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Quelques définitions

 Agent génotoxique = agent dont une des activités
biologiques (ou de I'un de ses métabolites) peut alterer
I'information genétique codée par ’ADN.

 Agent clastogene = agent pouvant provoquer des
cassures chromosomiques

 Agent mutagene = agent pouvant provoquer des
mutations
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Classification des agents cancérogenes

Classification des agents cancerogenes controversee +++

- Mécanismes génotoxiques :
e action directe sur I'ADN cellulaire

- Mécanismes non génotoxiques ou épigenétiques
» Pas de modification structurale de 'ADN (sequence
nucléotidique préservee)
* Expression de genes pouvant étre modifieée

» Modifications biochimiques (hyperméthylation de regions
promotrice, synthese d’ARN, régulation activité
enzymatique...)

» Modifications morphopathologiques (inflammation,
hyperplasie...)

 Modifications immunitaires...
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Agents génotoxiques

— Radiations ionisantes
— Rayonnements ultraviolets
— Fumée de tabac

— Certaines substances chimiques
e amiante,
 HAP,
 Amines aromatiques,

» metaux (chrome hexavalent, arsenic, cadmium, mercure,
nickel, plomb),

e especes radicalaires,
* insecticides organochlorés, hydrocarbures halogénés
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Cancer

* Rupture de |l ’Thoméostasie cellulaire
 Processus clonal multi-étape => Evolution clonale

Mutation 1 Mutations Mutations
1+2 1+2+3
G — ol — e — <
Croissance

) _ Clone tumoral
sélective des clones
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Carcinogen Exposure
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Schematic representation of the multistage process of carcinogenesis.

From : CC Harris. Molecular epidemiology : overview of biochemical and molecular basis
In : Molecular dosimetry and human cancer. JD Groopman, PL Skipper, 1991
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Cancérogenese

o Etapes d’initiation
—  Produit electrophile = lésion ADN
—  Leésion non réparee + multiplication = mutation
— Activation de proto-oncogenes
— Inactivation de genes suppresseurs de tumeurs

e Etapes promotion
—  Stimulation de la prolifération cellulaire
— Inhibition d’apoptose
—  Cellule initiee = lésion pré-tumorale

* Progression
— Instabilité génétique = mutations + prolifération cellulaire
Lésion pretumorale => Tumeur maligne = métastases
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Alterations de I’ADN induites

e Agents chimiques

a action directe
— Agents alkylants (MMS, EMS)
— Agents intercalants

— DNA-DNA cross links ; liaisons inter-brins, intra-brins
(mitomycine, cis-platine)

— DNA-protéines (agents alkylants, UV, RI)

— Déamination (N,O, sodium bisulfite)

a action indirecte (cancérogenes indirects)
Activation métabolique
(AAF, B[a]P, DMBA, aflatoxines)

RE
Cyt P450
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Alterations de I’ADN induites

e Agents physigues

— Ultraviolets f
« UV B : dimeres de pyrimidine j Thymine

(T-T ou T-C) 4

|

UV A : production de radicaux oxygenés

— Radiations ionisantes

« Endommagement des bases (radiolyse de
la thymine ; destruction du groupe
Imidazole des purines...)

e Cassures (liaisons phosphodiesters)

| Radiolyse de la thymine

(air)
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Méthodes d’evaluation de la génotoxicité:
« endpoints »

e Mise en évidence des lésions

— Cassures, alkylation, mutation, conséquence fonctionnelle de
la mutation ...

« Détection d’aberrations chromosomiques
— Numériques et structurales

 Transformation cellulaire
— Sur cellules de mammiferes

e Canceérogenicité
— Etudes in vivo
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Meéethodes d’évaluation de la génotoxicité

e Altérations de 'ADN

— Modification de bases
« Anticorps (adduits de B[a]P)
 Hydroxylation de bases (chromatographie, immunocytochimie)

— Mutations
o Séquencage de | 'ADN
» Conséquence fonctionnelle de la mutation

— Cassures

« Elution alcaline
» Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE assay, COMET)
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Méthodes d’évaluation de la
genotoxicite

 Anomalies chromosomiques

Détection d’'un effet aneugene (anomalies du nombre de
chromosomes) ou clastogene (cassure / clivage des
chromosomes)

— Anomalies numériques
» Cellules en métaphase, micronoyaux
— Anomalies structurales

* Aberrations (gaps, cassures, chromosomes retardés,
ponts inter-chromosomiques)

« Micronoyaux
 Echanges de chromatides soeurs
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Actuellement, il est admis que pour une large majorité
d’agents cancérogenes chimiques, il existe une
reaction entre le cancérogene ultime et | 'ADN

v

Développement de tests a court terme de génotoxicité
(a partir de 1975 +++)

Obijectifs :

- tests simples,

- colt peu éleve,

- facilement disponibles,

- facilement interpretables.
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Pourquol des tests a court terme ?

e Latence des processus de cancérogenese :
10 a 40 ans
—> necessité d’évaluation précoce d’'un potentiel cancérogene

« Codt des études experimentales (in vivo) +++

e Elucider le mécanisme d’action d’'une molécule donnée
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Tests a court terme

e Classification des tests :

- selon le modele cellulaire employé : bactéries,
cellules de mammiferes, cellules humaines...

