azide (10 ug/plate) for TA100,
9-aminoacridine (40 ug/plate) for TA97a, 2-nitrofluorene (0.5 ug/plate)
for TA98, and cumene hydroperoxyde (75 ug/plate) for TA102. Benzo(a)-
pyrene (1 ug/plate) was used with every strain, except TA102, in order
to ensure performance of the metabolic enzyme activity of the Sy frac-
tion. Dimethyl sulfoxide and sterilized water were used as negative
controls.

The crude samples and freeze-dried fractions were filtered through
a 0.22-um membrane to ensure sterility, which was further checked on
0.1-mL aliquots.

Metabolic Activation System

Metabolic activation in the mutagenicity assay was as described by
Ames (1975). Microsomal enzymes were obtained from rats (Sprague-
Dawley) induced with Aroclor 1254. The activity of the S; mix was
evaluated on TA98, using different dose levels of benzo(a)pyrene (Fig.
2). Afterward, 2.5% Sy mix were chosen for metabolic activation in all
experiments.

e ——
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Fig. 2. Dose—response effects of benzo(a)pyrene in the presence of different concen-
trations of S,.

RESULTS AND DISCUSSION

Table I summarizes the results obtained with the Salmonella bioassay.
All of the 14 crude samples gave a negative response on TA98, TA97a,
and TA100, with or without metabolic activation. The highest dose of
each sample tested for mutagenicity (500 uL/plate) did not increase the
spontaneous mutation frequency in the experimental conditions used.
Unconcentrated samples could then be considered as nontoxic and non-
mutagenic.

Toxicity experiments conducted on organic extracts with a volume
of 100 uL/plate revealed that 4 samples (H, I, K, L) were toxic. There-
fore, the quantities tested for mutagenicity were reduced for these
extracts and did not exceed 50 uL. The Ames assays showed that muta-
genicity was registered with the F and K organic concentrated frac-
tions. These results are presented in Table II.

The F organic extract gave a clear positive response with TA98
and TA97a. Only a slight mutagenic activity was detected with TA98
without enzymatic activation. The 'addition of Sy mix increased muta-
genic activity. A positive response on TA97a was detected only after
the addition of Sy mix. Only a slight mutagenic activity was registered



TABLE I

Results of the Salmonella assays carried out on the concentrated organic fraction of the F and K

water leachates

TV L7 ISSAHIRL

Dose ’
};e:e Total His* revertants per plate Mean + SD
a
Assay :L o TA98 TA97a TA100
Sample no. ugt - S + S -5 + S - 8 + S
F I -0 112 16 1 103 = 6 121+ 4 75 = 21 87 = 16
25 13x4 32 = I 121 = 9 184 = 13 97 = 1 117+ 6
50 14 =2 49 = 4° 119 1 179 = 25 96 = 1 149+ 3
100 26 = 2¢ 6l = 3¢ 104 = 7 245 + 5° 88+ 4 177 = 22°¢
B(a)p® 1 - 170 + 18 - 678 £+ 67 — 379 + 49
NaN,* 10 — — —_ —_ 2050 + 23 —
I 0 172 22+ 3 94+ 3 110+ 8 9+ 1 103+ 0
50 161 67 = 8° 92 + 13 158 = 64 105 = 19 131 = 43
100 16 £ 3 107 = 25° 119 = 14 215 = 11°¢ 112 = 1 177 = 8
200 15x1 179 = 9° 137+ 3 2718 = T 120+ 0 198 = 0
B(a)p 1 —_ 124 = 1 —_ 412 * 121 — 352 = 49
NaN, 10 — - - — 2044 =+ 6 —_
K I 0 11+2 16+ 1 103+ 6 121 4 75 = 21 87 = 16
10 29 = & 42 = 4° 323 x 57° 735 = 210° 94 + 18 283 = 27°¢
25 10=x1 23+ 6 21 =12 139 = 16 0 0
50 0 0 0 0 0 0
B(a)p 1 - 170 = 18 — 678 = 67 — 379 = 49
NaN; 10 — —_ —_ — 2050 + 23 —
I 0 172 22 3 94 3 110+ 8 9= 1 103+ 0
5 20 = 4 3= 4 782 = 18° 841 = 30¢ 193 * 18° 240 = 26°
10 27 =1 39+ 1 736 = 4° 836 = 30° 83 = 26 207 = 4°
15 21 4 42 = 6 259 = 78¢ 572 = 10° 22+ 8 105 = 33
B(a)p 1 — 124 = 1 - 412 = 121 —_ 352 = 44
NaN, 10 - - - - 2044 = 6 —

* Doses of positive controls expressed in ug/plate.
b B(a)p: benzo(a)pyrene; NaN;: sodium azide.

