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INTRODUCTION

La cancérogénicité est l'une des formes de toxicité des polluants les
plus redoutables de par le caractère 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 à réglementer voire interdire, sur la base de données
expérimentales ou épidémiologiques, l'usage des substances à
propriétés cancérogènes susceptibles de se retrouver à terme dans
I'environnement.

La détection des potentialités cancérogènes avant commercialisation
d'une substance repose sur deux approches : la première est
I'expérimentation animale avec la réalisation d'essais à long terme ; la
deuxième, complémentaire ou alternative à la précédente, est
I'approche uin 7/ùtro' basée sur la mise en oeuvre d'essais à 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 I'ADN, par exemple des
modifÏcations structurales ou des altérations du caryotype. Ces essais
permettent d'identifier des substances "génotoxiques' ; mais les
cancérogènes agissant sur des cibles autres que le génome échapperont
à un tel screening.
Le caractère néoplasique de cancérogènes agissant par des
mécanismes épigénétiques ne peut être détecté dans le cadre de la
réglementation actuelle, qu'à la suite d'expérimentation à long terme
chez l'animal. Il n'existe pas d'essais in ui,tTT stantardisés qui
répondent à 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
ui'trr des cancérogènes non génotoxiques. Cette détection est basée sur
les propriétés de ces substances d'activer la prolifération cellulaire, de
perturber le contrôle de la croissance et de la différenciation des
cellules et de potentialiser l'action des agents génotoxiques en
favorisant la multiplication des cellules initiées.

Les essais mis en oeuvre étudient :
- la transformation morphologique
d'Hamster syrien SHE selon Berwald
(1969), Chouroulinkov et Lasne (1978),
- la communication intercellulaire de
chinois V79 selon Trosko (1979),

des cellules embryonnaires
et Sachs (1963), DiPaolo et al.

- l'activité de l'ornithine décarboxylase.

lignées de cellules de Hamster



Ces essais, intégrant différents schémas d'application pour la
transformation cellulaire, ont été étudiés pour leur capacité à détecter
des potentialités cancérogènes de contaminants de l'environnement et
à apporter des informations sur le profil d'action probable.
Deux pesticides chlorés, le chlordane et le chlorothalonil, reconnus
eomme étant cancérogènes chez I'animal mais non mutagènes, ont été
testés à I'aide de cette batterie d'essais.
Des lixiviats de déchets et percolats de décharge ultimes ont été
étudiés dans les mêmes conditions.
L'ensemble de cette étude permettra de discuter d'une stratégie
applicable à l'évaluation de la cancérogénicité des substances
chimiques, à celle des milieux environnementaux et de Ieurs sources
de contamination.

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

Les deuxième et troisième 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 à I'ADN qui a été réalisêe par le
Professeur B.Rether du laboratoire de biologie végétale appliquée à
l'ruT de l'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 cytofluomètrie, IRSC-CNRS de Villejuif.

Une étude des potentialités mutagènes de ces échantillons a été
réalisée, au prêalable, à 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

f. Historique de la cancérogénèse

Le cancer est une maladie très ancienne. Des paléopathologistes ont
observé des lésions néoplasiques sur des os de dinosaures ; de même,
l'autopsie de momies a révélé l'existence de tumeurs osseuses
(Zimmerman, L977).
L'association entre les facteurs environnementaux et le cancer, n'est
pas nouvelle : dès 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 sqiets habitués à priser le tabac. Quelques années plus tard,
en 1775, Percival Pott décrivait pour, la première fois un cas de
maladie professionnelle et faisait le lien entre I'exposition des jeunes
ramoneurs à la suie des cheminées et le développement des cancers du
scrotum chez ces sqjets, une fois parvenus à l'âge adulte (Miller, 1978).
En 1918, Yamagiwa et Ichikawa réalisaient la première épreuve de
cancérogénèse chimique en laboratoire, en induisant des tumeurs
cutanées de l'oreille de lapin par applications répétées de goudrons.
En L924, Kennaway isolait des hydrocarbures aromatiques
polycycliques (HAP), des goudrons de houille et réussissait à identifier
et à synthétiser l'un des composés les plus actifs, le benzo(a)pyrène
(B(a)P).

Depuis, de nombreux travaux ont permis de déceler le pouvoir
cancérogène de plusieurs familles chimiques (Kennaway, L924 ;
Hueper, 1966 ; Sugimura et aI., L977 ; Kasai et al., 1980 ; Bartsh et
Tomatis, 1983 ; Gold et aI., 1984 ; Merletti et a,1., 1984 ; Vainio et aI.,
1985).

Parallèlement à la cancérogénèse expérimentale, les études
épidémiologiques soulignaient que la plupart des cancers humains (60
à 90 %) serait liée à 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,
L977 ; Doll et Peto 1981 ; Johnson, 1982 ; Cullen, 1986).

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



If. Concepts des mécanismes de la cancéroEénèse

Le concept selon lequel la mutagénicité est une propriété intrinsèque
des cancérogènes, est maintenant admis depuis de nombreuses années.
Dès 1914, Boveri rapportait que la présence d'anomalies
chromosomiques serait à I'origine de la formation de tumeurs malignes.
Plus tard, Miller et Miller (1947) mettaient l'accent sur le rôle de
I'activation métabolique dans I'expression de la cancérogénicité des
HAP. Brookes et Lawley (1964) montraient que certains cancérogènes
chimiques présentaient la propriété de se lier à I'ADN. Miller (1970),
Miller et Miller (L977) mettaient en évidence que la propriété
commune de cancérogènes de structure très diverse était leur
caractère électrophile : l'électrophilie leur confère la propriété de se
lier par covalence aux sites nucléophiles des macromolécules
cellulaires, en particulier à ceux de I'ADN qui constitue la cible la plus
critique des cancérogènes.
Une altération de I'ADN, si elle n'est pas réparée avant la divison
cellulaire, peut constituer l'un des premiers événements du processus
de cancérogénèse, désigné sous le terme d'"initiation".

La mutation, est un élément initiateur du cancer d'autant plus
probable qu'elle touche des gènes essentiels au contrôle de la division
cellulaire, comme des protooncogènes ou encore des gènes
suppresseurs de tumeurs.
L'activation anormale des protooncogènes en oncogènes est à l'origine
du dérèglement des voies présidant à Ia croissance et à 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 protooncogènes en cancérogénèse et en particulier
celle d'une mutation spécifique du protooncogène Ha-ras dans
l'initiation des cancers mammaires chez les rongeurs. Par ailleurs, la
transfection d'animaux par I'oncogène viral a-Ha-ra,s qui permet de
sauter l'étape d'initiation dans l'induction expêrimentale des tumeurs
cutanées chez la souris, illustre encore le rôle de cet oncogène en
cancérogénèse (Bailleul et a1.,1989).
Les gènes suppresseurs de tumeurs entraînent un dérèglement de la
croissance et de la différenciation cellulaire, s'ils sont inactivés,
contrairement aux protooncogènes qui perturbent ces mécanismes une
fois activés. L'inactivation de ces gènes essentiels peut résulter de
plusieurs mécanismes : soit les deux allèles du gène sont inactivés par
suite de mutations (Cavenee et aI., 1983), soit seul I'allèle dominant est
mutê (Sapienza, 1990) ; ou encore, la dégradation protéolytique du
produit de ces gènes est accélérée, ainsi qu'il a été avancé pour
expliquer l'inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs (Scheffner
et a1.,1990) dans le cas du rétinoblastome (Knudson, 1971 ; 1985).



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

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

Cette subdivision de la cancérogénèse en trois étapes, initiation,
promotion et progression, est utilisée pour des raisons de
simplification ; elle est fondamentalement discutable, puisque chaque
étape pourrait, elle-même, être subdivisêe en plusieurs événements
moléculaires (Bishop, 198? ; Weinberg , 1989). Ceci est d'autant plus
évident que six événements génétiques et épigénétiques indépendants
ont été très tôt 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 cancérogénèse expérimentale :

- l'iftùtintinn aboutit à I'altération structurale et persistante de
I'ADN ; cette atteinte peut résulter de I'exposition cellulaire à des
facteurs chimiques, physiques (radiations), ou biologiques (virus,...), ou
d'erreurs au cours de la rêplication 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 aI., 1984 ; Yuspa et Poirier, 1988 ; Rotello et aI.,
1991).
Les dérivés dits génotoxiques qui produisent des dommages au niveau
de I'ADN, contribuent en partie ou en totalitê à I'initiation cellulaire.
Ces dêrivés sont donc des ùnitûntarrs potentiels et sont utilisés comme
tels en cancêrogénèse expérimentale i'n vi'uo oa in ui'tTo.



- la Trromotion est l'étape généralement associée à la phase de
prolifération cellulaire des cellules initiées. Elle correspond à une
période de latence plus ou moins prolongée qui prêcède I'expression
du cancer sous forme de tumeurs. Cette étape implique la sélection et
l'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 l'évolution du processus de cancérogénèse.
L'ester de phorbol, TPA (12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate) est le
promoteur de référence : c'est I'un des principes actifs de I'huile de
croton. Cette substance a été et reste très utilisée en cancérogénèse
expérimentale afin d'élucider les mécanismes dits 'épigénétiques' de la
promotion tumorale.

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

III - Mécanismes Aénétiques de la cancéroqénèse chimique

A - I)ommaqes et réparation de I'ADN

Au fur et à mesure de l'étude des mécanismes d'action des
cancérogènes, il est apparu que la propriété d'endommager la
structure et,/ou les fonctions de I'ADN était partagée par une grande
variété de cancérogènes, qui ont de ce fait été qualifiés de
'génotoxiques'. Cette capacité à endommager I'ADN résulte souvent de
la fixation covalente de Ia substance gênotoxique à I'ADN, en formant
des 'adduits' ; la réactivitê vis-à vis de I'ADN peut être évaluêe à I'aide
de produits marquês par la mesure d'un indice, le 'Covalent Binding
Index' ou CBI, selon la méthode de Lutz (1979). Le caractère réactif ou
électrophile a ainsi été déterminé pour différentes classes de
cancêrogènes.



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 I'azote 7 est moins
mutagène que sur I'oxygène 6, puisque dans le premier cas' l'azote
méthylé peut encore participer à l'établissement de liaisons

hydrogènes avec la cytosine, tandis que le deuxième cas entraÎne un
mésappariement avec la thymine : au terme de deux cycles réplicatifs,
I'erreur est fixée sous la forme d'une transition GG:>AT (Loveless,

1969 ; Bartsch et aL,1983).

Certains adduits provoquent une importante distorsion de la molécule
d'ADN et sont hautement mutagènes, tels que les adduits des
métabolites de I'aflatoxine 81 sur 7N-G (Venitt et Parry, 1984).
D'autres entraînent des mutations ponctuelles par substitution,
délétion ou addition de bases. Des mutations chromosomiques peuvent

aussi en résulter, comme dans le cas où l'alkylation de I'ADN entralne
une dêpurination suivie d'un clivage hydrolytique.

Toutefois certaines substances sont capables d'induire des mutations,
sans que I'on puisse mettre en évidence de liaison covalente à I'ADN :
les intercalants qui s'insèrent entre deux plans de bases en sont un

exemple. Des mutations génomiques peuvent aussi résulter de
l'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 à I'activation des
mécanismes de réparation:

- la rêparation est parfaite, et la molécule d'ADN est ramenêe à

son état initial sans laisser de mutations.
- les capacités de réparation sont insuffrsantes pour remédier

aux altérations trop importantes ; le blocage de la réplication de I'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 à des altérations
stables génêtiquement transmissibles. Ce troisième type de réponse
aboutit donc à la fixation de la lêsion, qui sera transmise aux
générations ultérieures de cellules sous forme d'une mutation.

En torinolqte génÉttqrrc, il est classiqtn de con'sidêrvr qrc tou't Went
erogènc ou endogène Wi end,otnmnge I:ADN et/ou indui't une réapti'on de
réparatinn ind:im,triæ dc furnmages prêeristants au nùaeau du gÉrwmn,

est un cannêrcgènp potanttcl.



Ashby et Tennant (1990) ont étudié la corrélation entre la réactivité
vis-à vis de I'ADN, la mutagénicité évaluée sur Salmonelln
tgphimurùu,m lui,s- et la cancérogénicité in vi,uo sur des rongeurs, pour
301 substances appartenant à des catégories chimiques très diverses.
Ils ont trouvé une étroite corrélation entre la réactivité d'une molécule
vis-à-vis de I'ADN exprimée par sa structure chimique et son potentiel
mutagène ; mais la relation de ces deux caractères avec la
cancérogénicité chez l'animal est loin d'être aussi bonne.

Ainsi, l'essai sur Salmonella apparaît très sensible aux composés de
structure électrophile et conclut à la mutagénicité de 84% de ces
composés ; mais il donne aussi 33% de faux positifs dans la mesure où
il classera "génotoxique" 33% des substances non cancérogènes dont la
structure présente un caractère réactif. Une autre limite de ce test de
mutagénèse est son incapacité à détecter des cancérogènes "inertesn
vis-à-vis de I'ADN.

Ces travaux soulignent le fait qu'actuellement les essais de
gênotoxicitê in rlilrr ne peuvent refléter tous les stades du processus
de la cancérogénèse et que le principal intérêt 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 etlou épigénétiques seront nécessaires avant le
stade de tumeur et de malignité.

Etant donné la complexité du processus cancérogène par rapport à la
simplicité relative des essais à court terme, il apparaÎt que, même si
l'intérêt de ces essais est indéniable en terme de potentialité
génotoxique, leur interprétation en terme de risque cancérogène
nécessite par contre, la plus grande prudence.

B - Principaux trmes 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 I'ADN
et de son organisation peuvent revêtir des degrés divers et aller de la
simple modification d'un nucléotide dans un codon, à 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 muta,tions ponctuelles ou gêniqu,es portent sur une ou quelques
séquences de nucléotides au niveau d'un ou de plusieurs codons d'un
gène. Ce type de mutation peut être le résultat de :

- substitution de paires de bases (c.à.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 entraîne un décalage du cadre de lecture
du code génétique de I'ADN ; ce type de mutation est appelé
'frameshift-.

Les mutations 'directesu résultent dans la perte de la fonction
normale d'un produit génique, contrairement aux mutations 'reverses"

qui restaurent la fonction d'un gène ayant subi une mutation
préalable.

. Les muta,tinns chromnsanwiques se caractérisent par des altérations
morphologiques de la structure de I'ADN, détectables par l'examen des
cellules au stade de la mêtaphase 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 mutati,ons génonai,qu,es se caractérisent par un changement du
nombre de chromosomes. Le génome haploïde est multiplié par 2 dans
les cellules diploïdes ou euploïde ; lorsqu'il est multiplié par un facteur
différent de 2, il y a polyploïdie. L'aneuploidie se caractérise par la
perte ou le gain d'un chromosome au cours de la division cellulaire.

C - Svstèmes de réparatlon

L'ADN n'est pas une cible passive, la réponse de la cellule vis-à-vis des
agressions se manifeste par l'activation de différents systèmes de
réparation, ainsi qu'il a dêjà été dit plus haut.
Les rêparations dites fidèles telles que la réparation par excision-
resynthèse de base ou de nuclêotide, par réponse adaptative ou par
photoréactivation, restituent généralement un ADN identique à son
état initial : aucune mutation ne s'exprime chez la descendance.
D'autres systèmes de réparation erronée comme la réparation SOS,
permettent à la cellule de survivre et de se diviser mais au risque
d'acquérir des mutations supplêmentaires. La réparation erronée est
une source m4jeure de mutation.
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D - Méthodes d'étude des altérations de I'AI)N

D.l - Essais relatifs aux mutations qénioues

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 mammifères
(cellules fibroblastiques d'origine ovarienne CHO, ou pulmonaire V79
de Hamster chinois ).

Essais sur Procarvotes : Test d/Amps

Le test d'Ames est un test de mutation réverse, développé par Ames et
a,1., (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 Salmnnella tgphimurium, portant

chacune un type de mutation différent dans l'opéron codant pour la
biosynthèse 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- à des mutagènes, entraÎne la
réversion du gène muté : les bactéries redevenues prototrophes pour

l'histidine (révertants his+) récupèrent simultanément la capacité de
croître et de former des colonies en milieu dépourvu d'histidine. Le
pouvoir mutagène est évalué par I'augmentation du taux de mutants
reverses his+ induits par I'exposition à la substance testée.

Contrairement aux mammifères, les bactéries sont déficientes en
système enzymatique pour la mêtabolisation de pro-mutagènes en
métabolites électrophiles capables d'interagir avec I'ADN. Pour pallier

à cette défïcience, le milieu d'essai est supplémenté par une fraction
cytoplasmique d'hépatocytes de mammifères (Sg mix) riche en
monooxygénases et en cofacteurs enzJrmatiques. L'essai est effectué
sans et avec 39 mix afin de détecter les mutagènes respectivement
actifs directement ou après métabolisation.

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

Test de mutation qénique sur cellules eucaryotes

Des souches mutants de la levure Sanclwrcmyæs cewvisiae ont été
développées pour la détection des mutations directes ou réverses, de

Wpe substitutions de paires de bases et décalage du cadre de lecture.
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Les essais sur cellules de mammifères CHO ou V79 sont actuellement
les plus utilisés après le test d'Ames, pour la détection des mutations
géniques. Ils utilisent des mutants défTcients pour I'enzyme
hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HGPRT-).

D.2 - Essais relatifs aux mutations chromosomiques

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

D.3 - Essais relatifs aux effets sur I'AI)N

La détection de la synthèse d'ADN hors réplication constitue la base
de tests de génotoxicité sur cellules de mammifères en culture et i'n
utuo. L'activité des systèmes de réparation est mesurée par le taux
d'incorporation d'un nucléotide tritié dans I'ADN des cellules dont le
cycle cellulaire est bloqué.
L'étude de l'échange de chromatides soeurs (SCE) dans I'ADN des
cellules de mammifères rentre également dans cette catégorie d'essais .
Les SCE sont des échanges réciproques de matériel gênétique au
niveau de loci apparemment homologues ; on en connaÎt encore mal les
mécanismes, mais ils sont considérês comme des indicateurs sensibles
de I'exposition à des substances génotoxiques.

D.4 - Méthodes de détection des addults à I'AI)N

La mesure des adduits à I'ADN permet d'évaluer l'électrophilie d'une
substance et son degré de réactivité vis-à vis de I'ADN.
Différentes méthodes ont été successivement proposées pour
quantifier et identifier ces adduits : la mesure du CqYalent Binding
maex (Lutz, 1979) , la mêthode de post-marquage 

"n 
32P (Randerath

et al., 1981), les méthodes immunochimiques (Wild, 1990) les méthodes
chromatographiques (Shuker et â1., 1991) et les méthodes
fluorimétriques (Tffeston et Bowman, 1991).
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IV - Mécanismes énieén

Si le cancer est au stade final une maladie des gènes des cellules
néoplasiques, la genèse de la maladie et sa progression semblent être
gouvernés par un principe moteur qui est un déséquilibre entre
signaux de régulation. C'est en provoquant ce déséquilibre à un niveau
génétique ou épigénétique, que les agents cancérogènes de toute
nature font basculer certaines cellules de l'état normal vers un état
cancéreux.

Si I'impact des agents génotoxiques sur le génome peut être assez
aisément détecté ; il est, par contre, très difficile d'identifrer celui des
cancérogènes non génotoxiques d'autant que les cibles sont multiples
et varient d'une classe de promoteurs à I'autre ; Ies mêcanismes
épigénétiques sont complexes et loin d'être élucidés.
Totts les Trromnteurs id,enti.fi,és partagent cependant In prcpriété
d ind'uire In prolùJëratinn cerlulaire, autrsment dit di ind,uire
t hgperylnsi,e.

La croissance cellulaire est régulée par un ensemble d'agents
extracellulaires polypeptidiques, stimulateurs comme les faeteurs de
croissance et les hormones, et d'agents inhibiteurs, dont l'équilibre
concourt à maintenir l'état normal de la cellule. La prolifération
cellulaire est aussi rêglée par la différenciation qui restreint la division
cellulaire, en modifiant le statut de la cellule.

Dans ces processus, les signaux que la cellule reçoit de son
environnement, sont essentiels. Des stimuli touchant la transmission
des signaux mitogènes de l'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 I'origine du dêséquilibre est exogène,
I'hyperplasie est réversible ; par contre, dès que le déséquilibre est
d'origine endogène et inscrit génétiquement, il peut aboutir à un
néoplasme.

L'importance des voies de signalisation intracellulaires et de la
communication intercellulaire, dans le maintien de l'homéostasie des
cellules, est apparue à 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 etlou de la diffêrenciation cellulaire.
Ces voies de signalisation et de communication seront rappelêes
brièvement, alin de situer I'impact potentiel des cancêrogènes non
$énotoxiques et celui des promoteurs connus, dont l'action s'inscrit à
leur niveau.
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A - Mécanismes de transmission du siqnal mitotique

La transmission des signaux
jusqu'au noyau, quelle que soit
mis en jeu, suit un schéma
successivement:

mitogènes de I'extérieur de la cellule
la voie empruntée et les intermédiaires
général dont les étapes impliquent

. In fination dlun facteu.r dp croissance sur son récepteur
mem,Urann:ire, ce qui induit un chnngement de la cor4for-mntinn d'e la
parti,e intprne du rêcepteu,r et déclennhe Ia suùte des rëont;inns,

. f antiaa,tinn dlune ou de plusi,eurs protêi,nes kina,ses, à, laqtnlle
mncède urrp cascad,e dlonti,ua,tinn dlautres lsi'na'ses et dp
phosphorylntinns,

. ï antiaati,on par plnsph,oryla,tinn des fantnurs transcri,ptipnnek
d, Iior@ne dp In réplinatinn d,e AADN et de In ùi,ai,sinn cellul,aire.

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

In uoi,e d,es plnsphatid,glinnsùtnls est celle empruntée par des facteurs
de croissance comme le PDGF (platelet derived growth factor) dont la
voie de signalisation implique la phospholipase C à l'intérieur de la
membrane et les phosphatidylinositols. L'activation de la lipase
hydrolyse le phosphatidylinositol-4,5-diphosphate (PIP2) en
diacylglycérol (DG) et inositol triphosphate (IP3). , ,

L'IP3 induit la libération des ions Ca-- stockés dans le
réticulum àndoplasmique, ainsi qu'un influx d'ions Ca++ à partir du
milieu extracellulaire.