- selon le type de test .
- Dommages primaires de ’ADN,
- Mutations géniques (mutagénese),
- Aberrations chromosomiques.

A part : tests de transformation cellulaire

o (Geénotoxigue direct versus apres activation
Utilisation de la fraction S9
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Tests a court terme

On distingue :
1 — Les dommages primaires du DNA
2 — Mutations geniques
3 — Effets chromosomiques

4 — Transformation cellulaire
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Tests a court terme

Dommages primaires du DNA

— Liaison covalente a I ADN (adduits),

— Inductions de cassure de 'ADN/réparation (ex: SOS
chromotest),

— Survie de bactéries déficientes en mécanisme de réparation
de 'ADN

— Test des cometes.
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Tests a court terme

Mutations géniques

— Altérations héréditaires de phénotype ou géenotype : substitution,
« frameshift »

Ex : Ames — perte de production d’'un gene, changement de fonction par
mutation reverse...

Peuvent concerner le génome nucléaire, mitochondrial ou plasmidique
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Tests a court terme

Effets chromosomiques

— Nombre de chromosome (aneuploidie),

— Structure des chromosomes (aberrations chromosomiques),
— Echanges de chromatides sceurs (SCE),

— Micronoyaux,

— Test de dominance létale.
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Tests a court terme

Transformation cellulaire

— Simulation des étapes essentielles de la cancéerogenese
cellulaire.

— Production de cellules prénéoplasiques ou néoplasiques en
culture.
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Types de tests a court terme / classification

Activité génétique Transformation
cellulaire
Dommages Mutation Effets
primaires de 'ADN chromosomiques
Procaryotes SOS chromotest Ames
Levures/végétaux
Insectes Drosophile
Cellules de UDS HPRT Aberrations +
mammiferes (in Comeétes Thymidine Kinase | chromosomiques
vitro) (AC)
Micronoyau
Cellules de UDS HPRT AC
mammiferes (in Adduits Thymidine Kinase Micronoyau
vivo) Spot test souris
Homme (in vivo) UDS AC
Adduits Micronoyau
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PRINCIPE DU TEST DES « COMETES »
Single Cell Gel Electrophoresis assay

 Traitement des cellules ; marquage par de I'iodure
de propidium

e Deénaturation alcaline - Electrophorese

 Microscopie en fluorescence

 Analyse d’'image (Fenestra Komet) ; 150 cellules
au hasard

e Test Mann Whitney

Parametres détermineés :

 Longueur de la queue de la comete = distance entre
le bord du noyau et I'extrémité de la queue

* Pourcentage d’ADN dans la téte et dans la queue
par rapport a I’ADN total

« Moment de la queue de la comete = longueur de la
gueue X % d’ADN

Détection de cassures

* MTM = moyenne arithmetique des moments
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Test des cometes

D’apres Dr FL Martin, Institute of
Cancer Research

Fragments d’ADN nucléaire de cellules épithéliales de cancer du sein
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Test dAmes

Salmonella Typhi murium

- souches rendues histidine dépendantes (incapables de proliférer en milieu dépourvu d’histidine)

. rfa + (perméabilité) . pPKM 101 + (sensibilité a certains mutagenes)
.UVR B + ( réparation)
- substitution } TA 100 TA 102 TA 104 TA 1535

frameshift } TA 97 TA 98 TA 1537 TA 1538

Salmonelles HIS —
+ S9 + NADP (cofacteur P450)
+ X (C1, C2, C3), ou Témoin+ ou Témoin-
/ en milieu dépourvu d’histidine
\

48ha72h

Pas de mutation Mutation
HIS - HIS +
(test dit de mutation reverse)

Résultat a rapporter aux bactéries survivantes
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Limites des tests de mutagenese (Ames)

1 — Pas de relation gquantitative

— Pouvoir mutagene sur bacteries / intensité de I'effet
cancerogene sur organisme superieur

2 — Ne détectent pas les cancéerogenes ne produisant pas de lésion sur
I’ADN (hormone)

3 — Ne détectent pas les « promoteurs »

4 — Ne détectent pas les cancerogenes agissant sur le nombre et la
repartition des chromosomes