¢ Positive results.

6L/1SAL STV DNISN SAISVM DIX0L 40 LNHWSSISSY
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with TA100 with Sy mix. These results revealed that direct and indirect
mutagens were present in this organic extract, which displayed selec-
tive effects on the bacterial strains.

No mutagenic response was detected with the lyophilized extract
of the F sample.

Chemical analysis of the F organic extract revealed the presence
of benzenic compounds, but no polycyclic aromatic hydrocarbons were
detected (Fig. 3).

The chemicals identified are not known to be mutagenic. This
suggests that interacting effects between micropollutants may be re-
sponsible for the genotoxic response.

The K organic extract was mutagenic with the three strains TA97a,
TA98, and TA100 (Table II). The mutagenic response in the two strains
(TA98 and TA100) was positive only with metabolic activation, while
TA97a exhibited a clear positive response with or without Sy mix, the
addition of enzymatic mixture increased the mutagenic potential of this
sample.

TA97a was the most sensitive strain with respect to mutagenicity
of the K organic extract: the efficiency of 5 uL/plate in inducing the
number of revertants was more than twice the activity of 1 ug/plate
benzo(a)pyrene (Table II). Considering that organic micropollutants in
the organic extract were 75 times more concentrated than in the aque-
ous leachate suggests that a mutagenic response could have been ob-
tained on TA97a with 375 uL of the crude aqueous extract. However,
this was not observed as a volume of 500 xL did not increase the number
of revertants. This discrepancy in these results leads to the hypothesis
that interacting effects between micropollutants could depend on their
concentrations and on the extraction solvent used; another explanation
is that genotoxic compounds of the crude aqueous extract were adsorbed
on suspended particles—thus, they were retained on the 0.22-um mem-
brane, but could be extracted by dichloromethane.

A mutagenic response was also obtained with the lyophilized frac-
tion of leachate K (Table III). TA98 was the only strain exhibiting a
clear positive response, with and without metabolic activation.

The addition of Sy mix increased the mutagenic activity while
decreasing the toxicity of the tested sample.

These results indicate that the micropollutants contained in the
organic and lyophilized concentrates displayed genotoxic properties
differing qualitatively as they related to different Salmonella strains.
These results suggest that the nature of the micropollutants in the two
concentrated fractions is not the same. They also emphasize that using
several methods of concentration applied to different classes of chemi-
cals is necessary for a valuable mutagenicity screening of complex

+

TA102

TA100

—— e e

175 = 10
104 = 2
118 = 12
186 = 6
189 = 13
151 =+ 18
614 * 48

TABLE III
Results of the Salmonella assays carried out on the lyophilized fraction of the K water leachate
TA97a

Total His* revertants per plate Mean + SD
T 428 £ 12

142 = 52
161 = 29
136 = 33

1499+ 1
153 = 32

134 = 23
3
4

0
1
2

+

TA98

140 = 18

Dose
per
plate
pLor
ug®

Assay
No.

Sample
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b B(a)p: benzo(a)pyrene; NaNy: sodium azide; 9-AA: 9-aminoacridine; 2-NF: 2-nitrofluorene; CHP: cumene hydroperoxide.

¢ Positive results.

s Doses of positive controls expressed in ug/plate.
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Fig. 3. CPG/MS chromatogram of the F organic fraction.

TABLE IV
Identified compounds in organic extract of K leachate by GC/MS
Order of
Compound Formula concentration
Phosphorodithioic acid, dipropyl ester CgH,;0,P,S, 210 mg/L
5 Chloro 2(3H) benzoxazolone ) C.H,C];NO, 210 mg/L
Phosphorodithioic acid 8,S’-methylene-0,0,0’ 0’-tetraethylest.er CgH3,0,P.S, 210 mg/L
Phosphorodithioic acid S [(6-chloro-2-0xo0-3(2H)-benzoxazolyl)methyl] 0,0’ diethyl ester CpH;sCIIN,OP;S, 210 mg/L
Dioctyl phtalate CoH30, =10 mg/L
Phosphorothioic acid S, (1-cyano-1-methylethyl)amino-2-oxo C,oH;sN.O.P;S, Traces
Phosphorothioic acid S (chloromethyl)O,0,-diethylester Traces
2(3H) benzoxazolone 5 chloro C.H,CI,NO, Traces
6 Phenyl 2 pyridone Traces
Soufre 8.58 Traces

"1V 13 1SSHL/Z8
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liquid samples. The chemicals identified in the organic extract were
organophosphorus compounds (Table IV). None of the identified sub-
stances are known to be mutagenic.