Le diacylglycérol (DG) au sein de la membrane, active la
protéine kinase C (PKC) ; cette activation, dépendante de la
concentration en Ca++ et en phospholipides entraînera (i) la
phosphorylation de protéines à sérine et thréonine, (ii) l'activation de
I'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 à l'ester de phorbol peuvent activer
directement la PKC et donc déclencher les étapes suivantes
aboutissant à la réponse mitotique. Cette interaction est une
démonstration directe qu'un cancérogène non génotoxique peut
interférer directement dans le circuit de stimulation de la prolifération
cellulaire.

La asip des tgrosi,nes lsi,nases wiuie par f EGF (epidermal growth
factor) fait intervenir le récepteur de I'EGF, une protéine kinase
spécilique des résidus tyrosine ; cette kinase activerait I'antiport
Na+/fl+ et participerait à I'ouverture des canaux calciques.
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L'activation du récepteur d'EGF est suivie également d'une
augmentation de la concentration de I'adénosine monophosphate
cyclique (AMPc), par activation de l'adényl cyclase.

Quels qu,e soient les fantetrs d,e croi,ssance et les aoies
emTrrttntêes, les réponses imm,ëdiates dp la cellule à' la sti'mulatipn d) un
mùtogènte sont les mêntes : Le pH du egtnplnsme déIèue, la connqntra'tinn
intranellula:i,re en ipns CaÎ+ atqrm,entc ; ces êaènsments se trad'uisent a,u
rai,aea,u dp f ADN par lierTrressian instantnnêe d,e protnonnogùtes corIvIttÊ
c-fos, c-rnuc et c-jun, qui aboutû d f inducùinn d,e la di,tvi,si'on cellulai're.

L'identifïcation des cibles de promoteurs de tumeurs "type", et
une meilleure connaissance des mécanismes de la croissance et de la
prolifération eellulaire ont permis de définir des points d'impact
potentiels des cancérogènes.non génotoxiques, ce sont:

- les voies de transmission du signal mitotique,
- la protéine kinase C,
- I'activation de protooncogènes ou I'inactivation de $ènes

suppresseurs de tumeurs,
- I'activation d'enzyrnes clés dans la cha-rne de biosynthèse des

polyamines, par exemple I'activation de I'ornithine décarboxylase
(oDc),

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

- la génération de radicaux libres,
- I'altération structurale et fonctionnelle de la membrane

cytoplasmique.

Cette liste est loin d'être exhaustive mais illustre la multiplicité
des mécanismes épigénétiques potentiels de la cancérogénèse. La
complexité et la diversité de ces processus expliquent la diffTculté
d'identifier les événements responsables du processus tumoral.

B - Inhibition de la communication intercellulaire

La communication intercellulaire est essehtielle pour le maintien de
l'homoéostasie des tissus. Dans la majorité des tissus, les cellules sont
liêes par des canaux transmembranaires : Gap junctions (Gis), Qui
permettent le passage direct d'une cellule à I'autre, d'ions et de
molécules de faible poids molêculaire (< 1000 daltons), (Loewenstein,
1979; Hertzberg et Johnson, 1988).
Ces molécules pouvant être des nuclêotides, des nuclêotides cycliques,
des acides aminés, du glutathion, de l'inositol triphosphate et des ions
de calcium ( Lawrence et al., 1978 ; Saez et aI., 1989).
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Les Gap junctions n'ont pas une structure globale identique d'un tissu
à I'autre mais possèdent 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 aI., 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 ot., lg88 ; Milks et a,1.,
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 où seraient
localisées les terminaisons amines et carboxyles.
Les zones cytoplasmiques correspondent aux régions variables d'une
connexine à I'autre et renferment des séquences qui peuvent être
phosphorylées par la tyrosine kinase, la kinase dépendante de I'AMP
cyclique et la PKC (Hertzberg et Johnson, lg88).

Le degré de Ia 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 caractère fonctionnel des Gap junctions serait soumis à un double
système de contrôle par I'AMP cyclique qui augmente la pérméabilité
membranaire et la PKC qui la diminue par phosphorylation des
protéines (Gainer et Murray, 1986 ; Saez et aI., 1986 ; Takeda et aI.,
1987 ; Saez et a1.,1990).

L'inhibition de la communication intercellulaire à travers les Gap
junctions par des promoteurs a été mise en évidence par plusieurs
auteurs (Murray et Fitzgerald, 1979 ; Trosko et al., IgSz ; Fitzgerald et
Murray, 1980 ; Williams, 1980 ; Yamasaki et aI., lgSS). Le tableau 1,
présenté ci-contre résume les résultats obtenus par I'LARC (Yamasaki,
1990) sur l'inhibition de la communication intercellulaire, par une série
de promoteurs, in vtuo, sur des systèmes 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 ta et ot , lg86 ;
Dotto et al., 1988 ; Bigmani et al., lg88).
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i  n  v i  vo  e t  des  e f fe t s  d '  i  nh i  b l  t l  on
Junc t l ons  (GJ IC )  pa r  l a  mé thode

de  subs tances  ch im iques  (F i t zge ra ld

subs tance  (  a  )

TPA

PDD
PDBu
Mezere i  n
0 iacy lg l yce ro l
PRA
DL-ZAMI  1305
DDT
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P romot i  on
i n

v i v o

+

+
+

+
+

+

Type  ce l l u l a i r e
u t i ' l  i  sé  pou r' l  ' e ssa i  GJ IC

BHT
Na deoxycho ' l  i  c  ac i  d
L i  t hocho l  i  c  ac i  d
Eenzoy l  pe rox ide
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Urac i  I
TGF-B  ( i n  v i t r o )
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u79
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HLE-SV40 t rôns .
Rat  Hep  ( in  3T3
3T3 ( ln  ra t  Hep
RLE
u79
u79
v79
v79
u79
NMEK
3T3
3T3
3T3
3T3
3T3
HLE.  U79 ,  I ' IHEK
HLE,  U79 ,  Î {HEK
H LE ,  U79 .  } IHEK
HLE
}IHIK
3T3

NMEK,  NHEK

HMC.  RLE

( b )  I nh ib i t l on
de  

' l a

communl  cat ion
I  n terce l  ' l  u l  a  i  re

N M E K
+
+
+
+
+
+
+
+
+

+
c o c u ' l t u r e )  +
c o c u l  t u r e )  

:

+
+
t

+
+
+
+

+
+
+
?
+
+
+
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ép i t hé l i a l es  de  f o i e  de  ra t ;  HLE .  ce l l u l es  ép l t hé l l a l es  de  f o l e  huma in ,  V lg ,
ce l ' f  u l es  f i b rob las t l ques ,  U79  d ' ams te r  ch lno l s  ;  I {HEK ,  Ke ra t l nocy tes  ép lde rm lques
norma les  d 'ho rune ,  I {MEK.  Ke ra t l nocy tes  ép lde rm iques  de  sou r l s  no rma làs  ;  HHb ,  ce l l u les
meso thé l  I  a l  es  huma lnes .
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La co-culture de cellules C3H10TL/2 normales et transformées aboutit
à la suppression de la prolifération de cellules transformées lorsque
des Gap junctions sont présents et fonctionnels (Mehta et aI., f 986).

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

In vitso, la tumorigênicité de cellules épidermiques transformées
greffées sur un animal isologue est supprimée quand ces dernières sont
associêes à un nombre important de cellules normales (Dotto et a'1.,
1988).

Cette corréIation n'est cependant pas systèmatique, des agents
promoteurs comme l'acide lithocholique et des acides déo:rycholiques
n'inhibent pas la communication intercellulaire sur les cellules de la
lignêe V79. Ces exceptions soulignent le fait que I'inhibition de Ia
communication intercellulaire n'est pas un mécanisme d'action
intrinsèque de tous les promoteurs.

L'ensemble de ces travaux soulignent I'importance de l'inhibition de la
communication intercellulaire dans Ia cancérogénèse.

La. sui,te de cettp êtrù,e bibùi,ographiqtæ traite des aspects dns
mécani,s.mes êpigênêtùqrcs lps naieur connus impÙtqtÉs dans les
phénornè,nes d,e cannûrogênèse. Liester dp plwrbol, 12-0-tëffon'écnaUl
plnrbol-lgqnétnte ou 7?A, a été clni,si convtnp mpdèle dn promntnur
turnsral ; I,e TPA est le plrats putssant promoteur conml, i,I a fait Ii obiet
auec dl autres promnteurs id,enti,fi,ês plus rêcam:mnnt, de nambreun
traaaur qui, ont contri,buÉ à. éIu,cidsr certn:ins des mÉcani,s-mes dB la
can c Srog ên è s e épig én ëtùqu,e.

Dans un deu,rièmp temps, nto?ts prêsmterons d autres promotnurs
tumtra,u.r, en souùignant les partinulari,tês de leur mêca,ni,sne d antinn
et leurs carontères Wûrenti,els êuentuels par rapport au TPA.
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C - Propriétés de I'ester de phorbol. lZ-0-tétradécanovl
uhorbol-l 3-acétate ou TPA

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

Flashentranger en 1930 isola pour la première fois le phorbol à partir
de l'huile de croton, extraite des graines d'une euphorbiaccae : crot'on
tiglium.

La molécule du phorbol de formule chimique C29H2BO6, renferme un
noyau d.iterpène et des groupements hydroxyles (figure 3). Le phorbol
en lui même est inactif mais ses diesters possèdent un pouvoir
cancérogène ; ces derniers ont été bien définis chimiquement (Hecker,

1968), en particulier le TPA formé par estérification de I'hydro:ryde en
L2 par l'acide myristique et de I'hydroxyle en 13 par l'acide acétique.
Certaines modifications structurales telles que l'estérification de
I'hydroxyle en position 20, une liaison ester en position 13, I'ouverture
du noyau cyclopropane et la substitution de I'acide gras par un
acétate en position L2, réduisent fortement ou détruisent
complètement I'activité biologique des diesters de phorbol (Rochette-

Egly, 1978).
Le passage en position q de I'hydroxyle en 4, ou sa méthylation rend
la molêcule complètement inactive.

Une autre voie d'inactivation du TPA est sa conjugaison avec un acide
gras de longue chaine pour donner le TPA-2O-acylate ; ce dernier est
plus lipophile que le TPA mais inactif quant à 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
à la position LZ et 13, qui résulte en la formation de mono esters :
phorbol-l3-acétate (PA) et l2-0-tétradécanoyl phorbol (TP) ; ces
métabolites, plus hydrophiles que le TPA, sont inactifs ou peu actifs
comme promoteurs (Hecker, 1968).

Le TPA n'est pas mutagène sur bactéries et cellules de mammifères
(Weinstein, 1980).

Il est caractérisé par son potentiel à induire des tumeurs sur la peau
de souris, préalablement exposée à des doses subcancêrogènes de
cancérogènes connus. Le TPA induit les mêmes 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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L'application répétée du TPA sur la peau de différentes souches de
souris entraûre, également, la génération de tumeurs malignes à la
suite d'une période de latence très prolongée (Chouroulinkov etLazar,
1974); ces études ont souligné la sensibilité spécifique des différentes
souches vis-à-vis du TPA, attribuée à une certaine prédispositon de
I'animal hôte due à la présence constitutive de cellules initiées.

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

- I'induction rapide d'une réaction inflammatoire au niveau du derme,
- I'induction de I'activité de I'ornithine décarboxylase (ODC), enz5rme
clé de la voie des polyamines,
- I'apparition d'une hyperplasie par multiplication aetive des cellules
épidermiques (Weinstein, 1988 ; Fisher et aI., 1989).

Ces effets sont souvent associés à I'activation de la protéine kinase C
(Castagna et al., L982 ; Nishizuka, 1984) et sont accompagnés de la
génération de radicaux libres et de formes actives de I'o>rygène (Fqiita
et a,1., 1984).

C.l - Aetion sur la protéine kinase C et
l*titltior d., c"++

Le TPA, de part son analogie partielle avec le diacylglycérol (figure 4) ,
active la PKC aussi bien in vi,uo qu'in tfitro (Castagna et a,1., 1982 i
Nishizuka, 1984).
La capacité des esters de phorbol à activer la PKC est bien corrèlée
avec leur potentiel tumorigène (Nishizuka, 1984). La distribution de la
PKC à travers plusieurs tissus est sirnilaire à celle des sites de liaison
des esters de phorbol (Ashendal et aI., 1983).

Les esters de phorbol, à la différence du diaeylglycérol et des
activateurs endogènes de la PKC, ne sont pas mêtabolisés 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+ (42318?) pour
I'activation de la PKC. Le Caz+ 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 a,1., 1985).
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La PKC exercerait un contrôle de 'feed back' négatif sur plusieurs

étapes participant à son activation : elle induirait une diminution du
taux de I'IP3, en stimulant son hydrolyse par activation de la
phosphatase IP3, ou en bloquant l'hydrolyse des phospholipides
inositol_ en DG et IP3. Alternativement, la PKC stimulerait l'élimination
du CaZ+ intracellulaire par activation du transport Caz* ATPase
(Nishizuka, 1988).

Le TFA 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 contrôle exercé
par cet en4rme dans la régulation des fonctions cellulaires et
entraînerait une prolifération ineontrôlée en présence de stimuli
mitogènes.

C.2 - TPA et inflammation

Les études sur le rôle des prostaglandines et le métabolisme de l'acide
arachidonique dans la tumorigénicité ont été menées suite à 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 à l'état libre
dans le milieu intra ou extra-cellulaire en I'absence de stimulation
physique, chimique ou hormonale. Il est stocké sous forme d'acides
gras liés d'une façon covalente au second carbone des
phosphoglycérides membranaires. Le TPA provoque le relargage de
I'acide arachidonique à partir des phospholipides membranaires par
activation de la phospholipase A2, figure 5.
L'acide arachidonique libre est le substrat d'enzymes qui conduisent à
la synthèse des acides gras médiateurs de I'inflammation par deux
voies distinctes :

- la voie des prostaglandines synthétases incluant les
cycloo:rygénases et prostaglandines endoperoxidases ; cette voie
produit une prostaglandine intermêdiaire, PGA2, qui constitue le
substrat d'autres enz5rmes impliquês dans la synthèse des
protaglandines : PGE, PGF et PFD,

- la voie des lipooxygénases qui résulte en la formation d'acides
gras hydroperoxydes. Elle est à I'origine de la production de
leucotriènes (Flower et Blackwell, 1979 ; Weinstein, 1980 ; Fisher et
ol., 1989).
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C.3 - Génération de radicaux libres et des formes
actives de I'ornrqène

L'implication de radicaux libres, particulièrement ceux dérivés de la
molécule d'oxygène dans la cancérogénèse chimique, a fait l'objet de
plusieurs revues (Cerutti, 1985 ; Troll et Wiesner, 1985).
En réponse à des promoteurs, les neutrophiles et les macrophages
augmentent leur consommation en oxygène, oxydent le glucose et
génèrent 02'- et H202 (De Chatelet et aI., L976 ; Kensler et Trush,
1981). L'int-eraction An TPA avec la PKC est suivie par I'activation
d'une oxydase pyridine dépendante localisée dans la membrane
plasmique (Patriarca et al., 1970 ; Fqjita et a'1., 1984).
Le TPA module également les systèmes de défense de la cellule contre
les agents oxydants en inactivant la superoxyde dismutase (SOD) et la
catalase. (Solanki et aI., 1981).

Le traitement par des antioxydants phénoliques ou par des enzyrnes
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
ol., 1985).
Ainsi, la génêration de radicaux libres actifs par des cancérogènes non
génotoxiques, doit jouer un rôle dans les phénomènes de promotion.
Les mécanismes moléculaires exacts de leur participation, restent
encore obscurs.

c.4 - Induction de I'activité.oDC et de la biosvnthèse
dilolo"ttit"t

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

Les principaux précurseurs des polyamines sont : I'ornithine et Ia 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 l'onai,tlairæ &ærbougla^se
(ODC), figure 6.

L'ODC serait I'enz5rme clé de la biosynthèse des polyamines et jouerait

un rôle modulateur sur toutes les fonctions cellulaires qu'elle
contrôlent, en particulier la croissance et la différenciation.

L'ODC est largement distribué dans tous les tissus de mammifères, son
activité basale est relativement faible (Scalabrino et Feridi, t981). La
plus grande partie de cette activité ODC est localisée dans le c5rtosol,
une faible fraction est détectée dans certains organites cellulaires et
dans le noyau (Morgan, 1987).
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L'intérêt accordé à cet enzyme, comme marqueur biochimique de la

transformation tumorale, est dû à 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 I'estomac
(Okuzumi et al., 1991).

De même, I'application du TPA, sur la peau de souris, induit une

augmentation rapide et transitoire du taux de I'ODC, suivie par une

acèumulation de polyamines dans les cellules épidermiques (Astrup et

Boutwell , Ig82; Takigawa et al., L982; Coffino et al., 1988 ; Nguyen-Ba
et a,1., 1988).

L,activité ODC peut être stimulée par des facteurs de croissances, des

hormones de croissance, la teneur en acides aminés et en ions dans le

milieu (Jânne et al., 1978 ; Tabor et Tabor' 1984).
La stimulation de I'activité oDc peut être obtenue également par

renouvellement du milieu (Glimour et al., 1985) et I'addition du sérum

dans le milieu (Nguyen-Ba et ol., 1989).

Le TPA agit en synergie avec des facteurs de croissance, pour

I'induction de l'activité ODC dans des cellules néoplasiques de

Hamster mais pas sur des cellules normales (O'Btren et ol.' 1988).

L'utilisation d'un inhibiteur spécifÏque de I'ODC, cx-difluoro-methyl-
ornithine (DFMO), inhibe la promotion de tumeurs induites par le TPA

sur la peau de souris (Takigawa, 1982).

De même, I'application de la dexaméthasone sur la peau de souris,
préalablement traitée par le TPA, montre à la fois une inhibition de la

réaction inflammatoire dans le derme et une inhibition de I'ODC

épidermique (Nguyen-Ba et Chouroulinkov, 1989 ; Nguyen-Ba et al',

1992).

L'ODC est caractérisée par une demi-vie très courte de 10 à 30

minutes (Rûssel et Snyder, 1969), liée à une dégradation de la protêine

enzymatique par des protéases. (Isomaa et a,1., 1983 ; Seely et aI',

1e82).

O'Brien et aI (198?), 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'ODC

échapperait à la régulation qui contrôle Ie taux d'ODC dans les cellules

normâes, et confèrerait 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 ; I'action protéolytique intervenant dans la

dêgradation rapide de I'enzyme peut être modulée par la

dexaméthasone, mais elle varie êgalement selon l'étape de la

transformation cellulaire (Robert, 1991).
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Ces travaux sont confirmés par ceux de Murakami et aI. (1992), qui
identifient la 265 proteasome, qui serait I'enzyme responsable de la
dégradation du I'ODC. La modulation de I'activité ODC au niveau de sa
dégradation protéolytique masque peut-être un autre mécanisme
d'action du TPA.

C.5 - Inhibition de la eommunication intercellulaire

La communication intercellulaire qui s'établit normalement à travers
les 'Gap junctions' empêcherait I'expression de l'état initié d'une
cellule, si elle est entourée de cellules normales ; par contre si cette
communication est inhibée, le phénotype initié apparaît.

L'induction de la prolifération clonale de cellules initiées est une
caractêristique de la majorité des promoteurs ; l'inhibition de la
communication intercellulaire par ces derniers est I'un des mécanismes
épigénétiques invoqués dans la cancérogénèse (Lowenstein, 1979 ;
Murray et Fitzgerald, 1979 ; Yotti et al., 1979 ; Yamasaki et aI., L985 ;
Sugie et aI., 1987).
Le lPA inhibe la communication intercellulaire des cellules (V79)
d'Hamster chinois, des cellules épidermiques de souris, des cellules de
lignée Balb/CBT3 et des hépatocytes de rat (Murray et Fitzgerald,
1979 ; Williams, 1980 ; Fitzgerald et ol., 1989).
Une bonne corrélation existe entre la capacité des esters de phorbol à
inhiber la communication intercellulaire et I'induction de tumeurs in
viao ; en effet, le phorbol et le 4-c-phorbol-12-13-didecanoate, connus
comme non promoteurs de tumeurs sur la peau in viuo, 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 I'acide arachidonique
induite par le TPA donnerait des composês actifs au niveau des Gap
junctions incluant les métabolites de la voie des lipooxygénases, les
radicaux libres, les produits de pero:rydation de lipides et l'acide
arachidonique lui-même.(Saez et al,L990).

L'inhibition de la communication intercellulaire par le TPA est réduite
sous I'effet d'agents anti-promoteurs tels que I'acide rétinoique
(Rogers et al., 1990) et I'AMP cyclique (Roseng et a,1., f 992).
Néanmoins, le TPA n'inhibe pas la communication intercellulaire des
cellules épidermiques de la peau de souris in vi,ao et in uùt?p (Kam et
Pitts, f 988 ; Pasti et al., 1988).

I
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C.6 - Inhibiteurs des effets du TPA.

Compte-tenu de la multitude des effets du TPA in ui,ao et in uttrr, il
est difficile de déterminer lesquelles de ces rêponses induites
participent à l'effet promoteur du TPA.

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

Les inhibiteurs étudiés sont des inhibiteurs de l'hgperytlnsi,e, de
l'apti,ui.tê ODC et la syntlÈse des Tnlga,rni,nes, dê la sgnth,èse des
ptostaglandines et des inhibiteurs de In Trrotêi,ne Ri,nase C. Les
antiorEdants et les inhibiteurs de ptntêases ont été également utilisés
comme inhibiteurs de la promotion (tableau 2).

Des antï,-inflammntoires stéroîd;i,ens 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, L972; Nguyen-Ba et Chouroulinkov, 1989 ).