5 — « Simplification » excessive (ex : métabolisation...)
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Tests sur cellules : micronoyau

 Test mettant en evidence un effet clastogene/aneugene
— Incubation des cellules avec la substance a tester (24h)
— Addition de cytochalasine (prévention de la cytokinese)
— Etalement des cellules sur lame de verre
— Analyse des noyaux (coloration)

a2

. Perte de chrolmosome
Controle Cassure de chrolmosome erte

(0 (o (2
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Test du micronoyau (1)

Moelle osseuse in vivo (souris)
Sang périphérique
Principe
. Des cellules en division sont soumises a un produit x a tester
- Lésions de chromosomes
Mitoses ->morceau de chromosome ou chromosome isolé = micronoyau

. Détermination des micronoyaux dans les érythrocytes néoformés (polychromatophiles:
PCE) : témoins des dommages chromosomiques ou de I'aneuploidie induite par X

Test

. In vivo Moelle osseuse
Souris +++ (rat, hamster chinois)
2 sexes
X
1 24 36 48 60 72
| | | | |
H_/ H_J
échantillon échantillon
X X
1 1 4|8 |60 | 72

échantillon
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Test du micronoyau (2)

Comptage des micronoyaux sur PCEs
(au moins 20 000 PCEs/sexe/dose donc 2000/animal)

* [N VIVO sang périphérique
idem avec 24 H de délai supplémentaire
NB : PCEs = 5 % des érythrocytes
si 1 %, toxicité medullaire

« EXVIVO

« INVITRO
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Test du micronoyau (3)

D’aprés Wei et al, J. Radiat Res, 2006
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Test HPRT (Hypoxanthine phosphoribosyl transferase)

Cellules: CHO (chinese hamster ovary cell) Cellule V79
Cellule L5178Y (lignée lymphome de souris)
Principe :
8azaG  6thioG Guanine Hypoxanthine
I a— ' ' < HGPRT
poisons GMP HXMP
cellulaires
si incorporation
Test:
cellule HGPRT® + X(a tester) +/- S9

+ 6 thioguanine

— ~

mort cellulaire survie cellulaire
pas de mutation mutation
(HGPRT @) (HGPRT-) (mutation forward)

Test réalisé pour nitrosamines, hydrocarbures polycycliques, Chlorure de vinyle...

Détecte les mutagenes qui entrainent la perte de 'enzyme HGPRT (non essentielle
a la survie des cellules)

NB ¢ legter plusieurs goncentrations cellulaires Gay 1,3 CORRRIAIAN Metaholigug.,



Transformation cellulaire

Principe

- production de cellules prénéoplasiques ou néoplasiques en culture, sous
I'action du composé testé

- simule les étapes essentielles de la cancérogénese. La transformation
cellulaire n'implique pas necessairement une modification génétique

- le plus souvent : test morphologique (aspect des colonies — perte de
I'inhibition de contact)

Injection des cellules a I'animal = production de tumeurs
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Transformation cellulaire

Reéalisation ; Fibroblastes

cellules SHE (hamster), BALB 3T3 (souris) C3H10T1/2 (souris),
BHK21CL13 (hamster)

Composeé X a tester
Cl,C2,C3+S9

7-10 jours 4-8 semaines 3 semaines
Morphologie des comptage des foyers colonies en agar
colonies en milieu de transformation sur

liquide la monocouche (perte

de I'inhibition de contact)

A noter : 80 % des cancers proviennent de cellules épithéliales
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Interprétation des tests

Plusieurs éléments :
- Aucune batterie de tests idéale
- Bien connaitre les pieges des tests a court terme

- Signification du test + : indicateur d’'un potentiel génotoxique
dans les conditions du test

MAIS

- Quelle est la capacité du produit testé a produire un effet in
vivo ou chez 'homme ?

(inactivation du produit, concentration a I'organe-cible,
diffusion, métabolisme préalable, atteinte de I'organe...)

- Signification d’'un test ® obtenu uniquement a la forte dose ?
- Inhibition index mitotique > 50 %

et/ou - limite de solubilité atteinte

et/ou - cytotoxicité > 50 %
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Test a court terme
Surtout utiles pour les génotoxigues
> 100 tests actuellement

Recommandations IARC

- Systeme utilisé valide pour la substance a étudier (Cf animal,
structure chimique - structures chimiques d’alerte)

- Systéme métabolique approprie, durée d’exposition, dose
suffisante

- Témoin approprié
- Pureté du compose testée (ou mélange connu representatif)

Confiance dans résultat (+) si :
- relation dose-réponse,

- Plusieurs études indépendantes (+)
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Tests