It is possible that the concentrations of the reactive genotoxic com-
pounds in the mutagenic fractions were below the detection limits of
the analytical instruments. Interacting effects of combined micropollu-
tants is another plausible hypothesis explaining genotoxic activity.

None of the 12 other wastes containing inorganic residues derived
from metallurgy, incinerator dusts and ashes released pollutants dis-
playing mutagenicity under our experimental conditions.

These results suggest that wastes containing organic substances
may be more environmentally harmful than mineral residues. Never-
theless, screening a wide variety of industrial wastes is necessary for
corroboration of this statement.

CONCLUSION

The conclusion of this work is that 2 samples among 14 industrial solid

~wastes tested were mutagenic. These were sludges from a chemical
industry and residues from the treatment of organophosphorus waste-
waters.

The experimental strategy consisted of studying the genotoxicity
of water-soluble micropollutants released from solid wastes, which is
realistic and representative of actual environmental conditions. It obvi-
ates criticism on the significance of positive results for the aquatic
environment: this would arise from exclusively undertaking an organic
extraction of micropollutants of the solid wastes, as is generally done.

This study clearly shows that genotoxic compounds can be removed
from industrial wastes by water leaching. It would be valuable to apply
such genotoxicity screening to a wide variety of industrial wastes; it
could provide useful information for improving the monitoring of toxic
wastes in controlled discharges.

Tl}is_ research was sponsored jointly by the Ministry of Environment and the
l\{lmlstry of Foreign Affairs, within a cooperative program between the Universi-
ties of Meknes and Metz. The authors are grateful for their financial aid.
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Résumé

TRANSFORMATION MORPHOLOGIQUE DES CELLULES SHE ET COMMUNICATION
INTERCELLULAIRE DES V79 APPLIQUEES A LA DETECTION DE CANCEROGENES
NON GENOTOXIQUES.

Ce travail a concerné I’étude des performances de trois essais in vitro a détecter les potentialités
cancérogenes génotoxiques ou épigénétiques des contaminants de I’environnement.

Cette détection est basée sur les propriétés de ces substances d’activer la prolifération cellulaire,
de perturber le contréle de la croissance et de la différenciation des cellules et de potentialiser
I’action des agents génotoxiques tels que le B(a)P ou I’actior: des agents non génotoxiques dils
promoteurs tels que le TFA .

Les essais mis en oeuvre étudient :

- induction de mutations géniques sur des souches de Salmonella typhimurium his’,

- Uinhibition de la communication intercellulaire entre des cellules de lignée V79
sensibles ou résistantes a la 6-thioguanine,

- la transformation morphologique des cellules embryonnaires d’Hamster Syrien.

Deux pesticides chloreés, le chlordane et le chlorothalonil, canérogénes chez I’animal mais non
mutagénes, ont été testés a I’aide de cette batterie de tests.
Des lixiviats de déchets ultimes et des percolats de décharge ont été également étudiés dans les
mémes conditions.
Les résultats obtenus monirent que :
- le chlordane non mutagéne dans le test d’Ames inhibe la coopération métabolique entre les
cellules V79, il potentialise la transformation morphologique et I’ activité ODC des cellules SHE
induites par le TPA.
Les effets de synergie entre le chlordane et le TPA peuvent trouver une explication dans
I’augmentation des flux intracellulaires de calcium libre des cellules SHE prétraitées au chlordane,
et soumnises a I’action consécutive du TPA.

]
- Le chlorothalonil n’induit pas de mutation sur les souches bactériennes de Salmonella et
n’inhibe pas la coopération métabolique des cellules V79 ; il se comporie comme un promoteur si
I’on en juge par I’augmentation de la transformation des cellules SHE prétraitées au B(a)F.

- Le caractére génotoxique des concentrés organiques des percolats de décharge et de lixiviats de
déchets ultimes est mis en évidence par le test d’Ames, et confirmé par la transformation des
cellules SHE observée lors d’un traitement par I’échantillon seul, ou suivi par un traitement au
TRA.

Ces deux échantillons se montrent inactifs quant a Uinhibition de la coopération métabolique des
cellules V79. .
L’étude des performances de ces trois tests milite en faveur de I’essai de transformation cellulaire
qui s’est avéré nettement plus sensible a la détection des altérations tant génotoxiques
qu’épigénétiques.

Mots clés : - Transformation morphologique - Communication intercellulaire -
- Cancérogéneése épigénétique - Mutagénicité - Chlordane - Chlorothalonil -
- Polluants environnementaux.