Le DFMO, les rétinoides, la quercétine ainsi que des complexants de
radicaux libres tels que le butyl hydroxyanisole (BIIA), inhibent
également l'activité de I'ornithine décarboxylase (Verma et Boutwell,
1977 ; Slaga et aI., 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 etlou cyclooxygénases (Levin et
al., L977 ; Gschwendt et ol., 1983 ; Hughes et aI., lgSg ; Fischer et al.,
1989 ; Huang et aI., 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 ol., 1989); elle supprime également la
génération de supero)qFdes à partir de leucocytes polynucléaires (Sako
et o,1., 1988 ; Yamamoto et ol., 1989)

Des agents inhibiteurs de protéases se révèlent être des inhibiteurs de
la promotion induite par le TPA ; il en est de même pour des agents,
tel que la forskoline, qui entraînent I'augmentation du taux de I'AI\{P
cyclique intracellulaire (Slaga, 1980, Roseng et aI., lgg2).



@
o

@
o

r
ctr 

or
H

 
ôl 

(\l 
r{

F
. 

or 
qr

.O
r

O
r

O
l

.o
r

r
r

{
F

a
F

H.O
 

. 
.lg

+
t 

.-
P

ë

O
-

 
t!.O

 
O

€
to

 
+

r+
, 

o
-

E
+

, 
(ll 

(ll 
=

=
(l, 

L
Ê

 
c

tr >
+

t
to

É
c

o
.,

O
ra

U
 .o

- 
a

U
5

 
d

lç
--C

(/)ô
D

>
z

F

.o
-a

 
C

,E
 

o

utco+
r()g=.r_èru(51^

(uL,oè
(-)

o
>

z
L

è

ao 
ao

5F
(1

, 
Q

)
-

?
/t 

E
(l,|u
(J

- 
. 

(l)
L

 
>

o
, 

+
t

o
x

=
 

(,
+

)o
q

 
(.)(1

)
É

-
Q

r
 

t-
e

 
L

 
E

 
o

 
@

p
.tt o

<
 

|,E
C

 
IJ

E
ô

I 
|o

 
g

O
€

)
*

 
E

æ
..F

ttt 
O

e
a.) 

+
r 

a) 
,t, 

x 
È

,
o

.o
o

ro
ro

 
o

tF
(

J
Ê

L
+

,(
l,ç

lF
e

e
 

€
 

.tt 
C

{
-

,
O

 
g

S
 

-
Ê

e
 

tg
=

+
t(l,è

{)>
t^

E
-P

U
rù

tF
g

 
E

 
g

F
 

O
 

O
+

,
|o

 
o

 
L

 
()-c

 
L

 
(J

v
)(J

 
o

<
c

L
o

-<

ililllilil]ttl

rrr(-)q
)<

<
ç

t^
,t'rH

A
 

<
(\J

!l 
+

D
O

 
.C

L
v

(t 
-ÉC

L

v,
ut 

o 
,t,

O
+

t 
(u

c
rg

=
E

(l,E
T

o
,o

L
L

{'l 
€

q
)L

E
lF

o
rO

, 
l, 

L
É

=
c

lo

Êo+
)5-C
l 

q)
F

lz
L

C
L

.t, 
ao

E(l,q
,

d
E

co
+

(\l
+

t 
tU

=
()

-cr c,
e

lZ
 

(l)
r-O

- 
tt 

.
+

r 
L

U
I

.n 
rE

 
ao

ç
e

E
d

,
E

(
J

O
 

(l,.q
, 

o
,

l.E
E

P

E
(

l)

(.)
D(5

lrl
(tt

ç)>
<

C
L

+
+

+
+

r

(\I

C
L

I

au

L
Ê

J
O

r
(

l,
u

t|!+
,

F
(

5
 

è
tu 

trj 
€,

F
c

,
e

t
Q

,

L,

I
I

L
E

5
O

r
O

ut 
t! 

.È
F

(
9

 
è

.o
ê

 
o

ç
É

L
 

()
.C

,
L

I

.'o

{r(l,
F

g>
ro

F
1

C
+

t 
>

)
(,x
.o

o

+
+

+
+

+
+

+

(Joo
+

+
+

t!c
t

r+
+

Ê
r-o
O

 
râ

O
>

 
{, 

r.o
=

.c
J

o
E

-
C

l 
,o

E

+
+

+
a

o+
,|v+
,LL

+
+

+

ro

+
+

+
+

cO
v

t

+
J

J
.E

o
o

E
E

 
E

L
=

O
 

{-l
l!

+
+

+

ao

+
+

+
+

l

3-=c,
+

,oEotC
L

C
L

t-

tn 
t^

o
(l,

C
E

F
F

E
X

F
O(' 

r'
<

lo
.s

o-l 
.q,

F
l-t^
l{,

o
lF

o
lè

>
l

F
I

(r,o
E

(l,(l, 
c

 
=

C
.F

q
q

)
<

l 
F

E
 

g
r 

F
 

E
ê

-l 
X

v
 

L
 

|! 
F

F
l 

O
.E

!'t-
l+

J
c

D
|t'o

clgl 
tt 

O
 

tt,
E

lro
c

L
o

lo
-.o

o
Ê

-
q

,lttr-
O

lF
.o

>
f(,+

,
F

I

Eo:o-O
r

È
-

go
-

Ë
t

É
g

s.q
!a=

o
r

Ë
g

i.,
a

Q

€
5

Ë
:

,l- 
tr:

q
,f,

3
.-

!r\

ç
3

!.-r
ro

=
'u

j:3
e

Ë
.;

Ë
o

,
O

'F

=
 

-/.
.@

 
..:

-=..L

(Y
)5(o(l,

o.t,
F



24

D - Propriétés des cancéroqènes non Éénotoxiques autres que

les esters de phorbol.

Plusieurs classes de promoteurs qui diffèrent structurellement des
esters de phorbol ont êtê identifiées au cours des vingt dernières
années. Fqiiki et aI. (1989). se sont intéressés spécialement à des
promoteurs appartenant à 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 à se lier ou non au récepteur
membranaire des esters de phorbol : la PKC (tableau 3).

D.l - tes nromoteurs tvpe TPA

Les promoteurs type TPA incluent les téléocidines et aplysiatoxines
qui sont des toxines marines, isolées respectivement du mycélium de
Streptonryces m,ed;i,osid,us et d'une algue bleue marine.

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

L'activation de la Protéine Kinase C par les promoteurs type TPA,
entraûne la phosphorylation de la tyrosine des récepteurs des facteurs
de croissance épidermiques (EGF) et I'inhibition de la liaison
spécifique de I'EGF à ses récepteurs membranaires.

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

D.2 - Les promoteurs tvoe non TPA

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

La palgtorinn est une toxine hydrophile, dont la structure a. êtê
déterminée en 1981, par Moore et Hirota.
D'une pâfr, la palytoxine n'inhibe pas la liaison spécifique 3H-TPA du
TPA à ses récepteurs, n'active pas la PKC, n'inhibe pas la
communication intercellulaire et n'induit pas I'activation de I'ODC.
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D'autre part, elle induit ou agit en synergie avec le TPA pour le
relargage de prostaglandines à partir de macrophages (Levine et al.,
1990), elle stimule également la génération d'anions superoxydes à
partir de neutrophiles (Fuiiki et aI., 1989).

L'inhibition de la liaison des EGF à 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
CaZ+, elie apparaît facititer l'influx du Na+ à travers la pompe Na+/H+.

La thnpsi,gargine, isolêe des racines de Thapstn garganina. induit un
certain nombre de réponses cellulaires (tableau. 3) qui seraient
activées par Hrl seul événement commun : l'augmentation prononcée et
rapide du Caz- cytolosique libre.
lJ tnapsigargine provoque une décharge directe du CaZ+ stocké dans
les compartiments intracellulaires sans l'hydrolyse des
inositolphospholipides membranaires, mais en o . agissant comme
inhibiteur spécifique et puissant de I'ATPase Caz- dépendante, du
réticulum endoplasmique (Thastrup et aI., 1990).

L'a,cide olcada:tryn est un composé polyether, isolé d'une éponge noire
Hal:inhondrin olmdn:t,, 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 l'activité
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 aI., 1989).

La stau;rcsprinn est un alcaloïde microbien, qui exerce une action
double dans le phénomène de la promotion :
Elle agit comme inhibiteur puissant de plusieurs protéines kinases en
particulier la PKC, en entraînant ainsi I'inhibition des effets des
promoteurs type TPA (Tamaoki et al., 1986 ; Kiyoto et a,1., 1987).Mais
la staurosporine agit êgalement comme irritant et induit des effets
caractéristiques de promoteurs tels que : le relargage de
prostaglandines et l'induction de l'activité ODC (Jiang et aI., 1992).
11 est sûr que la liste des promoteurs, cités dans cette étude
bibliographique, est loin d'être exhaustive ; néanmoins, elle illustre la
variabilité des mécanismes épigénêtiques qui peuvent être impliquês
dans le processus de la cancérogénèse. Cette variabilité peut être à
l'origine des effets de synergisme qui peuvent être observés entre
différents promoteurs.
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I

V - La transformation cellulaire iz zùtro. rôle dans la cancérogénèse

On appelle transformatinn cellulnire le processus de conversion de
cellules normales cultivées irz uitro en cellules qui prêsentent des
propriétés morphologiquement propres aux cellules néoplasiques et
qui, inoculées à des animaux isologues, développent des tumeurs
(Elias, 1993).
Comrne le processus de cancérogénèse in ui,ao, la transformation
néoplasique iz uitro est un processus progressif qui implique plusieurs
étapes qualitativement différentes depuis I'initiation jusqu'au stade
tumorigène (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 particulière parmi les différents
systèmes d'étude de la cancérogénèse. Le phénotype transformé est le
eritère étudié qui exprime les modifications morphologiques résultant
de I'ensemble des altérations génotoxiques etlou épigénétiques qui
peuvent s'opérer au cours de plusieurs cycles de division des cellules
cultivées en présence d'un agent environnemental à risque.

La transformation cellulaire sur cellules mime in trùtro, les différentes
étapes de la tumorigénicité in aiao et répond ainsi au but recherché :
la détection d'une activité cancérogène.

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

Ces systèmes offrent également les avantages d'être relativement
simples, rapides et moins coûteux que les expérimentations animales.

La transformation cellulaire ùn llùtro a été réalisêe pour la première
fois par Berwald et Sachs (1963), sur des cultures primaires et
secondaires de cellules d'embryon de Hamster syrien (SHE), traitées
au benzo(a)pyrène et au méthylcholanthrène et repiquées
régulièrement quand elles atteignaient la confluence.

I
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Les cellules témoins avaient une durée de vie limitée (à peu près 4
passages), alors que les cultures traitées ont développé des foyers de
cellules capables de protiférer d'une façon 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 critère transformation cellulaire in tti'tro comme
outil prédictif de la cancérogénèse in tri'ao.
En 1965, les mêmes auteurs ont développé un essai quantitatif de
transformation par le traitement de cellules SHE à 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
ligm,êes établi,es de cellules fibroblastiques. Les deux seuls systèmes qui
ont été utilisés au niveau international, avec le test sur SHE, et qui ont
fait I'objet d'études inter-laboratoires en vue d'une validation
utilisent :

* la lignée CBH10T1/2 développée et clonée à partir de la
prostate de souris adulte CBH par Chen et Heidelberger (1969) et
Reznikoff et al, (1973),

* la lignée de fibrobtastes de souris, Balb/cBT3, développée à
partir de Balb/c (Aaronson et Todaro, 1968), et reclonée par Di Paolo
et aI. (L972) ainsi que par Kakunaga(1973).

Les principales modifications structurales, biochimiques
fonctionnelles des fibroblastes au cours du processus
transformation néoplasique induit par les cancérogènes
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 norrnaux de contrôle de la croissance, continuent à se
diviser, s'enchevêtrent et s'empilent. La transformation morphologique
est prise en compte comme critère de I'effet transformant dans les
systèmes fibroblastiques utilisês pour la détection des cancêrogènes :
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/cBT3.

et
de

sont

I'
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Figure 6 bis : a. colonie normale,

colonie nolrnale et

b. colonie transformée, c. Ériphéries d'une

d'une colonie transformée.
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Chouroulinkov et Lasne (1978) ont reproduit in uitro, sur des SHE, la
cancérogénèse en deux phases pour étudier les mécanismes de la
cancérogénèse non génotoxique et de détecter les cancérogènes
épigénétiques. Ils ont été, avec Mondal et Heidelberg (1976) sur la
lignée C3H10T1 /2,les premiers à démontrer I'augmentation du taux de
transformation cellulaire lors de I'association d'un initiateur (type
B(a)P) et d'un promoteur, le TPA et l'analogie avec la cancérogénèse
en deux étapes décritg in zriuo, par Berenblum (1941).

Un grand nombre de substances a été testé sur le système 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 a1.,1984 ; Di paolo et al., 1969, L972; Pienta et
â1., L977, 1981 ; Riverdal et Sanner, 1982, 1985 ; Lasne et al., L974 ;
Elias et al., 1989 ; Roseng et al., 1992).

Cet essai s'est montré très sensible à la détection de cancérogènes
pour I'homme qui restaient non actifs dans des tests de génotoxicité
classiques : I'amiante (Hesterberg et Barrett, 1984), l'arsenic (Lee et
â1, 1985), Le benzène (Amacher et Zel[adt, L973 ; Barrett et Lamb,
1985), le diéthylstilboestrol (Barrett et al, 1981).

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

* la sensibilité variable des différents lots de cellules à la
transformation, en fonction de l'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 I'interprétation des résultats
et la meilleure réponse transformante pour des cancérogènes 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 cancérogénèse à court terme, à détecter in ui,trr le potentiel
cancérogène d'une substance tant génotoxique que non génotoxique
(épigénétique).
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VI - Chlordane

A - Proauction et utitisæ

Le chlordane est un insecticide organochloré utilisé dès 1950 ; il a êtê
largement produit aux Etats-Unis où sa production atteignait 9500
tonnes en L974 0ryHO, 1988). Ses usages agricoles concernaient la
protection des cultures de maïs et de pommes de terre, le traitement des
arbres ornementaux et des pelouses .

Son utilisation en agriculture a êtê interdite assez tôt, mais il est resté
autorisé jusqu'à ces dernières 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) à
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.O. du 25/2/ 1989), elle est fixée à 0,05 mg/Kg pour les fruits et
légumes (J.O. du 22/9/ t99Z).
La DL50 du chlordane, administré par voie orale sur le rat, est de 460
mg/Kg de poids corporel (J.O. du2B/B/1989).

La forte liposolubilité et la stabilité du chlordane expliquent sa
rémanence élevêe, exprimée par un temps de demi-vie dans
I'environnement d'une dizaine d'annêes (Conway, 1g8z). Malgré ces
ineonvénients qui sont à l'origine de sa limitation d'emploi, le chlordane
reste encore utilisé dans plusieurs pays où la réglementation est moins
stricte voire inexistante.
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B - Métabotisme. résid

Le chlordane technique contient des isomères 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 à 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 isomères du chlordane. Cette voie génère l'époxyde
d'heptachlore et d'autres produits d'hydroxylation.
D'autres voies de métabolisation sont proposées telles que la
déchlorination du chlordane en monochlorodihydrochlordène 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 mglanimal) pendant 2g
jours. Le chlordane induirait son propre métabolisme.

Des résidus de chlordane ont été trouvés dans le sang d'opérateurs et de
sqiets humains non directement exposés à 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, lgSb).

Le chlordane comme les autres pesticides organochlorés a des effets
excitants sur le système nerveux central, se traduisant par des
conrrulsions ; il induirait des ulcères gastriques selon Boyd et Taylor
(f969). Au niveau cellulaire, le chlordane à 0,5 mM entraûrerait des
altérations de la membrane mitochondriale, une inhibition du transport
d'électrons et de la phosphorylation oxydative (ogata et aI., lggg).

C - Caneeroqénictté et q

Des cas de neuroblastomes chez des enfants ont êtê associés à une
exposition pré et post natale au chlordane utilisé comme termicide.; des
cas de leucémies ont été reliées également à l'exposition de sqiets
adultes au cilordane et à I'heptachlore (Infante et Freeman, lgzg ;
Infante et a1.,L978) ; 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 l'augmentation de l'incidence d'hépatocarcinomes ou d'autres cancers
chez l'homme (Hayes et al., lg6b ; Hayes, lgSZ).

Les données sur I'hépatocancérogénicité du chlordane chez les rongeurs
sont controversées : la plupart des travaux montrent une induction de
tumeurs par le chlordane chez la souris (Epstein L976 ; World Health
Organisation, 1984). Les effets sur le rat sont moins évidents : le
chlordane induit en effet une augmentation de l'incidence des nodules
hépatiques chez des rats mâles et femelles après 80 semaines de
traitement à des doses de l'ordre de 200 à 400 mg/Kg pour les mâles et
l2o à 240 mg/kg pour les femelles, mais n'augmente pas le taux de
tumeurs (National Cancer Institute, L977). Cette variabilité apparente de
la cancérogénicité du chlordane in vi,uo chez les rongeurs pourraît
s'expliquer par des caractères de spécifTcité d'espèce et le niveau des
concentrations testées.

In tritro, le chlordane n'induit pas de mutation reverse sur les souches
T4100 et TA98 de salmnnella fuphimurium his-. (simmon et aI. rgrr ;
Mortelmans et al, Lg86). 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 aI., 1982a) ; il en est de même des essais sur les lignéés de
cellules fibroblastiques D.bbO d'origine humaine (Tong et a,r,lggt) et vzg
de hamster (Tsushimito et aI., lgSg).
Le chlordane serait également dénué d'activité clastogène sur I'ADN de
plasmides isolés à partir d,E. coti (Griffin et al.,lg7g)
Les seuls travaux faisant état d'une activité génotoxique du chlordane
sont ceux de Ahmed et aI. (Lg77a, 1,977b) qui rapportent des résultats
positifs de deux essais de mutagénèse : essai de mutation reverse sur des
cellules V79 au niveau du locus de l'ouabaine et essai d'induction de la
synthèse non programmée de I'ADN (uDS) sur des cellules
fibroblastiques humaines transformées SV40. Ces résultats peuvent être
liés à une contamination du chlordane testé, par des impuietés, telque
I'heptachlore, et doivent être considérés avec prudence.

Le chlordane a été rapporté comme pouvant induire une augmentation
des échanges de chromatides soeurs (scE), in vi,uo sur des poissons
mudminnow et in vitrp sur lignées de cellules de lymphome humain
(Sobti et al., 1983 ; Vigfusson et aI.,1ggg)
L'hépatocancérogénicitê du chlordane et l'absence en général d,effets
génotoxiques ont conduit certains auteurs à suggéier que cette
substance exercerait ses effets cancérogènes par ,rn mécanisme
épigénétique (Williams, 1980).
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L'administration de chlordane, à des concentrations de 25 mg/kg dans
l'alimentation pendant 25 semaines à un groupe de souris traitées
préalablement à la N-nitrosodiéthylamine (20 mg/l d'eau de boisson
pendant L4 jours), a êtê suivie d'une augmentation de I'incidence
d'adénomes et de carcinomes hépatiques ; le chlordane apparaît donc
agir comme un promoteur, qui potentialiserait les effets des initiateurs
(Williams et Numoto, 1984).

Le chlordane s'est montré être 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 at, l98B ; Ruch et al,
1990). cet effet serait dû au chlordane lui-même et non à ses
métabolites, ainsi que I'ont montré Ruch et aI., (1990), en utilisant des
inhibiteurs des monooxygénases de type cytochrome p4b0 (le SKF - 528
A, monoxyde de carbone ou butoxyde de piperonyl). Ils ont aussi montré
que l'inhibition était moindre en présence d'AMP cyclique.

Le chlordane, à la concentration de I pM, stimule la protéine kinase C,
d'une manière similaire au TPA (Moser et Smart, 1989). La stimulation de
la PKC par le chlordane est dépendante du calcium ; en présence de CaZ+
exogène, la stimulation de la PKC par le chlordane est cinq fois
supérieure à celle induite par le TPA. L'activation de la pKC par le
chlordane est dépendante des phospholipides et peut être inhibée par la
quercétine.
Suzaki et aI. (1988) ont montré que le chlordane augmente la
concentration de calcium intracellulaire dans des leucocSrtes
polynucléaires.

Cette étude suggère que le mécanisme des effets de promoteur tumoral
du chlordane, impliquerait une modifîcation des concentrations de
calcium intracellulaire, couplée avec une activation de la pKc.

Nozs aaona essa,yê, a,u cours d,e ce trauail, di apprter une contrtbution à,
têtudÊ des mÉcanismes @génÉti,qu,es da tantinn cannâqène d,u
chlordane. Nozs cwons êtnùié lleffet du chlorda,nn, diune part flr,r ln
transf,ormntinn dps cellules ernWyonnaires dp hnmstÊT SWiÊn et dla,utre
part mr Ia communinatipn intsrcellulla:ire des cellules V7g.
Notts aaons prréalablement êhrdiÉ lns effets mutngènns de ln substa,nne,
I'esqtrcls auuisnt donnÉ ùisu d des résultats controd;intoi,res.
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VII - Chlorothalonil

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

A - Production et utilisation

Le chlorothalonil est un pesticide organochloré utilisé pour ses
propriétés fongicides ; il est commercialisé sous diffêrents 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 lg6g, avec une
production annuelle de b000 tonnes (u.s. Tariff. commission, lgzl).
Au Japon, le taux de production annuelle est estimé à gO00 tonnes. La
substance n'est pas produite en Europe, où elle serait importée des
USA.

La teneur maximale de résidus de chlorothalonil
dans les céréales (J.O. du 25/2/89) ; elle est fixée à
bananes et à I mg/kg pour les tomates, melons et
22/e/92).
La dose journalière acceptable de chlorothalonil chez I'homme
recommandée par le Comité mixte OMS/FAO pesticides (1g90) est de
0,03 mg/ke/i.

est de 0,02 mg/kg
0,2 mg/kg pour les

cornichons (J.O. du

CN
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Le chlorothalonil, à la différence de la majorité des dérivés
organochlorés est biodégradable, son temps de demi-vie dans les sols
serait d,e 2,5 à 3 mois (Stallard et wolf, 196z). Les voies oxydatives de
biotransformation conduisent à la formation de dérivés hydroxylés,
notamment en 4 (Szalkowski et stallard, lg26) ; le dérivé 4-hydroxylé
est aussi formé après hydrolyse. Le chlorothalonil serait également
peu bioaccumulable, ainsi qu'il a été montré chez les poissons par
Davies (1988).

B - MétanoDsme

Suite à I'administration de chlorothalonil marqué (14C) à une dose de 1
mg/kg p.c. à des rats Sprague Dawley, moins d,e 6 % de la radioactivité
serait retrouvée dans le sang ou les urines dans les 48 heures qui
suivent le traitement (chin et al, lgsl). Après un traitement par
gavage à l'aide d'une dose de b0 mg/kg à des rats, B % de la
radioactivité était retrouvée en g6 heures dans les urines, plus de g0 %
étant éliminé par les fécès.
Le chlorothalonil serait éliminé par voie urinaire sous forme de thiols.
La quantité de thiols métabolisés serait liée à l'activité de la
microflore intestinale ; elle serait plus importante chez le rat que chez
le chien ou le singe . O,5 % de la radioactivité serait fixée au niveau des
tissus, 0,05 % au niveau rénal (Rapport Ministère de I'Environnement,
1991) .
Après administration orale chez le rat, la distribution du chlorothalonil
serait maximale au niveau des reins, eui renferment 0,2b % de la dose
administrée par gramme de tissu, avec gl % de la radioactivité
répartie dans le cytosol et 54 % dans les mitochondries ; aucune liaison
covalente à 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 à I'ADN in vitro (Rosanoff et siegel, lggl).

La métabolisation du chlorothalonil impliquerait la formation de
coqiugués au glutathion qui seraient convertis au niveau du rein en
thiols sous I'action de l'enzSrme b-lyase . une partie de ces thiols est
excrétée par voie urinaire après méthylation. Une autre partie après
une réaction avec des groupes 'sulfhydryles', pourrait entraîner un
dysfonctionnement des mitochondries, se traduisant par une réduction
des teneur en ATP, une inhibition de l'activité Nâ+/r+ AT?asique
suivie d'une entrée passive d'eau et la formation de vacuoles ; 1",
cellules finissent soit par mourir, soit par développer une hyperplasie
entraînant la formation de tumeurs (chouroulinkov, lggo).
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C - Effets toxiques

Le chlorothalonil est sensibilisant ; des dermatites sévères ont été
observées chez le personnel agricole manipulant ce fongicide (Horiuchi
et Ando, 1980) et les travailleurs exposés à des produits de
conservation du bois (Bach et pederson, Lg77 ; spindeldreier et
Deichmann, 1980).

l,a fLpO_ 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 DL5g est
supérieure à 10 g/kg (Spencer, lgZB).

Le chlorothalonil se montre très toxique pour le poisson, avec une
cl5g-96_h de 10 à 30 pg/\, chez sarma spp et Gatarins spp (Davies,
1985a). Des valeurs de clso à 8 jours de 280 pg/l et +so pgtt onr éré
enregistrées respectivement chez la truite arc-en-ciel et le poisson
chat. La toxicité élevée du chlorothalonil chez les poissons serait liée à
sa métabolisation rapide en conjugués du glutathion (Davies et aI.,
1985b).

Le chlorothalonil n'induit pas de mutation réverse chez les
souches TA98 et T4100 de salmnnetln tgphimuri,um luis-, en présence
et en absence d'activation métabolique (Kawachi et al., r-ggo). Le
chlorothalonil ne s'est pas non plus révélé mutagène chez deux
microorganismes eucaryotes : SocclnrvrnEces cerevi,si,ae et Aspergri,Itus
aid,ulans (De Bertoldi et aJ, 1980).
Des études de mutagénèse sur des cellules de mammifères (VZg et
Balb/cBT3) ont confirmé I'inactivité du chlorothalonil à induire des
mutations géniques (MEV, lgg0).
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, lgg0).

Plusieurs études de cancérogénèse in vi,ao ont été réalisées. Le
chlorothalonil n'a pas entraîné d'induction de tumeurs, administré
dans l'alimentation à des souris femelles et mâles durant 80 semaines,
à doses élevées de 2688 et 5375 ppm en moyenne dans la nourriture
pour les mâles (soit 385 et TT0 mg/k9/i p.c.), et pour les femelles de
3000 et 6000 ppm (soir 480 er 860 mg/kglj p.c.) . La durée de cefte
étude a été jugée insuffisante.

D-
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Par contre, admistré à des rats mâles et femelles durant 80 semaines,
à des concentrations de 5063 ppm et de 10126 ppm en moyenne dans
les aliments (soit 250 et 500 mg/kg/i p.c.),le chlorothalonil a induit
des adénomes et des adénocarcinomes de l'épithélium tubulaire rénal
(NCI, 1978).
Sur la base de ces résultats et par suite de l'absence de données chez
I'homme liée à la commercialisation récente du chlorothalonil (1969),
I'IARC avait conclu en 1983 que les données disponibles étaient
insuffisantes pour évaluer la cancérogénicité du chlorothalonil chez
l'homme et les animaux d'expérience.

D'autres études ont ultérieurement confirmé le pouvoir cancérogène
expérimental du chlorothalonil.

Une étude de deux ans sur des souris mâles Charles River (CD
1) recevant une alimentation renfermant r5, 40, LTl et zbO 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,b mg/kg/j p.c.

. L75 ppm pour les effets tumorigènes au niveau des reins, soit
2L mg/kg p.c.

. 15 ppm pour ce qui concerne l'hyperplasie et I'hyperkératose
au niveau stomachal, soit 1,8 mglkg/j p.c.

Dans une autre étude, des rats Fischer 344 ont reçu par le biais
de l'alimentation, pendant 2z mois pour les mâles et B0 mois pour les
femelles, des teneurs en chlorothalonil de 40, g0 et LTl mg/kg p.c. par
jour : des tumeurs rénales, de I'hyperplasie rénale et des tumeurs du
pré-estomac ont été observées.

L'étude a êtê renouvelée dans des conditions quasiment
identiques avec des doses de 1,8 9,8 lb et L75mg/kgp.c.parjour, a
confirmé ces résultats, en évaluant le niveau des doses sans effet à :

. 3,8 mglkglj p.c. pour l,effet tumorigène au niveau rénal,
1,8 mg/kgli p-c. pour l'hyperplasie rénale et pré-stomachale

Ces résultats soulignent la sensibilité plus élevée du rat aux effets
tumorigènes du chlorothalonil par rapport à la souris.

Les rapports de la Commission d'évaluation du Ministère de
I'Environnement (Paris) sur l'écotoxicité du chlorothalonil (lgg0-lggl),
concluent que la substance serait cancérogène 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 l,effet
irritant.

funryte tsnu de ses effets ca!rcArgèræs chez Ie rwt et Ia sùu:ris, se
marui,festant aaec une spéeif,i,ciÉ ûorgann marqrtêe, de son æ,rrctère
inri'tant a,u wiueau des m,uqueuses et d,e ïa,bsenne de popriétês mutngèræ
et gênotnti'que, Ie chl'otpthntanit peut être classê par.rfti, tns cannûrcgènns
nnn gérwtnri,qu,es qû agiraient pa,r des mécarai^crnas @gêrÉti,wps.
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MATERIEL ET METHODES

I - Les produits chimiques

A - Benzo(a)pwène ( B(a)P )

Formule brute : C2oH*
Poids moléculaire : 252,3
Cristaux jaunes
Insoluble dans I'eau
Soluble dans le benzène, toluène, xylène, I'acétone et le DMSO.
(Sigma.B.1760)

B - 12-0-tétradécanovl-Phorbol-13-acétate (TpA)

Formule brute : C3.H56O,
Poids moléculaire : 616,8
Corps gras soluble dans l'acétone et dans le DMSO.
(Sigma.P.8139)

C - Dexaméthasone (D)OVIE)

StéroTde de synthèse, de la famille des glucorticoîdes
Formule brute : C2rH,a,FOu
Poids moléculaire : 392,5
Poudre blanche, légèrement soluble dans l,eau
Soluble dans I'acétone, l'éthanol et le chloroforme
(Sigma.D.4902)

D - 2 Amlno-6-Mercaptonurine ou 6-thloguanine (6-TG)

La G-thioguanine est un analogue de la purine
Formule bmte : CuHuNuS
Poids moléculaire : L67,2
Poudre blanche
Soluble dans I'eau légèrement basique
(Sigma.A.*,82)
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A - Chlordane

Insecticide organochloré
Formule bmte : CrgH6Clg
Poids moléculaire I 

-409,2-8.

Liquide visqueux, de couleur ambrée
Insoluble dans l'eau
Soluble dans I'acétone et le DMSO
Le chlordane technique est constitué souvent d'un mélange d'isomères de
chlordane et peut contenir aussi une proportion minime de composés liés
stmcturellement tels que des isomères d'heptachlor.
Pureté :97%
(Riedel-de Haën. 3bb35. lots 08200 & f0g70)

B - Chlorothalonil

Formule brute : CrClnN2
Poids moléculaire : ZdS,lgg
Cristaux blancs
Insoluble dans I'eau
soluble dans le xylène, le cyclohexane, l,acétone et le kérosène
Pureté :99%
(Interchim. Chem. Service.ps.lO20.Lot 69.6A)

C - E:rtraits orqanioues d'un lixiviat de déchet B
et d'un percolat de décharqe T4

Les extraits organiques de z lixiviats de déchets T4 et B, ont
étudiés :

T4 : correspond au percolat recueilu à 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'hydro:ryde métallique d,industrie chimique.

L'extraction a été réalisée selon le protocole AFNoR-xgl-2lo :
grammes ont été extraits à 2 reprises par agitation pendant
heures à I'aide de O,Zb litre d'eau.

750 ml de chaque lixiviat ont été épuisés par 3 extractions successives
au dichlorométhane (rapport Lllo, à pH basique, neutre et acide. Les
fractions organiques sont ensuite réùnies et séchées sur sulfate de
sodium anhydre. Après élimination du dichlorométhane sous vide à basse
température, le résidu est repris dans g ml de DMS9. Le facteur de
concentration est de 83.

été

75
16
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III - Le test d'Ames.

A - Réactifs bioloqiques

Les souches bactériennes utilisées dérivent de la souche : Sa,trnnrùeltn
tgpluinrurium LT2 et sont porteuses de plusieurs mutations. Les quatre
souches bactériennes TA97a, TAg8, TA100 et TA102 utilisées nous onr
été fournies par le laboratoire de B. Ames.

En plus des mutations his-, les souches possèdent des mutations
supplémentaires qui augmentent leurs capacités à détecter les agents
mutagènes (tableau 4) :

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

- la muta,tinn utr B entraîne une déficience du processus de réparation
par excision, de sorte qu'un grand nombre de lésions primitives de I'ADN
ne sont pas réparées. Cette mutation confère aux souches une sensibilité
plus grande à des agents susceptibles d'endommager I'ADN. Cette
mutation résulte d'une délétion qui touche le gène biotine, ces souches
sont donc auxotrophes pour la biotine.

- le fanteur R : l'introduction dans les bactéries du plasmide PKM101
augmente le taux de mutations induites par accroissement notable
d'erreurs au cours de la réplication.

- le pln'smid,e PAQI : seule TA102 possède ce plasmide qui porte le gène
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
mutagènes à des doses beaucoup plus faibles, sans avoir à fragiliser les
souches par des mutations de type uvrB dont TAl0z est exempte.

Les caractères génétiques sont contrôlés 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 à -80.C.
La transformation métabolique est assurée par I'ajout dans le milieu
d'essai, d'un homogénat de foie de rat eontenant des enzyrnes
monooxygénases type cytochrome P450 et d'un système générateur de
NADPH (mix1.
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les enzymes sont obtenus à partir de rats mâles (200 g environ) traités à
I'Aroclor L254 injecté par voie intrapéritonéale à la dose de 500 mg/kg
de rat. Après broyage du foie mélangé à du Kcl (0,15 M), I'homogénat est
centrifugé à 9000 g pendant 10 min à + 4oC. Le surnageant post-
mitochondrial Sg est alors prélevé et réparti stérilement en cryotubes
conservés à - 80'C.

L'activité métabolisante du Sg doit être évaluée, afin de définir le
rapport Sg/mix optimal à utiliser dans les essais. A cet effet, nous avons
mesuré l'activité du Sg aux concentrations (0 ; 0,025 ; 0,05 ; 0,1 ; O,lb ;
0,20 et 0,3 ml sg/ml mix) sur T498, en présence d'un cancérogène
indirect : le benzo(a)pyrène à 0.5 et I pglml. La concentration de
0,025 ml Sg/ml mix, nous a donné le meilleur taux de réversion et a êtê
retenue pour la suite des essais.

B - Protoeole

Le test consiste à dénombrer le nombre de révertants obtenus sur un
milieu dépounm d'histidine, après 48 heures d'incubation à 37"C d'une
culture de bactéries (de 109 bactéries/ml) en présence de la substance à
tester à concentration donnée.
Deux séries d'essais sont réalisées avec ou sans Sg mix, chaque sêrie
d'essai portant sur 4 concentrations et un témoin ; ces essais sont
effectués en triplicats.
Les contrôles positifs et les témoins solvants éventuels, sont testés en
parallèle. Les contrôles positifs ne nécéssitant pas d'activation
métabolique sont : l'azide de sodium (10 pglbte) pour TA 100,
9-aminoacridine (40 pg/bte) pour TA 97a , 2-nitrofluorène (0,b pg/bte)
pour TA 102.
Les mutagènes indirects de référence sont le benzo(a)pyrène (0,5 pglbte)
pour les souches TA 100, TA 98 et TA 97a et le danthron (b0 pglbte)
pour TA 102.

Le mode opératoire et la procédure suivie sont ceux préconisées par
Ames et a,l. (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 etlou sans Sg mix.
La validité du test est assurée par la rêponse positive obtenue avec les
contrôles 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 coot'ration métabolique sur des cellules

fibroblastiques de la lignée V79, au locus HGPKL (Irosko et a1.,1982).

6 .  THIOGUÀNCSINE
MONOPHOSPHATE
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fv - Test d'inhibitiotr de la coonération métaboliq.re s.rr
cellules VZ9

A - Réactifs biologiques

n s'agit de la lignée v7g de cellules fibroblastiques pulmonaires dehamster 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,INRSde Nancy.

Les cellules sont stockées dans de l'azote liquide à raison de B millionsde cellules par tube dans du milieu DMEM modifié de pH T,g5 etadditionné de 20 % de sérum de veau foetal (SVF) et de L0 % de DMSO.

B - Princine

Cet essai, développé par Trosko et al. (1979) utilise des cellules VZg.Lorsque des cellules mutantes déficientes en hypoxanthine guaninephosphoribosyl transférase (HGPRT-), sont cocultivées avec des cellulesde type sauvage (HGPRTI, dans un milieu contenant la 6-thioguanine,
les cellules de type sauvage capable de phosphoryler la 6-thioguanine
forment un métabolite toxique t ta 6-tt iogrràr,orir,e monophosphate.

Le transfert de ce métabolite toxique vers les cellules HGpRT- n,a lieuque s'il y a un contact entre les deux types cellulaires. Ce transfertassuré par les Gap junctions (figure ?) vers ies cellules HGpRT- entraînela mort de ces cellules.

Ce test d'inhibitiol !e la coopération métabolique consiste à évaluer letaux de cellules v7g, HGPRT- capable de développer des eolonieslorsqu'elles sont cocultivées avec des cellules vzg, HôËRi. en prcsence
de G-thioguanine.

C - Protocole du test

Le milieu utilisé pour les essais est le
sérum de veau foetal (SI/F).
Les essais sont réalisés en boite de 60
boites par série d'essai.

DMEM modifïé pH Z,Bb à lO%

mm de diamètre, à raison de

de

I

10
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Le protocole peut être résumé comme suit,

* srùsgrngncqnent en boîtp :

Série A : 100 cellules V79 résistantes, apportées dans 4 ml
de milieu complet (I0% SVF),

Série B : 100 cellules V79 résistantes et 7 x 105 cellules sensibles,
chaque type de cellules est apporté par 2 ml de milieu,

* a,jout d,e ln 6-tlyingnnine et traitem,ent :

- quatre heures après I'ensemencement, 4 ml de 6-TG à 10 pglml dans le
milieu sont ajoutés par boîte (concentration finale 5 pglml),

- la substance à tester est ajoutée aux 8 ml de milieu d'essai, par
l'intermédiaire de 16pt de solvant ; la teneur du solvant utilisé est de
0,2 96,

- les témoins négatif (solvant) et positif (TPA à 0,001 pglml) sont testés
pour chaque série d'essai,

- incubation 3 jours à 37"C dans une atmosphère humidifiêe ù 5% COZ,

- changement de milieu et remplacement par 4 ml de milieu contenant
uniquement la 6-TG à 5 pglml,

- après une nouvelle période d'incubation de 5 jours, les boîtes 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 I'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 critères
suivants :

- l'efficience de clonage du témoin est > 75 %,
- la récupération des cellules résistantes chez le têmoin négatif de

la série B est (-35 %,
- la récupêration des cellules résistantes dans la série B TPA

(témoin positif) est > 80 %.
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R/T =

D - Exnression des résultats

% de récupération de la série traitée à la concentration x

Pourcentage de récupération du témoin négatif

Un résul tat  est  considéré :  -
+

++
+++

++++

si
s l
si
s i
s i

2<
3
4

R/T
R/T
R/T
R/T
R/T

Un produit est considéré comme inhibiteur de la coopération
métabolique, entre les cellules V?9, 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.

A - Réactifs bioloqiques

A.l - Préparation des cellules nrimaires d'embnrons
d'hamster Swien (SHE)

- Des femelles âgées de 2 mois et demi à 3 mois sont accouplées en
période d'oestrus pendant 12 heures, avec un mâle de B à 4 mois. Le
premier jour de gestation correspond au jour où l,on retire le mâle.

- Les femelles gestantes de 12-fB jours sont anesthésiées à l'éther,
saignêes par les carotides, et les embryons sont prélevés stérilement.
Après deux lavages au PBS, les organes différenciés à ce stade (yeux,
coeur et viscères) sont retirés.

A partir de cette êtape, 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 à. L,2 unité sont additionnés à chaque embryon et
l'ensemble est transvasé dans un erlenmeyer. La digesti,on se fait sous
agitation magnétique pendant 10 minutes à g?"C.

- Le surnageant de la première digestion est éliminé, la fraction tissulaire
est reprise et soumise à 2 digestions successives par 2b ml de dispase
pendant l5 min à 87'C.

d'hamster swien (SI{E)
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- Les surnageants de la 2ème et 3ème digestion sont récupérés après
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 à 1000 t/min pendant 10 minutes. Les
culots sont remis en suspension dans un milieu complet, c'est-à-dire
additionné de 15 % de sérum de veau foetal. Les cellules sont
dé4ombrées dans du bleu de trypan et sont ensemencées à raison de 4 x
106 cellules par boîte de pétri de 100 mm de diamètre et incubées à 37'C
dans une étuve à 10 % COZ.

- Le changement de milieu se fait 24 heures après l'ensemencement.

- Après 48 heures, les cellules sont presque confluentes, elles sont
trypsinées (0,25 %) et congelées dans du milieu à 10 % SVF et 10 % DMSO
(1,5 x 10o cellules/tube). La congélation se fait par paliers successifs, 3
heures à - 20"C, 1 nuit à - 80'C et ensuite dans l'azote liquide.

- Chaque lot de cellules provenant d'un ou de deux embryons sera testé
pour l'effTcacité de clonage et la transformation par le B(a)P à 1 pglml.
Le lot de cellules qui donnera les meilleurs résultats, pour les deux
critères cités, sera retenu pour servir de stock de cellules cibles dans les
tests de transformation.

- Les lots de cellules qui donnent des rêsultats moins satisfaisants,
seront cultivés et utilisés comme cellules nourricières, après irradiation à
5000 rads et conservation dans l'azote liquide (à raison de 5 millions de
cellules par cryotube).
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lL.Z - Sélection préIiminaire de sérum. cellules
@

Lots de cellules cibles : L, G, AI, AT, AZ, AB, A8, Ag, Al0,
A4/5,

Lots de cellules nourricières : B, A4/5, Ale,

Lots de sérum : - Labsystems ZgG4, Z5Og, BZTT, g2gg
- Boehringer : 291, 316
- J-Bio 47,L04,9-463
- Eurobio : 685831
- Gibco : 06290H

Concentrations de sérum : L2 %, L5 %, ZO %.

Milieux de culture : - Milieu DMEM modifié pH Z.3b (Gibco oZ4 1600)

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

B - Princine

Le test consiste à cloner un faible nombre de cellules, dites cellules
cibles, en présence d'une substance donnée. L'observation de l,aspect
morphologique des colonies, formées après g jours d,incubation, peimet
de mettre en évidence la capacité de la substance testée à induire la
transformation morphologique des cellules.

L'efficacité de clonage des cellules SHE étant faible, des cellules
nourricières leurs sont associées pendant le test. Les cellules nourricières
qui ont gardé leur capacité de métabolisation, et permettent aux cellules
cibles de se multiplier et de former des colonies.
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C - Protocoles

Le test est effectué selon la procédure développée par Di Paolo (1980) et
modifïée par Lu (1983). Nous avons utilisé 300 cellules cibles et 60000
cellules irradiées.
Les essais sont réalisés en boîtes de 60 mm de diamètre, à raison de 10
boîtes 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 à 15 % d,e sérum de veau foetal (SVF) après élimination du milieu
de congélation, contenant le DMSO, par centrifugation à 700 t/minutes
pendant 5 minutes,

J-l : - Changement de milieu pour les cellules cibles,
- répartition des cellules nourricières à raison de 60000 cellules

nourricières par boîte, dans 2 ml de milieu complet,

J0 : Ensemencement de 300 cellules cibles, sur les mêmes boÎtes
contenant la couche nourricière, dans 2 ml de milieu complet.

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

C.l - Effet transformant complet

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

* pour 1 application, la substance est 4joutêe à Jl dans 4 ml de milieu
complet, le milieu reste inchangé pendant les I jours d'essai (I1).

* pour 2 applications, le ler traitement à Jl.appliqué dans les mêmes
conditions que précédemment est suivi d'un 2eme traitement à J5, dans
20 pl, sans changement de milieu (I2).

* pour 3 applications, le ler traitement à Jl est suivi d'un 2ème
traitement à J3, dans 20 Ul de solvant, sans changement de milieu. Le
3ème ffaitement est effectué à J5 avec renouvellement de milieu.
A J8, pour les 3 modalités de traitement, les cellules sont fixées à
l'éthanol absolu pendant 10 minutes et colorées au Giemsa à LO%
pendant 20 minutes (I3).
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C.2 - Effet initiateur

La substance à tester est ajoutée à Jl et laissée 24 heures au contactdes cellules. A J2, le milieu est éliminé puis remplacé par g ml de milieucontenant le promoteur de référence, le TpA, â ,rr" concentration de0,1 p8lml' A J5, une seconde application de TPA est effectuée sanschangement de milieu ; au 8ème lorrr, les cellules sont fixées à l,éthanolabsolu et colorées au Giemsa (II).

C.g - Effet nromoteur

24 -heures après I'ensemencement, les cellules sont traitées par uninitiateur connu, le benzo(a)pyrène à la dose de 0,1 tq/mr (dose nontransformante). Le B(a)P est laissé au contact des cellules pendant 24heures puis Ie milieu est changé à Jz par un milieu contenant lasubstance à tester à la concentration désirée ; à J5, un deuxièmetraitement est effectué sans changement de milieu, par introduction dela substance dans 15 ul de solvânt. A J8, les cellules sont fixées etcolorées comme précédemment (IID.

o-

Deux critères sont évalués :

- I'efficacité de clonage (en %) qui est le nombre de coloniesformgeg par rapport au nombre de cellules mises en culture, détermine latoxicité de la substance étudiée.

EC 1967 =
Nombre total de colonies formées

Nombre de cellules ensemencées
x 100

- le taux de transformation (en %) exprimé par le nombre de coloniestransformées par apport au nombre dè colonies présentes (plus de b0cellules par colonie), détermine le potentiel transformant de la (ou les)substance(s) étudiée(s).

T(%)=
Nombre de colonies transformées

x 100

I
I

Nombre total de colonies formées
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VI - Etude de I'activité ODC sur cellules SHE

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

A - Princine

Le dosage de* l'activité ornithine décarboxylase (ODC) se fait par mesure
du taux de CO2 dégagé, après clivage de l'ornithine-substrat marquée
.n 14c (Lichri et-al.,lg83).

NHZ-(CH2)B-CH-NHZ

*cooH
oDc

Ornithine Putrescine

Il s'agit donc de piéger le CO2 d,êgagê par un filtre de cellulose imprégné
de 50 pl de KOH 2N et le quantifïer par mesure de la radioactivité du
filtre en scintillation liquide.

B - Protocole

' snsgmpnsemgnt des SHE :
les cellules SHE sont ensemencées dans des boîtes Costar à LZ puits, à
raison de 20000 cellules/ml.

* trv;i,tsmsnt des cellules :
le traitement débute quand les cellules ont atteint la confluence. Le
milieu de traitement est : DMEM modifié à pH 6,7 additionné de 5 % SVF.
Ces conditions de traitement permettent d'avoir des valeurs d'ODC plus
élevées et plus régulières. Elles facilitent ainsi la détection de toute
modilication de I'activité ODC par une substance cNmique (Robert,
1990).

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

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

- après le temps de traitement (37'C, L0%AO2), les puits sont
lavés au PBS et les boîtes Costar congelées à -80"C pour le
dosage biochimique de I'ODC.
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* décl,ennh,em,ent d,e ln rêa,cti,on enzgmatiqu,e :
Les essais sont réalisés à la température de 4oC, jusqu'au déclenchement
de la réaction enzymatique à 37'C.
- les cellules sont traitéés successivement par les substances suivantes :

200 u l  d 'H20 d i  s t i  I  I  é
50 u l  d 'une so lu t ion  de Tr is  HCL pH = 7 ,5  à  400 mt '1

(concent ra t ion  f ina le  50 mM)
50 p l  d 'une so lu t ' ion  de Pyr idoxa l  phosphate  à  320 uM

(concent ra t ion  f ina le  40 uM)
50 u l  d 'une so lu t ion  de Di th io t ré i to l  à  20 mM

(concent ra t ion  f ina le  2 ,5  mM)
50 u l  d '  une so l  u t i  on  d 'Orn i  th i  ne +  (  14C )  Orn à  3 ,  2  n l4

(concent ra t ' ion  f ina le  0 ,4  mM)

la concentration 
"t 

l4O-L-ornithine est de 0.1 uCi (3.7 KBq).

- La boÎte Costar à LZ 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 CO2 dêgagê
lors de la réaction enzymatique. Un second parafilm est ajouté de façon
à fermer hermétiquement la boîte.
- l'incubation s'effectue dans un bain-marie à 37"C sous agitation
pendant 60 min.
- la réaction est stoppée par i4jection de 50 pl d'acide perchlorique 2N
par puits, suivie d'une nouvelle incubation à 37"C, 60 min pour
permettre l'adsorption totale de CO2.
- les protéines sont dissoutes par 50 pl de NAOH 5N par puits.

* la mesare d,e ln rad:ipaptiuité incorporée dans chaque filtre est mesurée
par scintillation liquide.

* la mesure dp ln qtanti,É des ptntêfues est dêterminée en présence de
bleu de Coomassie, selon la méthode de Bradford (1976).

C - Expression des résultats

L'activité oDc est exprimée en nmoles de Co2 relarguées par mg de
protéine en 60 minutes.
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vlr - Mesure du caZ* cvtoplasmique libre en cvtométrie de flux
nar utilisation du FIuo 3

A - Réactif bioloeique

La mesure du Ca2+ cytoplasmique libre a êtê effectuée uniquement sur
des cellules traitées au chlordane, chrorothalonil et TpA.
Les cellules SHE sont ensemencées à raison de 20000 cellules/ml dans du
milieu DMEM à pH 7,35 et L0 % svF en boîtes de pétri de B0 mm de
diamètre.

B - Principe

il est basé sur I'utilisation d'un chromophore fluorescent, le Fluo g,
capable de se lier aux ions de calcium libre.
La liaison du Fluo 3 avec des ions CaZ+ entraîne une augmentation de la
fluorescence, qui est fonction de la quantité de calcium lié. Cette
intensité de fluorescence est mesurée à I'aide d'un cytomètre de flux
équipé d'une source laser d'excitation et d'un filtre correspondant à la
longueur d'onde de la fluorescnece émise (Minta et at., 1989) ; elle traduit
indirectement le taux d'ions de calcium libre intracellulaire.

C - Protocole

Quand les cellules sont à 60 % d,e confluence, le milieu est éliminé et
remplacé par 2 ml de tampon Hanks contenant le Fluo B à 4,5 pg/ml ; le
tampon Hanks contient également du pluronic F-Lzr à T5 vg/ml, qui
facilite la pénétration du Fluo B dans les cellules.

- après 20 minutes de contact, le milieu contenant le Fluo 3 est enlevé et
remplacé par 2 ml de Hanks à, r % svF, pendant B0 minutes.

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

- les cellules sont traitées par 4jout de 10 à 50 pl de la substance à tester
sous microscope relié à la source laser.
L'ionomycine, un ionophore de calcium, est utilisé comme contrôle
positif.
Les mesures de fluorescence des cellules observées sous microscope, sont
enregistrées, traitées par ordinateur et représentées graphiquement
(confocal system Laser scanning Microscope-Meridian ACAs6z0).-

- le tracé obtenu, reflète les niveaux de concentration en calcium libre
intracytoplasmique et ses variations lors d,un traitement.



vm - kcherche des adduits à l'â..,DN du chlordane roar Ia méthod" d"

en collaboration avec le professeur B.
biologie végérale appliquéé. IUT Louis

a-

La détection d'adduits a êtê réalisée uniquement sur des cellules SHEtraitées par le chlordane. Le chlorothalonil et les extraits des déchetsT4 et B n'ont pas été étudiés dans cette partie.

- Les cellules sont ensemencées à raison de l,b millions de cellules parboîte de 100 mm de diamètre, dans l0 ml de milieu complet (DMEM
modifié pH 7,gS à f5% SVF). 4 boîtes sont préparées par série detraitement.

* 0,2 % de DMSO pour la série Témoin.* chlordane à I0 pg/ml pour la série Essai l.* chlordane à l0 pglml pour la série Essai Z.
le traitement est de 24 heures pour les séries Témoin et Essai I et de48 heures pour la série Essai 2.
- Après trypsination et centrifugation, B tubes de 2b0 mg de biomassecellulaire ont été préparés par série de traitement et congelés dans del'azote liquide.

n-

Après décongélation et élimination du milieu, I'isolement de I,ADN aété effectué sur 220 mg de culot cellulaire. pour chaque traitement,I'essai est répété B fois.

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

L'eætrantian des yides nuclêiques a été réalisée, selon la technique deDunn et al. (1988) en lysant le! cellules par digestion à la protéinase K(1 mg/ml) dans un tampon SET pH g à O,S % SDS

La puri,fim'tinn des a,cides mrclêiqucs est assurée par g extraetionssuccessives au phénol, phénol/ehloroform e + 4 % d,àleool isoamylique(v/v) puis au chloroform e à 4% d'alcool isoamylique effectuées sur lelysat. Les acides - nucléiques ainsi extraits sont précipités àl'éthoxyéthanol à -20.C.

effectué 24 heures après

remplacé par l0 ml de milieu

5r

Ces essais ont été réalisés
Rether, du laboratoire de
Pasteur. Strasbourg.

- Un changement de milieu est
I'ensemencement,
- A 48 heures, le milieu est éliminé et
contenant:
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I

I

La purifinatinn d,e VADN a êtê faite par digestion enz5rmatique des
ARN par une solution de ribonucléases ( RNase A à 0,1 mg/ml + 1000
unités/ml RNase Tl) dans le tampon SET. L'ajout de la protéinase K à
10 mg/ml dans le tampon SET permet ensuite l'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 à 4 % d'alcool isoamylique. L'ADN est précipité par
l'éthoxyéthanol, centrifugé, dissous dans 100 pl d'eau distillée et
conservé à - 20"C.

Le dnsage d,e VADN est effectuê par la mesure des absorbances à 260
et 280 nm. Sa pureté est estimêe après calcul du rapport R.

Dozoo
R=

Dozgo

= 1,8 I'ADN est pur
> 1,8 I'ADN est contaminé par des ARNs
< 1,8 I'ADN est contaminé par des protéines

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

Une valeur de DOZOO nm de I correspond à 50 ug d'ADN/ml de la
dilution.

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

C - Déteetion des adduits

La détection des adduits à I'ADN sur des cellules SHE en présence ou
en absence de chlordane a été réalisée par la technique de post-
marquage au 32P (Randerath et al., lg81 ; Reddy et Randlrath, f-SaO ;
Rether et al., 1990).

C.1 - Etapes enzvmatiques (figure 9)

Après sèchage d'aliquots de 10 pg d'ADN, une hgdrolgse enzgmntiqte
d'e I|.ADN en 3'phosphodésoxyribonucléosides est assurée par deux
enz)zmes : la phosphodiestérase de rate (10,7 unités/ul) et la nucléase
de staphyllocoque (47 unités/pl).
La' rutnlêase PI possède une activité 3'-phosphatasique, elle va donc
déphosphoryler essentiellement les phosphates en 3' des nucléotides
normaux et non Ies nucléotides hypermodifiés à cause de leur
encombrement stérique.

s iR
s iR
s iR



s3

I

Le mnrqunge d,es adduits se fait par traitement à la T4 polynucléotide
kinase (30 unités/ul), qui catalyse le transfert du phosphate terminal3zG)atP à la terminaison OH en 5, des
3'phosphodésoxyribonucléosides. Le marquage est suivi par un
traitement à l'apyrase qui permet I'hydrolyse de l,ATp en AMp + ppi.

C.2 - Etapes chromatographiques

Migratinn DI :
Les échantillons sont déposés à z cm du bas d'une plaque depolyéthylénéimine(PEl)-cellulose et sont espacés entre eux dè Z cm. Un
papier Whatman est agrafé à I'extrémité supérieure de la plaque afin
d'"aspirer" le solvant au delà de la limite supérieure de la- couche et
d'éluer les nucléotides normaux, le 32 (p)ATp résiduel et le 

*ppi 
ho*

de la zone de migration des adduits. Du phosphate monosodique à L,T
M pH 5,6 est utilisé comme solvant.
Après migration de 16 à 20 heures, re bord supérieur de la praque avec
le papier Whatman est découpé et éliminê. La plaque est làvée à l,eau
distillée afTn d'enlever les solvants salins.

Emgreinte, d,êcoupage et transfert :
Après avoir autoradiographié la plaque, l,empreinte obtenue est
quadrillée. un rectangle de lb mm x 2b mm est dècoupé dans la partie
inférieure de la plaque au niveau de chaque dépôt p.ri, trur,sféré sur
une nouvelle plaque. Cette découpe est maintenuè sur la nouvelle
plaque par de petits aimants durant la 2ème migration (Dzy.

La migrratinn D2, se fait dans 75 ml de tampon de formiate de lithium
5,3 M et d'urée 8,5 M pH B,b. La durée de là migration est d'environ b
heures.

La migratinn Dg, se fait dans le sens perpendiculaire à la précédente
donnant ainsi la séparation bidimentionnelle des adduits.
Le solvant utilisé est un tampon phosphate monosodique 0,2 M pH 6,g
dilué à 85 %. La migration dure B heurès.

Lamigratinn D4, se fait dans le même sens que la dimension B. Il s,agit
essentiellement d'un 'lavage' permettant d'éluer la radioactivité non
liée à la présence d'adduits, le solvant utilisé est le phosphate
monosodique 1,7 M pH6. La migration est d,environ B heures.

Après chaque migration, les pt"qrr", sont lavées deux fois à l,eaupendant 7 minutes pour enlever le solvant absorbé sur les plaques.
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I

C.3 - Autoradiographie des plaques et comptage
de la radioactivité des spots

Les plaques sont autoradiographiées en présence d,un écran
intensificateur de rayonnements à - 80'c de 6 à g6 heures, suivant le
cas.
Après révélation, les spots sont repérés sur les plaques grâce aux
empreintes sur les films. La PEl-cellulose correspondant à chaque spot
est grattée et récupérée pour un comptage de radioactivité en
Cerenkov dans un spectromètre à scintillation (SL32, Intertechnique).

D - Calcul du nombre d'adduits

Le calcul du nombre d'adduits a êtê effectué à partir du comptage de
la radioactivité des spots et de l'activité spécifique de l'ATp radioactif
utilisé.
Nous savons que I Ci correspond à z,z.Lolz DpM (désintégrations par
minute) et que I'ATP* utilisé est à 3000 Cilmmole. Ainsi le calcul
montre que 6600 DPM correspond à 1 fmore (101b mole) d,ATp*.
D'autre;lart, il a êtê montré que 1 fmole correspond à 0,BB adduit
pour 10Y nucléotides (Dunn, 1g8g).
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PARTIE I : Etude de la mutagénicité du chlordane, du chlorothalonil
et des e>rtraits organiques du percolat T4 et du lixiviat B.

Le test le plus connu et le plus largement utilisé pour la détection de
la mutagénèse de produits chimiques et d'échantillons
environnementaux complexes est le test d,Ames qui mesure leur
capacité à induire des altérations génétiques (mutations géniques).
Malgré les limites de ce test bactérien (ex : faux positifÀ et faux
négatifs), il est généralement reconnu comme un important outil de
détection de potentialités mutagènes et éventuellement cancérogènes.
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 àe ce test,
constitueront une première information sur la génotoxicité de ces
produits, complétée par les données des autres tests de
caneérogénicité effectués au cours de ce travail ; ces résultats seront
exploités également pour comprendre les mécanismes d,action des
produits testés.

T
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I - Chlordane

Une gamme assez large de concentrations du chlordane a été testée :
0; 40 ; 64 ; I28 ; 160 et 320 pg/bte. Le chlordane est inrroduir dans
100 pl de DMSO par boîre.
Le chlordane, à ces concentrations, n'induit pas d'augmentation de
révertants his+ sur aucune des souches testées t tR gg, iA g7^, 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 Sn
mix. Ceci suggère que le chlordane ou ses métabolites formés in vi,tri
par les monooxygénases du Sg, reste inactif quant à I'induction de
mutations par substitution de paires de bases (TA 100 et TA 102) ou
par décalage de cadre de lecture de code (TA g7a et TA 9g).
Aucune des concentrations testées ne s'est révélée toxique pour les 4
souches utilisées.

@s résu,ltats confir.m,ent lrinanttvttê d,u chlordane à ind,uire d,es
muto,tinns sur TA100 et TASB, uinsi, quit auait êtë m,ontrê par dautres
auteurs (simmnn et a,1., 1977 ; fuobst et al., 1gg1 ; knti,l,e it oI., 1gg2 et
Mortplman et aL, 1986), et dâm,ontrent ïabsence d,e mutngéni,cLtÉ sur les
sounhes TA97a et M102.

II - Chlorothalonil

La gamme de concentrations de chlorothalonil testée est : 0,4 i 0,g ;1,6 ; 2,4 et 4 pg/bte. Le chlorothalonil est introduit par 100 ul
d'acétone par boîte.
Les résultats obtenus montrent que le chlorothalonil n'augmente pas
le nombre de mutants reverses his+, sur les souches iestées, en
présence ou en absence de sn mix (tableau 2, annexe II).
Les concentrations testées nê présentent pas de toxicité vis-à-vis des 4
souches bactériennes utilisées.

Peu d'études ont été faites ou du moins publiées concernant le
potentiel mutagène du chlorothalonil. cependant, les quelques
références bibliographiques existantes, limitées à un rapport du
Ministère de l'Environnement, évaluant les risques mutàgènes et
cancérogènes du chlorothalonil et un bref monographe de I'IARC de
Lyon, convergent pour classer ce produit comme non mutagène.

&s rêsaltats coffirment ceu^û obtenus par Kautanhi et al., (Iggo),
corlÆerrùclnt ll absen'ce de potentiel mutagène d,u chlorotlnlanit ûsà4ns
des sou'ch,es M 98 et M 100, et mantrent qu"e ee demi,q est êgalemnnt
inonti,f sur M 97a et TA l0Z.
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IIf - Lixiviats de décharqe

L'évaluation du potentiel mutagène de lixiviats de décharge
s'inscrivait dans le cadre d'une étude générale qui visait à définir la
démarche à adopter pour évaluer le potentiel génbtoxique des déchets
solides destinés à l'enfouissement technique (c,est a àire la mise en
décharge contrôlée) et leur impact à court et long terme au niveau
environnemental.

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

Le test d'Ames effectué sur les extraits
du lixiviat B, a êtê réalisé au sein
Lambolez.

A - Percolat T4

L'extrait organique T4 a été testé
concentrations qui correspondent à
et 6,2 ml de lixiviat par boîte.

organiques du percolat T4 et
de notre laboratoire par L.

pour son potentiel mutagène à B
un volume équivalent à L,25 ; 2,8

Les 4 souches bactériennes répondent différemment (figure l0) ;aucune induction d'augmentation de révertants his{ n'a êtê
enregistrée sur TA 100 et TA 102 en présence ou en absence de s, mix.
une-réponse positive a par contre été observée en présence de Ën ,,r1.
TA 98 à la concentration équivalente à L,25 ml de lixiviat par boîte,
avec un facteur d'induction égal à 2. Une légère induction du nombre
de révertants d'un facteur 1,6 en prè..t 

"e 
d'une activation

métaboligu€, a êtê observée également Jur TA gZa, pour la même
concentration.

Le facteur d'induction diminue respectivement à une valeur de l,4g et
de 1,4 pour TA 98 et TA g7a lorsque les souches sont traitées par une
concentration plus élevée de 2,b ml ; ceci peut être expliquê par
I'inhibition de la croissance bactérienne par suite d,un efrèt bxique
qui masquerait l,expression de la mutagénicité.

Pour Ia concentration d'extrait organique, équivalente à 6,2 ml de
lixiviat par boîte, une toxicité de rÔ0 %- a êtê observée sur toutes les
souches utilisées. La souche TA 102 se montre plus sensible vis-à-vis
de cet échantillon puisqu'une toxicité de I'ordre de 60 % est observée
quand 14 est testé à 2,5 ml par boîte en présence de s9 mix.

Air*L ln mutngênî,eùté dp ï ertrait organi4un d,u ti^riùint T+ quig eowùme uniqu,ement aTrrès actiaation -ànoott4rr.e, tÉmaignp desptppri'ëtés prttnutagè,nes de cettp fraction com,plcte ind,uisant des
mutations par ùnsertinn ou d,éLêtian & gmires 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 I'activité mutagène
de l'échantillon, est présentée dans le tableau Ba, annexe II.
Cette analyse a révélé la présence d'hydrocarbures (12 uglml) et de
phénols (4 vg/ml) qui se retrouveraient respectivement à des teneurs
de L5,25 pglboîte et 5 uglboîte quand l'équivalent de L,z5 ml de
percolat est incorporé par boîte.

La réponse positive enregistrée pour l'extrait organique de ce lixiviat
serait due, théoriquement, aux teneurs de l'échantillon en
hydrocarbures et phénols ; une identification des hydrocarbures et des
phénols présents, nous aurait permis de discuter d,une façon 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 à une gamme de
concentrations correspondant à des volumes équivalents à 0,6 ; 2,5 i
6,2 et 12,5 ml de lixiviat par boîte.
L'extrait organique induit une réponse positive très nette avec TA g7a,
TA 98 et TA 100 avec et sans activation métabolique. Une relation
dose-effet a été obtenue pour les B souches ; par exemple, le facteur
d'induction pour TA 98 est de 2,6T et de lg lorsque l,extrait est
incorporé respectivement à des volumes correspondant à 0,6 et I2,5
ml de lixiviat par boîte (fïgure 11).

Si on compare la sensibilité des différentes souches vis-à-vis du
pouvoir mutagène de cet échantillon, on peut conclure que la souche
TA 98 est la plus sensible, avec un facteur d'induction de 1g pour la
concentration maximale testée, suivie par la souche TA gza avec un
facteur d'induction de 3,63 et la souche TA 100 dont le facteur
d'induction est de 2,58 pour la même concentration.
une légère toxicité a été observée sur la souche TA Loz à la
concentration maximale testée en présence de 59.
Après activation métabolique, on observe généràlement une diminution
de l'activité mutagène ; ainsi, le facteur d,induction passe de 1g sans
activation métabolique à 10 avec activation métabolique pour TA g8 et
12,5 ml équivalent de lixiviat par boîte.

ces résultats témoignent de la présence de mutagènes directs, ne
nécessitant pas d'activation métabolique pour s'exprimer.
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I

Si l'on exclut I'hypothèse d'une adsorption de mutagènes indirects par
le Sg, I'activité des mutagènes directs dans cet échantillon serait plus
élevée que celle des mutagènes indirects, si I'on en juge par la
diminution du facteur d'induction, en présence d,activation
métabolique.

La diminution de l'activité mutagène en présence de Sn mix, pourrait
s'expliquer par la génotoxicité plus faible des mutagènes indirects par
rapport aux mutagènes directs.
La réponse positive, après activation métabolique, peut être liée aux
métabolites formés, mais aussi aux mutagènes directs non métabolisés.

L'analyse effectuée sur le lixiviat B, n'apporte aucune information
quant à 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 l'analyse chimique réalisée
conformément à la réglementation et la réponse biologique de milieux
environnementaux complexes.
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TARTIE= g : Etude de I'inhibition de la eoopération métabolique entredes cellures libroblastiques de la lignée vzg par Ie chlor-dan"; i;chlorothalonil et des extrâits organiquis du percolat T4 et du lixiviat B.

L'absence de génotoxicité du chlordane et du chlorothalonil, et leurcaractère tumorigène in vi'uo, militeraient en faveur d'une activitéeancérogène par des mécanismes épigénétiques. c,est cette hypothèseque nous testerons dans la suite.
Nous avons don-c étudié, dans cette deuxième partie, l,effet du chlordaneet du chlorothalonil sur I'inhibition de la coopération metabolique entredes cellules fibroblastiques (VZg) résistàntes et sensibles à la6-thioguanine, selon- le protocole de Trosko-ài-at., (Igg2).
Nous avons testé_, êgarement, I'inhibition de la communicationintercellulaire par les èxtraits organiques des échantillons T4 et B,sachant qu'ils se sont révélés muhgénes dans le test d,Ames.



Tab ]eau  5 :  Résu l t a t s  des  essa i s  d ' INH IB IT I0N  DE  LA  C00PERATIO i l  METAEOLIQUE
su r ' l es  ce l l u l es  v79  cu l t ' l vées  en  p résence  de  cHLoRDANE.

CH LORDAN E
pg/m' l

0 10 L2 15 18 20* ?5J, TPA
0 ,001

nbre  co ] /10  b te
sér ie  A
sér i  e  B

1027
264

986
691

854
95?

894
1032

899
LL2A

653
1 181

258
804

982
1190

T  (%) 25,7

R  ( % ) 70 110 115 r25 t78 3r2 L2t

B
T

1 2.7? 4 ,28 4 ,47 4 ,85 6  . 93 L2 .14 4 ,71

R éponse + +++ +++ ++++ ++++ +++

Tox i  c i té  % 0 4 16 13 12.5 5 3 75 4

T % - -  Taux  de  récupéra t ion  des  ce1 lu les  rés is tan tes  chez  ' l e  Témoin .

R  % =  Taux  de  récupéra 'u i  on  des  ce ] l  u ]es  rés i  s tan tes  chez  
' l es  t ra i tées

*  Tox ic i té  supér ' i eu re  â  30  %

Tab ' l eau  E  :  Résu l t a t s  des  essa i s  d ' iNH IB IT IO I {  DE  LA  C00PERATI0 } t
METAB0L IQUE su r  I  es  ce l  I  u ' l es  V79  cu1 t i  vées  en  p résence
de CHLOROTHALOI{  T L.

ESSAI  2

CH LOROTHALON I L

pg lm l

0 0.05 0 ,08 0 ,1 0 .15 0 ,2 0 .5 TPA
0  .001

nbre  co ] /10  b tes
sér ie  A
sér i  e  B

843
288

727
272

1076
270

680
247

722
242

810
347

763
371

749
897

T  (%) 34,2

R (%) 37 ,4 25.L 36 .3 33  ,5 42.8 48 ,6 119 ,8

B
T

1 ,1 0.7 1 ,1 1 1,3 L ,4 2 ,67

Répon s  e
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r - rnhibition de la coopération métabolique nar le chlordane

La gamme de concentration choisie, à I'issue d'essais de toxicité, est la
suivante :
9, 10,- L2, 15, 18, 20 et 2s pg/ml de milieu de culture. Le chlordane est
inlr-o.auit par I'intermédiaire du DMSO, utilisé à la concentration de
0,2 %.

L'effet du chlordane sur I'inhibition de la coopêration métabolique entredes cellules V79 résistantes et sensibles a la'O-tnioguanin", 
"rt 

présenté
dans Ie tableau 5.
A la plus faible concentration testée (10 pglml), le chlordane inhibe la
coopération métabolique entre les celluleJ résistantes et les cellules
sensibles, 9e qyi permet aux cellules résistantes d'échapper à la toxicité
de la 6-TG métabolisée par les V79 sensibles. Le nom'Ure de colonies
f-ormé_es à-partir de ces cellules résistantes est 2,7 fois pius éteve quà
dans le milieu témoin.
Ce nombre augmente au fur et à mesure que les concentrations en
cNordane s'accroissent.

A la concentration de 18 pglml en chlordane, la récupération des cellules
résistantes est_ presque totâle : le rapport (d/T) ae i,go esi équivareni àcelui obsenré l_q:sqge lg coopération métaùolique 

"ntte 
ces cettules est

inhibée par le TPA à 0,001 vgtml.
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 suggèrent que le chlordane non mutagène, exercerait ses
effets cancérogènes in vi,uo, entre autre par l,inhibitiol de lacommunication intercellulaire. Il se révèle, en celâ, comparable à d'autrespes-ticides organochlorés (heptachlor, DDT, dieldrin), q,ii se sont montrés
inhibiteurs de la communicafion intercellulaire tWitiiârirs, lgSl ; telanj eidl-, 1982 ; Tsushimoto et al., lggg). Les effets d'inhibition des GJIoexercés par des organochlorés sur la membrane plasmique, semblent être
une caractéristique de cette classe de produits.

Nos résultats sont en accord avec ceux de Kurata et al. (lg82) sur la
lignée V79 et cglï.de Telang et at. (tgg2) sur des cettUes eiitnena"s defoie de rat (ARL) qui avâient mis en évidence une iriniuition des
conrmunications intercellulaires par des concentrations en chlordane
comprises entre 0,4 à 20 pg/ml.



Tab leau  7 :  R ,ésu l t a t s  d ' essa l s  d '
su r  t es  ce l l u l es  V79  cu l t l vées  en. I  'EXTRAIT ORGANIOUT COIICE}ITRE DU

I I IH IS IT IO} I  DE LA  COOPERATIOI I  METABOLIQUE
présence  de  d l f f é ren ts  vo lumes  de

PIRCOLAT DE DECHARGE T4.

I

Tab ' l eau  E  :  Résu ' l t a t s  d ' essa i s  d ' I l {H IB IT I0 t {  DE
ce  I  I  u l  es  V79  cu l  t i  vées  en  p résence  de  d l  f f é ren ts
CONCENTRE DU L IX IV IAT  DE  DECHET B .

LA C00PERATI0I I  METABOLIQUE sur  
' les

vo ]umes  de  l 'EXTRAIT  ORGAi I IQUE T

ESSAI  2

Vo l  ume équ i  va1  en t
de  pe rco l  a t  T4

p l  /m l

0 3.2 r5,2 32 8t TPA
0 .001

nbre  co ]  /  10  b tes
sér ' i e  A
sér i  e  B

658
26L

640
305

643
263

688
28?

678
315

749
897

T  (%) 39 ,1

R  (%) 47  , 7 40,9 41 46.5 119 ,8

B
T

L.2 I 1 L,2 3 ,06

Rêponse +

Vo' l  ume êqui  va l  ent
de  I  i x i v i a t  B

pl  /ml

0 0,16 1 .6 3,2 16 .2 L62 TPA

nbre  co l . /10  b tes

sér ' i e  A
sér l  e  B

789
t26

73L
91

78?
131

570
118

713
102

779
159

737
655

T% 16

R% L2 L7 18 14 20 89

R/T 0 .75 1  .06 1 .13 0  . 88 1,25 5 ,56

Réponse +++++



62

Yl9 p."o1ère.gamme de concentrat ions a étê testée :0,025;0,0b; 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
r9s!9 identique à 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 à la 6-thioguaninô. 

-

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

I I -

Les résultats obtenus (Tableau 6)
l'absence d'inhibition de la
chlorothalonil.

confirment les précédents concernant
coopération métabolique par le

m

On peut conclure a,lors que ln chlorothalnnil, ni altère p@s ln cqrnmuni,ca,tinn
intercellulaire, du moins sur lps cellules fifuroblastiquns de In ùignée VZg et
da,ns nos conditinns erpffi,m,en tntes.

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

L'extrait T4 n'entr1în9 nas d'inhibition de la coopération métabolique
sur les cellules V79. Le nombre de colonies formées, en présence de
l'échantillon aux concentrations non toxiques, est comparablè à celui des
témoins.
Une toxicité totale a été enregistrée pour la concentration maximale
testée, correspondant à IOZ pl de lixiviat par ml.

Un deuxième essai a été effectué avec la gamme de concentrations
c-orrespondant aux volumes équivalents à 0 ; B,Z ; L6,Z ; 82 et g1 pl de
lixiviat par ml. Aucune toxicité n'a été enregistreé a ées'concentrations.
Les résultats confirment que les micropo[uânb prêsents dans I'extrait
T4 n'inhibent pas la communication intercellulaiie sur les cellules VZg
(tableau 7).

L'extrait du lixiviat B n'inhibe pas la communication intercellulaire des
cellules fibroblastiques de la hghée V79 aux concentrations testées, ces
dernières sont exemptes de toxicité (tableau g).

L'e-xtrait_organique T4 s'avère plus toxique que I'extrait B vis-à-vis des
cellules V79, cette différence de toxicitéâvaiî été déjà constatée sur les
souches bactériennes de Sa,lm,onetla tgplyimuri,um, utilisées pour le test
d'Ames.



63

ParÉie Irr : Etude des effets du chrordane, du chlorothalonil
d'extraits organriques du percolat T4 et du lixiviat B, sur
transformation des cellules d'embryons d.'hamster s5rien (srrE).

La transformation morphologique est un critère de cancérogénèse iz
uttro, intégrant I'ensemble des altérations génétiques et épigénéfiques
au niveau cellulaire, susceptibles de conduire in vùao à un cancer.
EIle peut être observée :

1) après une seule application d'une substance caneérogène,
2) après plusieurs applications répétées dans le cas d'ùne substance à
profil d'activité de promoteur,
3) ou lors de I'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 l'échantillon et voir
s'il pouvait assurer la transformation à lui seul ou lors de I'activité
conjointe d'un initiateur (B(a)p) ou d'un promoteur (TpA).
Chacun des êchantillons testés a donc été étudié selon différentes
modalités de traitement par :
- l'êchantillon seul appliqué une et plusieurs fois,
- B(a)P (0,1 pglml) pendant 24 heures, suivi de l'échantillon,
- l'échantillon (pendant 24 heures) suivi du TpA (2 applications de 0,1
p8lml).

et
la
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I - Chlordane.

A - Traitement par le chlordane seul

Deux séries de concentrations de chlordane (0 ; L ; 2,5; b ; 8 uglml et
0 ; 5 ; 8 ; 20 ; 4o pg/ml) ont été restées au cours de deux expériences
indépendantes ; trois modalités de traitement : une application, deux
applications et 3 applications, correspondant à l, 2 ou B 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
après 1 ou 2 applications de chlordane.
Une augmentation du pourcentage de transformation est observée
après 3 applications de chlordane à la concentration de 8 pglml. Le
pourcentage de transformation passe, en effet, de 0 à g,Z % lors de la
première expérience (figure L2) et de 0,4 à L,z% àra seconde.

Une toxicité du chlordane, après I application, est notée dès la
concentration de 20 vg/ml, l'efficacité de clonage n,est alors que de
L4% alors qu'elle atteint 19 % chez les témoins.
Après 2 applications, une toxicité est enregistrée à la même
concentration mais elle est plus élevée : l'efficacité de clonage passe de
23 % chez les témoins à 8 %.
La toxicité n'apparaît à la concentration de g pglml qu'après g
applications.

B - Traitement séouentiel 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 g expériences
conduites séparément. Les résultats sont présentés dans le tableau I0.

Au cours de la première expérience, on observe une augmentation du
pourcentage de colonies transformées pour la concentration en
chlordane de 8 ;rglml, appliqué avant les deux traitements au TpA à
0,1 pglml. Le taux de transformation induit par le TPA seul est de 4,7
%, il passe à 1L % en présence du chlordane (figure IB).

Ces effets de synergie entre le chlordane et le TPA sont retrouvés lors
de la deuxième et la troisième expérience, pour des concentrations en
chlordane de 20 et 16 pglml respectivement.
Le taux de transformation du TpA augmente de g,g % à l9,g % en
présence de 20 uglml de chlordane au Zème essai ; it augmente de g à
13 % avec 16 pglml de chlordane au Bème essai.
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Si l'on considère 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 efféts 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) à la suite d'un-traitement
au TPA, afin de voir si I'ordre de la séquence de traitement influençait
les résultats.
L'application simultanée du chlordane et du TPA, deux et trois fois,
entraîne comme précédemment une augmentation du taux de
transformation qui s'élève de 4,3 % pour deux applications en présence
du TPA seul, à l l ,5 g6 en présence de chlordanl à 16 p,/ml. pour B
applications de TPA, le taux de transformation passe ae ro % à g6 %
en présence du pesticide (tableau b, annexe II).
Par contre, l'effet de synergie est quasiment inexistant lorsque le
chlordane est appliqué 2 fois après un traitement par Ie TpA.

IJ effet dp potcntial:ùsatian des effets transfor.mants d,u TpA par Ip
chlordane semblc danc iopérer uniquem,ertt ltrsqu.e les p Trod,uits sont
a'ppliqu.ês en simulfuû, ou l,orsque le trai,tem,ent au chl,ordal,e précèdn
un traitsm,ent rêpétê au TPA.

Si on se réfêre au mod'èl,e (Initiatton-homotinn), uti,Iisê in uiuo pour
r étud'e dp In cannérogénèse en d,eus étapes, ï augrmnntation d,e ta
transformation des cellul.es SHE, prouoqtêe par un tra1tepent séqu,enti,et
par le ch,lnrdane et Le TPA, peut cond.uire à, assimilæ l,e chl,ordane à, un
initiatpu.r.
& rësultat rernet sn ca,use le caraptère 'non gênotnri,qun" du, chlardann,
mais iI peut anÆsi, trai'ui,re lieristence d)une sArterg1e TpA-Chlûdnnp ne
faisant appel qrà d,es mécani,snes épigénëtùqu,es ; ce qùir tt;1,tts faud,ra
éclnirci,r par la suite.

c - Tïaitement séqnentiel nar l" B(a)p et le 
"hlordane

Les effets du chlordane sur la transformation des cellules SHE
prétraitées par le B(a)P à 0,1 pglml pendant 24 heures, ont été étudiés
aux concentrations de : 0 ; 1 ; 2,5 ; b et g pglml et 0 ; b ; g ; 20 et,
4o pg/ml, au cours de deux séries d'essais (tableau l0).
Les résultats obtenus, montrent que.les fréquences de transformation,
L,L % et 2,8 %, induites respectivement par le B(a)p seul au cours de la
première et la seconde expérience, ne sont pas augmentées suite au
traitement par le chlordane (figure 14).
rn ehlordane rtagi,t dann pas conunæ unInwnloteur de type TpA, da,ns te
scltëma espêri,m,entnl de la cannêrogênèse sn daÆ ëapei, appti4yê à, ln
transfor.nwtion morTtlwlogi,qup dcs cellut es SHE.
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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 à la
concentration de 11 pE/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 à la dexaméthasone
entraûre une inhibition complète des effets de synergie chlordane-TPA,
qui peut s'expliquer par I'inhibition des effets transformant du TPA
seul par DXME.
Les pourcentages de transformation pour 16 uglml de chlordane
s'abaissent de Lg % sans DXME à 2,2 96, 1,9 % et 2,4 % en présence du
corticoide appliqué selon les protocoles A, B et C respectivement.
Que la DXME soit appliquée :
- à Jt quatre heures après le chlordane (protocole A),
- à JZ et J5 quatre heures après les deux traitements au TPA

(protocole B)
- ou à JL, JZ et Jg quatre heures après tous les traitements

(protocole C).
elle entraîne I'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 yo, I,9 o/o et 2,4 %
comparés à Lg % lorsque le test de déroule sans application de la
DXME en présence de 16 rrglml de chlordane. (figure 15)

II. Chlorothalonil

A - Traitement par le chlorothalonil seul

Le chlorothalonil a êtê testé dans un premier temps aux
concentrations de 0 ; 0,2; 0,3 ; 0,4, 0,5 ; 0,6 pglml. Ces concentrations
se sont révêlées trop toxiques comme en têmoignent l'êfficacité de
clonage qui passe de 24 % chez les témoins à 5 % èL la concentration de
0,5 pglml en chlorothalonil (tableau l1).
Une gamme de concentrations plus faibles a été utilisée dans une
deuxième étape : 0 ; 0,05 ; 0,1 ; 0,2 ; 0,3 ; 0,5 pglml.
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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Le chlorothalonil s'avère toxique à partir de 0,2 uglml après z et
applications, l'efficacité de clonage diminue respectivement de zz %
I3%etde22%à6%.
Après 3 applications, les faibles augmentations des pourcentage de
transformation de r % et L,g % enregistrées respectivement à o,z et
0,3 p8lml, peuvent difficilement être prises en considération du fait de
la toxicité élevée de ces concentrations.
&s essozs perm,ettent d,e conchrre qrc Le chl,orotlnlpnil d des
connsntratinns ïton tort4tns rtinduit pcts In transformntinn
motphnlagiqun des cellules sHE, torsqtit est appliquÉ seut.

B - Tlaitement séquenti"l na" le chlo"oth"Ioril 
"t 

Ie
TPA

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

chlorothalonil

Le B(a)P a été utilisé en tant qu'initiateur aux concentrations 0,1 et
0,2 pg/ml.
Le chlorothalonil a êté testé comme promoteur aux concentrations de
0,0,2,0,3, 0,4, 0,5 et 0,6 pglml avec I ou 2 traitements.

Lorsque le B(a)P est utilisê à 0,1 vg/mt et suivi d,une appt:inatùon de
chlorothaloni,l à 0,5 uglml , le pourcentage de transformation est de
2,6 % au lieu de 1,6 % chez les témoins B(a)p ; une faible toxicité est
observée à cette concentration.

Après daltfr appl:inatians de chlorotlnlonir à 0,b pglml, on obsenre une
augmentation significative du taux de transformation qui s'élève de
8% chez les témoins B(a)p 0,1 pglml, àz,T g6 en présence du pesticide
; néanmoins, la toxicité observée à cette concentration nous a amené à
confirmer ce résultat (expérience 2).

La deuxième expérience, effectuée dans les mêmes conditions,
confirme I'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 l,g ù lié au B(a)p
seul, passe à 4,3 % pour 0,2 pglml de chlorothalonil et à lg % pour
0,6 pg/ml de chlorothalonil (tableau l2).

3
a

c-
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Lorsque les cellules sont prétraitées au B(a)P d 0,2 Vg/rnl, et qu'un
seul traitement de chlorotlnl,ortùl est effectué, une faible augmentation
de la fréquence de transformation est notée pour les concentrations de
0,5 et 0,6 pglml du pesticide. Le nombre absolu de colonies
transformées s'élève de L4 chez les témoins B(a)P à 2L pour ces deux
concentrations.
Après 2 appl:inatinns de chlnrotlnlonil, I'augmentation du taux de
transformation est nettement plus importante : la fréquence passe de
L,6 % chez les têmoins B(a)P (0,2 pglml) à 19,5 % après les deux
applications supplémentaires de chlorothalonil à 0,6 vglml (tableau
l9). Mais I'augmentation du taux de transformation est déjà notable à
0,2 pg/ml du fongicide (figure l7).
La concentration de 0,2 pç/ml de B(a)P, donne une réponse
quantitativement plus importante que celle obtenue avec 0,1 pglml.
Cette différence peut être expliquée par un degré d'altération du
génome plus important à 0,2 vq/ml.
DaTrrès ces résttltats, Ip chlnrotlwln?rùl sembl,e agrir cam:rnn un prornoteur
classi,qun da,ns Ie schêmn erpffi,mentnl ùnitintian-prcmntinn.
Li applination rëpëtée du chlorotlnlnfti,t est nêcessaire pour obsenser uïtp
rëponse posùtùue aTtrès quc lns cellules ai,ent êté prêtraitées à, 0,1 pg/ml
ou d, 0,2 pg/ml d,e benzo(a)pVrène.

III - Tlansformation morphologique des cellules (SHE) par les
e>rtraits orsaniques de T4 et B

A - Extrait orqanique du pereolat de décharEe T4

4.1 - Tlaitement par I'extrait orqanique T4 seul

La gamme de concentrations testée correspond à
équivalents à 0 ; 1,6 ; 3,2 ; 16,2 et L62 pl de percolat de
ml de milieu ; l'extrait est en solution dans le DMSO
concentration de 0.2 % dans le milieu.

des volumes
décharge par
présent à la

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

Un seul traitement par cet échantillon appliqué même à faible
concentration suffit à induire la transformation des cellules SHE ; par
exemple, la concentration équivalente à un volume de L6,2 pl de
percolat par frI, entraîne une augmentation de la fréquence de
transformation de 3,5 %.
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Le taux de transformation est augmenté également après 2 et 3
applications dès la concentration équivalente à 1,6 pl 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
à L62 pl de percolat par ml, après 1 ou 2 applications ; elle s'exprime
dès 16,2 pl après 3 applications.

A.Z - Traitement séquentiel par I'extrait

""-""i""" 
a" T4 .

La même gamme de concentrations a êtê utilisée pour étudier les
effets transformants lors d'un traitement séquentiel par I'extrait
organique du percolat T4 pendant 24 heures, suivi par le TPA.
Les résultats présentés, figure 19, montrent qu'une application de
I'extrait organique, précédant deux applications de TPA de 0,1 pglml à
J2 et J5, augmente la transformation morphologique des cellules SHE
dès une concentration équivalent au volume de 3,2 pl de percolat par
ml ; un taux de transformation de I5 %, soit 3 fois supérieur à celui
induit par le TPA seul (5,9 %), a été observê à la concentration
correspondant à un volume de 16,2 ul de percolat par ml de milieu,
(tableau 7a bis, annexe II).

Li ertrait organique du li^riuint T4 agtt donc cornmp iraùtintelff dnns le
proeesszls d,e In transformntian cellulnire des SHE.

4.3 - Traitement séquentiel par Ie B(a)P et
t'"*ia 

""-""i"t

Une gamme de concentrations identique à la précédente, a êtê utilisée
pour évaluer les effets transformants du percolat T4 sur des cellules
prétraitées 24 heures par 0,1 pglml 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 L,5 % alors que le taux de
transformation induit par le B(a)P seul est de 0,4 % (figure 20).

Dercemble des essois mpntre quc ïettrai,t organi4u,e T4 se curnportn
cùmrnp inittnteu,r daræ le pnoæssus diinduntinn de ln transformattnn
ællùlni,re des SHE in aitTp ; il ind,ui,t êgalsm,ent une augrmantntinn du
tau,s d'e transformntion lorsqùil est app@uë seul sur les æIlules SHE.
Mais il n:ùnduùt pas daugrmentatinn nptte dp ln transformatinn sur des
cellulps gnëtraitÉes au B(a)P.
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Fi-eure 2l : Transformation morphologique des SHE après une, deux ou rrois appiicarions de
I'extrait oganique du lixiriat B.
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B - Extrait oreanique de lixiviat B

8.1 - Traitement rrar I'extrait orqanique du
lixiviat B.

Les concentrations testées correspondent à des volumes équivalents à
0 ; 1 ,6 ; 3,2 ; 16,2 et L62;rl de lixiviat par ml de milieu.

Après I application, seule la concentration correspondant à un volume
de L6,2 ul de lixiviat par Rl, augmente la fréquence de
transformation ; celle ci est de 2,4 % alors que celle des témoins est
nulle (frgure 21).

Aucune concentration de l'extrait organique du lixiviat appliquée deux
ou trois fois, n'entraîne d'augmentation de la transformation
morphologique des cellules SHE.
Aucune toxicité n'a été observêe 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
à 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.

8.2 - Tïaitement séquentiel par I'extrait

""-""i""" 
A" nr"i*

L'effet initiateur des micropolluants de l'échantillon B a étê testé sur
la même gamme de concentrations que précédemment.

Les résultats obtenus montrent une augmentation nette de la
transformation des SHE, aprés un traitement séquentiel par

.Ilêchantillon à une concentration équivalent à 162 ul de lixiviat par ml
pendant 24 heures, suivi par un tratement répété au TPA. La
fréquence de transformation est de 9,7 96 comparée à 5 g6 chez les
cellules exposées au TPA seul (figure 22).

I'es micropollunnts de li ertruit organiqrrc du lifitlltnt B agrissent en
initiatetns pour ln transformntinn marplnlagi,qun d,es ceilules SHE.
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8.3 - Traitement séquentiel par le B(a)P et
t'"-t*tt 

""q""t"t

La même gamme de concentrations a êtê testée pour étudier I'effet
promoteur de cet échantillon.
Les résultats obtenus montrent une très légère augmentation de
l'ordre de 0,4 % à L,2 % de la transformation morphologique, sur les
cellules prétraitées par le B(a)P et exposées ensuite à l'échantillon
(figure 23). Les taux d'augmentation observés restent néanmoins
comparables à ceux notés avec I'extrait B, appliqué seul, aux mêmes
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 résultnts coqfirmnnt l,e caraptùre gêrntotiqu.e des ertrq,its
organiquns d,es l,:i,ri,uints T4 et B, déjà,nais en êvidenne sur les sounh,es d'e
Salmonella typhimurium utùlisêes dnns Le test diAm'es.
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PARîIE IV : Effet du chlordane sur I'activité ODC des cellules SHE

Dans le but d'éclaircir quelques aspects du mécanisme d'action du
chlordane dans Ia 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 (Parrie IV),
- le flux de calcium intracellulaire libre (Partie V),
- la formation d'adduits sur les SHE (Partie W).
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I - Cinétique d'induction de I'ODC nar le chlordane

Lorsque le chlordane est ajouté aux cellules SHE à la concentration
finale de 4 vq/ml, I'activité ODC diminue légèrement après 2 heures
avec une valeur minimale à 4 h,une reprise d'augmentation de
I'activité ODC est constatée après 6 heures de traitement (figure 24).

L'étude de la cinétique d'induction de I'ODC par le TPA (0,1 pglml)
dans les mêmes conditions expérimentales, a montré que I'activité
ODC augmente rapidement atteignant un pic 5 heures après 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 I'activité ODC induite par le TPA.

II - Effets du ehlordane sur I'activité ODC induite nar le TPA

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

Pour simuler les conditions dans lesquelles le chlordane potentialisait
I'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 I heure suivi d'un traitement au TPA
pendant 4 heures, augmente l'activité ODC déjà 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
préalablement traitées au TPA pendant
diminution de l'activité ODC comparé au
(figure 25).

2 heures sur des cellules
3 heures, on assiste à une
taux d'induction par le TPA

L'êtude de I'activité protéolytique montre une augmentation du taux
de protéases, induit par le chlordane, atteignant un pic à t = 2 heures,
suivie par une diminution progressive vers le taux basal aprês 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 gène de I'ODC. L'augmentation de I'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 à 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 l'activité ODC induite par le TPA.
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PARTIE V : Effet du chlordane sur le taux CaZ+ intracellulaire des
cellules SHE

I - Modulation du Ca2* libre intracellulaire par I'fonomvcine

L'Ionomycine (Sigma 10634), un ionophore de calcium, a êtê utilisé
comme témoin poqitif au cours de cette expérience. Il facilite Ia
pénétration du Caz+ extracellulaire dans le milieu intracellulaire et
permet de vérifier que la complexation du fluo 3 par les ions de Ca2+
résulte en une augmentation de la fluorescence.

Après application de 10 pl d'ionomycine, le taux de fluorescence
augmente progressivement pour atteindre,un plateau à t = 100 secondes.
Ce type d'évolution du taux de Caâ- intracellulaire typique OS?
ionophores de CaZ+ traduit une penétration progressive des ions de CaZ+
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 à noter, si l'on en juge par le taux de fluorescence des différentes
cellules à t = 0 que le taux d'incorporation du fluo 3 est variable d'une
cellule à I'autre ; la normalisation des données permet de prendre en
considération cette variabilité.

II - Effet du chlordane sur le taux du Ca2t intracellulaire libre
des cellules SIIE

Le traitement des cellules SHE par le chlordane à 8 uglml entraîne une
légère augmentation de la fluorescence avec un flash ù 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 à t = 230 secondes, la légère augmentation du taux de
CaZ+ intracellulaire correspondrait à un faible influx de calcium
extracellulaire,

- de t = 230 à t = 310 secondes, le pic de fllrorescence observé, dû
à une augmentation rapide et importantô du Ca2+ libre intracellulaire,
traduirait une libération des ions Caz' à partir d'un stock intracellulaire,
probablement le réticulum endoplasmique.
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III - Effets du TPA sur le taux de CaZ* intracellulaire libre des
cellules SHE prétraitées au chlordane

L'application du TPA à 0,1 Uglml 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 à 0,1 pglml réalisée sur des cellules
prétraitées au chlordane à 8 Vg/ml pendant 24 heures, on assiste à une
augmentation spectaculaire du taux du Caât intracellulaire se traduisant
par un flash dans les cinquantes premières secondes qui suivent
I'application.

Une deuxième application au TPA à la même concentration, a permis
d'observer un deuxième flash dans le même laps de temps (50 secondes)
(Fig 28).

Si l'on substitue le TPA par le chlordane, aucune réponse n'est observée.

Le prétraitement des cellules SHE par le chlordane à 8 p$/ml pendant 24
heures semble affecter des structures ou des fonctions cellulaires. Suite-à
ces modifÏcations, le TPA semble moduler le taux intracellulaire du Ca2+
lible d'une façon rapide qui peut traduire une libération des ions de
CaZ+ 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 mêmes cellules.

Ces essais ont été répétés plusieurs fois lors d'expériences séparées. l,S?
résultats confirment I'augmentation des concentrations en Caé-
intracytoplasmiques à la suite d'une première exposition au chlordane.
L'augmentation des flux d,e Caz+ à l'intérieur de la cellule qui suit l'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 à 0,2 uglml dans lç:s
mêmes conditions n'entraîne aucune modulation du taux de CaZ+
intracellulaire.

I
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PARTIE VI : Mise en évidence d'adduits sur I'ADN des cellules SIIE
en présence et en absence de chlordane

La figure 29t _,montre
marquage au 32p des
appar tenan tàS lo tsde

les autoradiogrammes obtenus après post-
hydrolysats d'ADN isolés à partir de cellules
traitement :

a - Cellules témoin (DMSO 0,2 %)
b - Cellules SHE traitées au chlordane à 10 pglml pendant

24 heures
c - Cellules SHE traitées au chlordane à 10 pglml pendant

48 heures.

Sur les autoradiogrammes apparaît un certain nombre de tâches ou
spots correspondant aux bases hypermodifiées sur I'ADN. on peut
visualiser, sur chacun des autoradiogrammes (a, b et c), lz taches
majeures et 10 taches mineures. Les spots majeurs et mineurs
visualisés sur les 3 essais ont le même 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, à la concentration de 10 uglml pendant 24 heures ou 48 heures,
n'induit pas d'adduits supplémentaires sur I'ADN.

Sur le plan quantitatif, les comptages de la radioactivité de l'ensemble
de.,spots, ont permis de déterminer le nombre d'adduits totaux pour
10Y nucléotides (tableau 13).

Cependant, on pourrait concevoir que des différences puissent exister
quant au nombre d'adduits pour un même spot présent dans les B
échantillons. Là 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 à fait similaires, les
différences minimes observées ne sont absolument pas significatives,
compte-tenu de la méthode employée.
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Spot  no

1
2
3
4
5
6
7
B
9

10
11
L2
13
T4
15
16
T7

Nombre d 'addu i  ts
al

7,7
20,7
TB,7
4,7
6,8
2,2
2,6
2,6

13,9
T7 ,B
16,1
4
1,8
2,4
4
1,5
4,7

^ 
--l

10Y nuc l  éot ides I
l -  c

9,6
26,g
20,5
9,3
4,5
3
2,L
5,6

24,2
25,6
29,4
4,3
4,2
4,7
5,3
2,L
2,2

p0u r
b

5,3
L5,2
I4
B
3,3
3,2
3,7
3,4

L8,7
24,4
L7
3,3
3,3
2,7
5,1
2,2
1,8

L32,2

t
Tableau 13 : Nombre d'adduits pour 109 nucléotides pour les lZ spots
majeurs des radiogrammes. a) témoin ; b) traitées 24 heures ; c)
traitées 48 heures.

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

Il reste à expliquer la présence des adduits endogènes, présence qui
peut paraître surprenante de prime abord. Il faut noter que la
technique utilisée, c'est à dire le post-marquage, à l,inverse de la
technique par marquage direct à I'aide d'un xénobiotique radioactif,
présente l'avantage de mettre en évidence I'ensemble des adduits sur
I'ADN.
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Parmi ces adduits, certains peuvent être induits par des molécules
présents naturellement dans la cellule. Dans notre cas où des cultures
cellulaires sont utilisées, la présence des adduits endogènes peut être
liée à des facteurs provenant du milieu de culture ou à des facteurs
d'origine maternel.
D'autres travaux ont également montré la présence d'adduits dans les
tissus animaux et humains non exposés à des xénobiotiques (Gupta,
1985 ; Everson et a,1., 1986 ; Wong et aI., 19g6). Randerath et ol. (f gAO)
ont démontré qu'il existe chez le rat une corrélation entre l,apparition
des adduits endogènes et l'âge de I'animal, le vieillissement favorisant
cette apparition. Nous avons affaire, dans Ie cas présent, à des
embryons, mais il n'est pas exclu que des facteurs intrinsèques à la
femelle en gestation aient pu être transférés aux embryons par la voie
placentaire.
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DISCUSSION GENERAI,E

Les résultats obtenus avec le test d'Ames, I'essai d'inhibition de la
coopération métabolique et l'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 mutagène sur la base du test d'Ames, inhibe la
communication intercellulaire et induit la transformation
morphologique des cellules SHE après 3 applications répétées aux
concentrations de 5 et 8 pglml 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 après 3 applications
répétées de 0,2 et 0,3 vq/ml ou lorsqu'il est appliqué après le B(a)p ;
ces derniers résultats faisant assimiler ce dérivé à un promoteur.
La cytotoxicité très élevée du chlorothalonil justifÏe de ses utilisations
en tant que biocide et explique le niveau très faible des concentrations
testées.

- Les deux extraits complexes se sont montrés génotoxiques avec le
test d'Ames, après activation métabolique pour l'échantillon T4, avec
et sans activation métabolique pour l'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 après une seule
application à la concentration de 0,16 ullml et s,est montré également
très 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
essai à avoir répondu positivement aux quatre échantillons testés :

- aux deux pesticides, non génotoxiques mais cancérogènes chez
I'animal,

- et aux deux extraits qui se sont
test d'Ames.

révélés génotoxiques avec le

Dans le cas de su,bstannes mutagènns, la réponse peut apparaître après
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 après 1,2 ou 3 applications ;
le résultat est nettement positif à la concentration de 162 Ul
d'équivalent lixiviat par ml, après I'action du TPA.

Ces essais sur les dnur ertrai,ts soul;ignent ln sensi,bilité du sgstèmn SHE
très supéri,eure d, cell,e du test dl Ames, étant dnnnÉ qrf au wiueau de
connentrations testées sur SHE, au,ctlntp répon^se positi,ue niest obtenue
sur Sa,Imnnelln tgphimuri,um. Le percolat T4 et le lixiviat B testés
bruts sans étape de concentration des micropolluants ne s'étaient pas
révélés mutagènes ; à la concentration équivalente à 0,6 ml de lixiviat
B par boîte, ce qui correspond à 240 vl/ml de suspension bactérienne
gélosée, le test d'Ames était resté négatif.

Dans le cas des szbsta,npes nan génotori,quns comme le chlordane et le
chlorothalonil, la transformation cellulaire est induite essentiellement
après répétition des applications (3 en général), si l'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 à la prudence
avant de classer "initiateuru ou "promoteur" une substance sur la seule
positivité obtenue après 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 contrôles, a confïrmé les
données bibliographiques concluant au caractère non génotoxique du
pesticide, évitant ainsi qu'un label d"initiateurn 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 effeE dii,nterantinn peuuent rêsulter dlune
potenûiaùisa,tian des effets de substa,nces au mécani,s'me dlanti,on di,ffêrent
et cornplâmnntoiilv, Eo;ns qu il I agrisse nÉcessui,rement, dl une
cotnAi,nnison iwi,tiateu,r-prmntaff .

- 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 rêponses négatives
obtenues avec les trois autres échantillons montrent que ce critère est
moins rêvélateur d'une potentialité cancérogène in ttitrp que I'essai de
transformation cellulaire.

L'inhibition de la communication entre cellules est un êlément de
déstabilisation de I'homéostasie cellulaire suffisant, mais non
indispensable au processus de transition des cellules normales vers
l'état tumoral.
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L'essai d'inhibition de la coopération métabolique étant effectué sur
des lignées cellulaires v7g, la déficience partielle en enzyrnes de
métabolisation de ce système est un ètément à prendre en
considération avant de conclure à l'absence totale d,effet sur la
communication intercellulaire des échantillons ayant répondu
négativement ; c'est le cas, en particulier, du chlorothalonil et de
l'échantillon T4 dont la toxicité peut être due aux métabolites, ainsiqu'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 enprésence de fraction Sg aurait été utile pour lever cette incertitude.

- Cette étude démontre que I'absence de génotoxicité n,est pas unegarantie d'innocuité : des potentinlités caræêrogànns imptiquant dps
m'éca'nis'rnes epigénetiqu,es peuuent erister, mêmp si tn reclwrche d,es
altÉratinns strztcturar,es d,u génome dest réaélée négatiue .

La stratégie d'évaluation d'un potentiel cancérog ène in vitro basée sur
des essais de mutagénèse ou d'activité de réparations de I,ADN est
insuffÏsante dans la mesure où res cancérogènes agissant par des
méeanismes ne relevant pas d'altération du génome ?chapperont au
screening.
Le protocole d'évaluation des substances chimiques nouvelles selon les
directives actuelles, qui consiste à mettre en oeuvre, d,abord des
essais de mutagénicité sur bactéries, comme le test d,Ames, et à nepousser les investigations sur cellules eucaryotes que pour les
substances détectées positives lors de ce premier screening, est
insuffisante et discutable pour les mêmes raisons.

Les rêsultats de cette étudp souligmnnt Ai.en qun diautres effets tnrrchant
In commurainatinn interceltulaire, Il antiuatinn d,e kir*tn, ou dl autres
mécanismcs peuuent cond,uire à In transformntion cellula:ire, a,lors qrrc
Ia sabstanne est dégtou.ntun diantùvité mutogdrn sur bactêries.

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 l'état actuel de la
législation et de la pratique, ces potentialités cancérogènes par
mécanismes 'épigénétiques' 

ne sont détectées que lors des
expérimentations animales à 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
l'environnement en toute impunité. Leur dêtectinn est dautant pttts
nmpornnfu quo les rniùieu'o entvùrpnrwmsnta u,r rertf,erment une
multipÙicité d'e misrcpolhnnts dant tinteractinn est inÉtuntable et
Tnuma fauoriser Le d,êuelnTryement de Trocesstts ca,nnêrqu,u.
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Peu d'essais ont été développés pour détecter des potentialités
cancérogènes 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 l'ont
montré ces résultats.

. L'essai de transformation morphologique des cellules SHE est
intégrateur de l'ensemble des modifications biochimiques, structurales
et fonctionnelles induites par les cancérogènes et semble être le
modèle d'élection pour la détection in tfitro de cette catégorie de
substances.
Ce modèle permet, par ailleurs, de détecter à la fois les cancérogènes
génotoxiques et épigénétiques. La mise en oeuvre de plusieurs
protocoles incluant I'application de la substance seule d'une part, ou
associée à un initiateur ou un promoteur d'autre part, permet
d'augmenter les performances de ce système. Son intérêt est
indiscutable ; il faut cependant reconnaître 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
l'essai et d'en simplifier le protocole. Ainsi, Elias et al. (1989) et
Rivedal et Sanner, (1992) utilisent un milieu de culture à pH 7,0 au lieu
du pH 7,35 initial, et considèrent que les perforrnances de l'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 à 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 eellules SHE exposées à ces cancérogènes,
il augmente également leur taux de transformation spontanée, lié en
partie à l'inhibition des communications intercellulaires par I'acidité
du milieu ; cela se traduit par l'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 I'essai de transformation
morphologique des cellules SHE, avec le souci de gagner à la fois en
sensibilitê et en facilité de mise en oeuvre.

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

Quoi qu'il en soit, ce contrôle est insufflrsant et devrait prendre en
compte le risque cancérogène. C'est pour souligner la réalité de ce
risque au niveau environnemental et inciter à sa prévention que nous
avions entrepris préalablement à ce travail, une étude de la
génotoxicité des lixiviats de déchets solides stockés en décharge.

Cette étude a fait I'objet d'une publication qui figure en annexe II. Le
test d'Ames utilisé alors avait mis en évidence Ia présence de
micropolluants mutagènes 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 à 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 très difficile:
Si le screening analytique ne permet pas d'expliquer un risque
identifié, a fortiort liana,Igse phgsinochirni,qrrc standnrd qui ne mpsure
qu'e dns paramÈtres globaur, sera insuffisante pour êaalusr un ri,sque
cannérogène. Ceci apparaissait aussi des résultats des échantillons T4
et B dont les bilans analytiques ne reflètent pas la toxicité. C'est la
raison pour laquelle iI nous pa,ralt ind,ispensable dii,nnlure un minimu,m
d! essais Aiabgiqu,es dans la stratÉgie du contrôle enri,ronnsm,entq,I.

En matière de cancérogénèse, il est nécessaire d'appréhender et de
prévenir , d'une part, le risque génotoxique, d'autre part le risque lié
aux cancérogènes épigénétiques. L'étude des percolat de décharge et
lixiviat de déchet donne un exemple des essais qui peuvent être
appliqués dans cet objectif.

. Le test diAmes est Aien, appopri,é pour unn êuo,htntinn dp ln
gArcbù,ei,té de par Ea simpl;i,ei,tÉ et sa rapid;i,té et il rærrts po,raît
recammnndé er,, prsrn/i,ère apptwlrc.
Les investigations complémentaires ne nous semblent pas
indispensables en cas de positivité, I'information étant suffisante pour
alerter et inciter à la prévention.
En cos de rêponse nêgatiue par contre, la question reste posée de la
pertinence et de la sensibilité de ce test à détecter I'ensemble des
cancérogènes, c'est, à notre sens, dans ce cos qun des i,naestiga,ti,ons
complâmentaires sæai,snt souhnitables.

- cette étude a. également permis d'éclaircir quelques aspects du
mécanisme d'action du chlordane. Cet organochloré paraît modifier les
flux de calcium libre intracytoplasmique, comme cela avait été noté
pour d'autres de ses congénères 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 23L87 avec des
répercussions sur (1) l'activation de la PKC elle même dépendante du
taux de calcium et (2) I'induction de la cascade de I'acide
arachidonique (Moser et Smart, 1989).

L'interaction chlordane-TPA se reflète également sur I'activité de
I'ODC : L'activité basale de I'ODC augmenté déià 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

relèvent de mécanismes autres que l'influx calcique et comment
s'inscrivent dans ce contexte les effets observés sur l'activité
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'intérêt de ce critère, également
très 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.
n en est de même des essais sur I'activité protéasique que nous
n'avons qu'abordés, grâce au concours de l'équipe de G. NGLIIEN-BA
et H. TAPIERO.
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CONCLUSION

Ce travail a concerné la détection in uitro des cancêrogènes non
gênotoriqxæs et l'étude des performances de trois essais à détecter les
potentialités cancérogènes des contaminants de l'environnement :

. le test de mutagénèse sur Sal,mnnelln tEphimuriu,m lvis-,

. I'inhibition de la communication intercellulaire des cellules de
la lignée V79,

. et I'essai de la transformation morphologique des cellules
embryonnaires d'hamster syrien SHE.

Deux pesticides chlorés, le chlordane et le chlorothalonil, cancérogènes
chez I'animal mais non mutagènes, ont été testés à I'aide de cette
batterie d'essais.
Des lixiviats de déchets ultimes et percolats de décharge ont été
également étudiés dans les mêmes conditions.

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

- Le chlordane non mutagène 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 I'augmentation des flux intracellulaires de calcium libre
des cellules SHE prétraitées au chlordane et soumises à I'action
supplémentaire de l'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 I'on en juge par
I'augmentation de la transformation des cellules SIIE prétraitées au
B(a)P.

- Le caractère 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 confirmê par la transformation
des cellules SHE observée lors d'un traitement par l'échantillon seul ou
suivi par un traitement au TPA.
Ces deux extraits se montrent inactifs quant à l'inhibition de la
coopération métabolique des cellules V79.



94

L'essai de transformation morphologique des cellules SHE, utilisé
parallèlement au test d'inhibition de la coopération métabolique sur les
cellules de la lignée V79 et au test de mutagénèse sur Salmnnella
tgplui,muri.un, se révéle le plus sensible à la détection des actions tant
génotoxiques qu'épigénétiques des agents chimiques.

Cet essai apparaît bien représentatif des perturbations biochimiques,
fonctionnelles et structurales susceptibles de dérégler les mécanismes de
contrôle de la croissance et de la prolifération cellulaire et de faire
transiter une cellule de l'état normal vers l'état transformé.

Llessui de transformation m,orythologiqrrc d,es cellul,es SHE sqnr,ble être l,e
modèl'e di él'ectinn pou,r la détecti,on i,n vitro d,es cannûrogènns ; il m,M,tera,it
diêtre intêgrré dans la batteri,e des essa,is in uitro mis en oeuure pour Ia
prâfi,sinn des potentiaùi,tés cancêrogènes d,es conta,minnnts d,e
t enuironnement et des rênoAinfiqlrps, dnns Le but d,e ln prêaentinn du
risqun cannêrogène m gênêral.

n resterait à optimiser'encore la méthodologie de cet essai et voir
comment il est possible de réduire la variabilité des réponses par un
meilleur contrôle des spécificités physiologiques des cellules, de la
qualité du sérum ou par des modifîcations des conditions expérimentales
telles que le pH. Une validation, en cours, au niveau international
permettrait de mieux tirer profit des capacités de l'essai de
transformation cellulaire des SHE à détecter les cancérogènes
environnementaux.

t
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Milieux et tampons pour la culture cellulaire.

1 - Milieu de Eagle modifié par Dulbecco (DMEM HI6) pH 7,4

Composants
NaCl
KCI
CaClZ (anhyd)

MgSo4 7H20
NaH2P04H20
Glucose
Fe(NO8)B 9H20
L-arginine HCL
L-valine
Glycine
L-serine
L-cystine zHCl
L-tyrosine
choline Cl
Nicotinamidine
D-Ca-Pantothenate
L-Histidine HCI H20
L-isoleucine
L-leucine
LJysine HCI
L-méthionine
Phénylalanine
L-thréonine
L-tryptophane
Pyrydoxal HCI
Thiamine HCI
Riboflavine
Acide Folique
I-inositol
L-glutamine
Rouge de phénol
NaHCOS
Pyruvate de Na

Réfêrence Gibco 074-1600.

mgn
6400,0
400,0
200,0
200,0
r25,0

1000,0
0,1

84,0
94,0
30,0
42,0

63,0
104,0
4,0
4,0
4,0
42,0

105,0
105,0
146,0
30,0
66,0
95,0
16,0
4,0
4,0
0,4
4,0
7,2

584,0
15,0

3700,0
110,00



2 - Milieu de EaEle modifiê par Dulbecco pH 6.7
Amino-acides
L-arginine HCL
L-cystine
L-glutamine
Glycocolle
L-Histidine H20
L-isoleueine
L-leucine
L-lysine HCI
L-méthionine
L-phénylalanine
L-sérine
L-thréonine
L-tryptophane
L-tyrosine
L-valine
Pymvate-Na

mgn
84
48

584
30
42
105
105
L46

30
66
42
95
16
72
94

110

mg/l
4,0
4,0
7r2

4,0
4,0
4,0
0,4
4,0

mg/l
400
200

6400
750
L24
0,1

200
1000

P

D

Eurobio.

Vitamines
Acide Folique
choline Chlomre
l-Inositol
Nicotinamidine
D-Ca-Pantothénate
Pyrydoxal HCI
Riboflavine
Thiamine

Sels et autres composants
KCr
CaCl2
NaCl
NaHCOg
NaH2P04H20
Fe(No$3 9H20
MgSO4 7HZ0
Glucose
Rouge de phênol

Référence : ce milieu a êté rêalisé sur demande auprès de la maison



3 - Solution de PBS sans calcium ni magnêsium.
Composants
NaCl
KCI
NaH2P04H20
KH2PO4

4 - Solution de trvnsine 0.25 % ph 7.00.
Composants
NaCl
KCt

g/5 litres eau bidistillée.
40,00

400
124
1,00

g/5 litres eau bidistillée.
40,00

400
124
1,00

12,50

NaH2P04H20
KH2PO4
Trypsine



Milieux pour la préparation de I'AI)N

- Eto>ryéthanol (Riedel de H)

- Tampon SET

100 mM NaCl 585 mg)
20 mM EDTA584 mg) 100 ml
50 mM Tris 605 mg)

dissoudre et ajuster à pH = 8

- SET/SDS

Tampon SET + O,5 % SDS -+réajuster pH

- Phénol équilibré avec 0,1 M Tris-HCl pH8
- saturer le phénol avec de I'eau après l'avoir fondu
- 500 ml phénol saturé + 500 ml Tris HCI M pH8

agiter - laisser décanter - soutirer le phénol
- reprendre phénol avec 500 ml Tris-HCl M

faire de même
- reprendre phénol avec 500 ml Tris-HCl 0,1 M pH8

laisser décanter --+prendre le pH du Tris qui doit
être de 7,6

- si pH pas bon + remettre 500 ml Tris-HCl M pH8
- congeler le phénol en laissant du Tris-HCl sur le phénol

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

- Phénol-chloro-alcool isomylique
I part phénol équilibré + I 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 I préparer extemporanément : 0,1 mg/ml dans SET
- RNAse Tl vortexer RNAse T, suspension dans son flacon

d'origine et additio. Tl à la solution RNAse Z pour
avoir 1000 unités/ml
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Tab leau  5a  :  I nduc t i on  de  t r ans fo rma t i on  morpho log lque  su r ' l es  (SHE)  pa r  l e
CHLORDANE E t  IE  TPA APPLIQUES E i l  S IHULTAI {EE.

Concen t  r a t i  on
pg lm1

Ch ' l o rdane  TPA

N omb re

d ' app l  i  ca t i  on

Ta ux
de

c l  onage
v
ln

t {bre de co' l  .  t  rans . f réquence
de

t rans f .
%

l { b re  de  co l  .  t o ta l  es

0
n

I t a

0.1
0 .1
0 ,1

2
2
2

27
L7
13

35/808
56 / 523
46/399

4 ,3
10 .7
11 ,5

0
8

0 ,1
0 ,1
0 ,1

3
3
3

?7
19
L7

130/815
t02l  57L
t64/ 453

16
L7  ,9
36 .2

Tab leau  6a  :  E f fe t s  d 'un  t ra i t emen t  SEQUEI {T IEL  pa r  l e  CHL0R0THALONIL  ET  LE  TPA
su r  1  es  ce l  I  u1  es  SHE.

I  n ' i  t i  a t i  on CHLOROTHAL0I I I  L

Conc  (pg lm]  )  24  h

Promot ion  (TPA)

Conc(pg /ml )x2app l i c .
e f f i  cac i  t é
de c l  onage

%

i l b re  co lon ies
transformées
l{bre col  oni  es
to ta l  es

Taux
de

t  rans f .
%

0
0 .05
0 .1
0 .2
0 .3
0 .5

0 .1
0 .1
0 .1
0 .1
0 .1
0 .1

26
26
23
22
24
?7

44t770
?4t78L
40/698
36/659
50t723
31/805

5 .7
3 .1
5 .7
5 .5
6 .9
3 .9



Tab leau 8a  :  E f fe ts  de  L 'EXTRAIT oRGAi l IQUE Du L IXIVIAT B sur  la  t rans format ion
des  ce l ' l u ' l es  sHE après  uNE,  DEUx ET TROIS AppL IcATIoNS.

Pro toco ]e
Jour (s )

d 'app l  i  ca tJ  on

Vo ]ume
équ i  va1  en t
l i x i v i a t

p' l  /ml

Ef f i  ca c i  té
de

c1  ona  ge
%

Nbre  de  co l .  t r ans . Ta ux
de

t  rans f .
%

l , l b re  de  co l  . t o ta les

I1 J1
0
1,6
3 ,2

L6,2
L62

11
L7  (9 )
13
15
13

0/339
4/472
L/392

LL / 452
3/395

0
0 ,9
0 ,3
2 ,4
0 ,9

T2 J1 -J5
0
1,6
3 .?

t6 ,2
r62

13
T2
11
L4
11

5/392
0/373
0/354
0/4L7
0 /315

0 ,8
0
0
0
0

I3 J l . ,  J3  e t  J5
0
1,6
3 ,2

1 .6 ,2
r62

i 5
L4
l4
L4
13

3/440
t/423
0/4 t4
2 /4LL
3/387

0 ,7
0 .2
0
0 .5
0 ,8

(  )  nombre  de  bo î tes

Tab ]eau  8a  b i s  :  E f f e t  de  L 'EXTRAIT  0RGANIQUE DU L IX IV IAT  B ,  app ' l i qué  EN  ASSoCIAT ION
AvEc  LE  TPA  ET  LE  B (a )p ,  su r ' l a  t r ans fo rma t ton  des  sHE

Pro toco ' l e
I n i t i  a t eu r' l i x i v i a t  

B
vo] ume 

*

p ' l /m1

P romoteu r

TPA  ( J2 , J5 )
pg lm l

E f f i cac i t é
de

c1  onage
%

Nbre  de  co ]  .  t r ans .

Nbre de co ' l  .  to ta I  es

Ta ux
de

t rans f .
%

I I
0
1. ,6
3 ,2

16,2
L6?

0 .1
0 .1
0 .1
0 .1
0 .1

31
35
36
3?
38

47 t936
7L/L044
55 /1090
33/950

I  10 /1131

5
6 ,9
5 ,1
3 ,5
9 ,7

I I I

In i t i a teur
B(a )P  Ug lm ' l

P romoteu r
B  (J2 ,J5 )

p ] / m ]  
r

0.1
0 .1
0 .1
0 .1
0.r

0
1,6
3 ,2

L6.2
162

31
3?
34
36
27

0t924
12t967
L2/L0t5
L0tL07?
3t8?3

0
1 .2
L ,2
0 ,9
0 .4

*  vo lume  équ l va len t  du  l l x i v l a t  g  en  p l /m l .



Tab leau  7a  :  E f fe t s  de  I ,EXTRAIT  ORGANIOUE
des  ce l  I  u l  es  SHE ap rès  U l {E .

su r  l a  t rans fo rna t l on
APP LI  CATI  O}IS.

DU PERCOLAT T4
DEUX ET  TROIS

Protocol  e
Jour (  s  )

d 'app l  l ca t ion

Vol ume
équi va I  ent
perco l  a t
p ' l l  n l

l { b re  de  co l .  t r ans .

l {bre de co ' l  . to ta les

0/339
6t 408
6t 453

17 t487
t3 /169

J l .  J5
5/392

2t / 458
6/ 49L

L0/570

J l ,  J3  e t  J5
3/ 440

30/386
12/533
19/348

( ) nonbre de

Tab leau  7a  b i s

ôo1 tes .

:  Ef fEtS dE 
. I  'EXTRAIT 

ORGA}, I iOUE DU
ASSOCIATION AVEC LE  TpA ET  LE  B(a )p

PERCOLAT T4  app l l qué  en
su r ' l a  t r ans fo rma t i on  des  SHE.

P ro toco ' l e
I n i t l a t eu r
pe rco ' l  a t*T4

vo I ume
p1 lm ]

P romoteu r

TPA  ( J2 . J5 )
pg ln ]

E f f l  cac i t é
de

c1  onage
ol
lo

Nbre  de  co l .  t r ans . Ta ux
de

t  r ans f .
u
h

Nbre  de  co ]  .  t o ta  I  es

I ]
0
1.6
3 .2

t6 .2
t62

0 .1
0 .1
0 .1
0 .1
0 .1

30
27
33
36
29

53/895
48/8?2
73/ t004

I  65  /  1093
98/856

5 .9
5 .8
7 .3

15 .1
11 .5

I I I

In i t i a teur
B(a )P  pg /n1

P romoteu r
T4  (J2 ,  J5 )

p l  /m l  *

0 .1
0 .1
0 .1
0 .1
0 .1

0
1 ,5
3 ,2

t6 ,?
t62

30
27
34
3 l
22

3/807
4/8t5
7 /t0t5

t0 /94L
L0/ 654

0 .4
0 .5
0 .7
1 .1
1 .5

*  vo lume  de  équ l va len t  de  pe rco la t  T4  en  p1 lm l .
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TABLE tr
Results oflhe Sahnonell,a assays carried out on the concentrated organic fraction ofthe F and K

water leachates

Total His' revertants per plate Mean + SD

-s

Dose
per

plate
Assay pL or

Sample no. !tg'

TAlOOTA98

+ss- $+q+ S e - S ,

I

I

I

, 0
25
50

100
I

10

0
50

100
200

1
10

B(a)pb
N.Nf

tr

1 1  r 2
l 3 È 4
t 4 + 2
,r:_"

L 7  ! 2
1 6 = 1
1 6 Ê 3
1 5 r 1

9 4 r  3
9 2 È 1 3

119 * 14
1 3 7 r  3

1 1 0 r  8
158 + ô4
2L5 t llc
278 = 7c
4L2 + LzL

2050 + 23

9 9 *  I
105 + 19
lL2=  1
t20 !  0

2044 * 6

8 7 + 1 6
l 1 7 r  6
1 4 9 t  3
L77 + 22c
379 t 49

1 0 3 +  0
131 = 43
t 7 7 +  I
1 9 8 *  0
352 ! 49

7 6 ! 2 L
9 7 =  I
9 6 t  1
8 8 =  4

103=  6  LzL !  4
1 2 1 +  9  1 8 4 È  1 3
u g r  L  L ? g !  2 5
L04!  7 245!  5c

678 + 67

1 6 t  I
3 2 =  l c
4 9 r  4 c
6 1 +  3 c

170 = t8

2 2 =  3
6 7 r  8 c

L07 t 25c
1?9 + 9c
L24!  1B(a)p

NaNs

? 5 * 2 L
9 4 Ê 1 8

0
0

K

9 9 t  1
193 = 18c
8 3 = 2 6
2 2 =  8

2 O 4 !  6

I

B(a)p
NaNg

tr

1 1  É 2
2 9 t 4 c
1 0 t 1

:

L 7  ! 2
2 0 ! 4
2 7  = t
2 l = 4

1 0 3 +  6
323 t 57"
2 L ! L 2

:

LzL!  4
?35 r 210c
139 = 16

0
678 ! 67

1 1 0 =  8
841 + 3tr
836 * 3tr
572 x. ltr
4L2 = L2l

zosil zs

8 7 r 1 6
283 ! 27"

0
0

3?9 = 49

1 0 3 *  0
240 ! 26'
2O7 = 4c
105 = 33
352 = 44

1 6 =  1
42t  4c
2 3 =  6

0
1?0 Ê 18

2 2 t  3
3 3 r  4
3 9 +  1
4 2 !  6

L24!  1

0
10
25
50

1
10

0
D

10
15
1

10

9 4 =  3
782 = 18c
736 r 4c
259 t 78c

B(a)p
Nat.ls

r ftoces of pocitive controls expressed in pglplate.
u B(a)p: benzo(a)pyrene; Nal'ls: sodi'- azide.
c Poeitive rceults.
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Scan 1895

*an2147

Scan 2216

Scan 2676

Scan 2713

C 1.;.H22 Cyclopropane octyl

Cr.Hæ Cyclotetradecane

CtrHæ Benzene 1,1' (1,4 dimethyl I butene 1,4 diyl) bis

CrzHr6N2O6 Benzene 1 (1,1 dimethyl ethyl) 2 methoxy
4 methyl3,5 dinitro

C2rHæN2O Methanone (bis 4 (diethylamino) phenyl)

C20II26O4 2H,8H Benzo 1,2 B 5,4 B" Dipyran
10 propanol, 5 methoxy 2,2,8,8, Tetramethyl
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Fig. 3. CPGÂvtS chromatogram of the F organic fraction.

TABLE ry
Identified compounds in organic extract of K leachate by GC/IVIS

Compound Formula
Order of

concentration

Phosphorodithioic acid, dipropyl ester
5 Cbloro 2(3ID benzorazolone
Phoephoroditbioic acid S,,S'-methylene-O,O,O',O'-tetraethylester
Phosphorodithioic acid S [(&chloro-2-oxo'3(2H)-benzoxazolyl)methyU O,O'dietbyl ester
Dioctyl phtalate
Phosphorothioic acid 92 (l<7ano-1-methylethyl)amino-2oxo
Phoophomtàioic acid S (chloronethyl)O,O,diethylester
2(3II) benzorazolone 5 chloro
6 Phenyl 2 pyridone
Souôe 8.S8

c6IIËO2PrS2
c?II{Cl,NO2
caII22O.P2S.
cuH$clrNro{Prsz
czH$o.
CloIItel.I2O.PlSl

c/I{clrNo2

>10 mg/L
>10 mg/L
=10 mg/L
a10 mg/L
a10 mg/L
Ttaces
Traces
IÏaces
Tlaces
Tracee
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Résumê

TRANSFORMATION MORPHOLOGIQUE DES CELLULES SIIE ET COMMUNICATION
INTERCELLULAIRE DES V79 APPLIQUEES A LA DETECTION DE CAT{CEROGENES
NON GENOTOXTQUES.
Ce lravail a corrcerné l'étude des performances de trois essais invitro à détecter les potentialités
cancérogènes gérntoxiques ou épigénetiques des contarninants dc l'envirowrcment.
Cette détection est basée sur les propriêtés de ces substances d'activer la prolifération cellulaire,
de perturber le contrôle de la croissance et dc la différenciation des cellules et de potentialiser
l.'action des agents génotoxiques tels que le B(a)P ou I'action des agenîs rwn génotoxiques dits
promoteurs tels que le TPA.
Izs essafus mis en oeuvre éndicnt :

- I'indrction de muntiaru géniEæs sur des souches de Snlmonella typhimuriwn his-,
- I'it hibition de Ia corrununication intercellulaire entre dcs cellules dc lignee V79
sensibles ou résistantcs à la 6+hioguanfuæ,

- la transformation morplnlogique dcs cellules embryonrwires d'Harnster Syrien.

Deux pesticides chlorés, le chlordanc et le chlorotlnlonil, canérogènes chcz l'animal mais non
mutagèrcs, ont été testés à l'aide de cettc batterie dc tests.
Des lixiviats de déchcts ultimes et dcs percolnts de décharge ont été également étudiés dans les
mêmes conditions.
Izs résulnts obtcnw ttnnlrent que :
- le chlordane twrn mutagènc dans le test d'Ames inhibe In coopération métabolique entre les
cellules V79, il potentialise la transformation nnrplnlogique et I'anivité ODC dcs cellulee SHE
induitcs par lc TPA.
I*s eflets de synergie entre le chlordane et le TPA peuvent trouver une explication dans
I'augmentation des fhrt intracellulaires dc calcium libre dcs cellulcs SHE prétraitées au chlordatæ,
et sournises à l'action consécutive duTPA. 

.
- Le chlorotlulonil n'induit pas de mutation sur les sowches bactériennes de Salrnonella et
n'inhibe pas la coortrafion métabolirye dcs cellules V79 ; il se comporte comrne un prornoteur si
l'on en juge par l'aagmentation de la transformaion dcs cellules SHE prétraitées au B(a)P,

- Le caractère génoloxique des concentrés organiques des percolats dc declurge et de hrtviats dc,
déchcts ultirncs est mis en évidence par le test d'Anus, et confinné par la transformation des
cellules SHE observée lars d'un traitcment par l'échantillon seul, ou suivi par un traitenicnt au
TPA.
Ces dew échantillons se tnontrent iructiJs qtnnt à l'inhibition de Ia coopérarion nætabolique des
cellules V79.
L'érude des perfortnances de ces îois tests milite enfaveur de l'essai de traruformation cellulaire
qui s'est avéré nettement plus sensible à la détection des altérations tant génotoxiques
qu'épigénétiques.

Mots clés : -Tlansfomutionmorphologi4uc - Conanunication intercellulaire -
- Cancérogénèse épigéttétique - Mutagénicité - Chlordane - Chlorothalonil -
- P olluants e nvirowementa ut.
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