« organisme » Dommage | Mutation Aberrations Transformation
primaire de | génigue | chromosomiques cellulaire
I’ADN
Bactérie SOS Ames
chromotest
Champignons
Levures
Plantes
Insectes
Culture de HPRT AC
cellules (in vitro) cometes micronoyau
Cellules in vivo Adduits HPRT AC
(de mammiferes) | Cassures micronoyau
ADN
simple brin
Humain Adduits AC
cometes micronoyau
_———————
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Echanges de chromatides-soeurs

- Meéthode: 5 bromodeoxyuridine incorporée a la place de la thymidine
dans la synthése du DNA

- 2 cycles (lymphocytes - ~ 60-72 H sous mitogene
phytohémagglutinine PHA)

- Blocage des cellules en metaphase (colchicine)

- Choc hypotonique (KCI)

- Etalement

- Coloration par agent fluorescent + UV + May Grunwald Giemsa

—> Coloration différentielle des 2 chromatides de chaque chromosome
(seule la chromatide non détruite par le UV est colorée par MGG)

- Valeur du test (Environ Mutagenesis 1984, 6 : 737-752)
. Test sensible
. A priori : il existe une cassure du DNA

. In vitro et in Vivo / ex Vvivo
Cellules traitées animal traité puis surveillance
test sur ses cellules travailleurs

(moelle osseuse)

. Aspect - : le taux spontané d’ECS varie avec de nombreux facteurs
(heure de prélevement, tabac...); trop sensible ?
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Echange Chromatides Soeurs

Agent chimique

'

Chromosome Chro
romosome

[« Prélévement du sang

= Mise en culture en présence
iy s marcueur (Brat)
* Coloration FLG cellutaires

= —s

- =

=it —

— —_—

=

=

e

) k 1 échange (ECS) 3 échanges 8 échanges
Chromatide Chromatide

provenant du néoformé ayant
chromosome incorporé Bral)
pére

0 échange
Fumewur : 11-13

Sujet Normai : Ecs I 46 chromosomes ....: ECS / 46 chromosomes

soit 0,174 ECS / chromosome soit entre 0,217 et 0,521 ECS I chromosome

T11
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Echanges de chromatides-soeurs
(sur CHO, V79, lymphocytes)

Principe : représentation cytologique indirecte de Iésions de 'ADN

Sang périphérique - isolement des lymphocytes
Mise en culture avec un mitogene (PHA) + 5-bromodeoxyuridine durant 2 cycles cellulaires

Blocage des mitoses (colchicine) en métaphase. Choc hypotonique - étalement des
chromosomes

Coloration (agent fluorescent Hoechst + UV + May Grunwald Giemsa)

- comptage des échanges de chromatides soeurs (ECS), témoignant d'une cassure de
I’ADN double brin avec permutation des chromatides (coloration différentielle)

Application :
* In vitro (cellules traitées par X)
* Invivo chez I'animal
* In vivo chez 'homme (aprés exposition a X)
Expression des resultats.
« Comptage sur > 50 métaphases
* millions ECS / métaphase (N =7 a 10)
e Cellules a haute fréquence de SCE (HFC) (sur 80 métaphases)

Jean-Claude Pairon — Dipldme Inter-Universitaire (DIU) de Toxicologie Médicale - 2011-2012



Pieges des tests a court terme

1 — Problemes liés a I'agent teste
- purete +++
- stabilité dans le solvant employé
- stabilité dans le milieu de culture (T50 a connaitre)

- modifications induites du pH du milieu, de la P osmotique,
cytotoxicité

2 — Conditions de traitement

- durée de traitement, dose
- nombre d’administration
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Pieges des tests a court terme

3 — Type de test = limites propres
- Ames
Faux négatifs
- produits agissant sur la division cellulaire (vinblastine)
- produits agissant apres fixation sur un récepteur (DES)
- produits qui dépletent en HIS (cadmium)

Le test ne peut pas détecter les produits contenant de I'HIS ou du
TRP, ou intervenant dans la synthese de ces acides aminés, ou les
bactéricides !

- AC
Le résultat dépend du type cellulaire
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Etude expérimentale de cancérogenese
Réalisation pratique

Codt élevé (million d’euros)

Substance testée (composition +++)
Especes : petits rongeurs (rat, souris, hamster)
Souches (tumeurs spontanées)
Males = femelles
Nombre : 50/dose/sexe ou + Si
3 doses + 2 témoins sacrifices
intermédiaires

2 a 5 x dose humaine dose —» —10% poids
Durée : toute la vie/18 mois — 2 ans/ survie témoins < 30 %
(souris) (rat)
Voie adéquate :
— Inhalation (intermittente/continue)
— Instillation intra-trachéale
— Intra pleurale, Intra péritoneale
— S/C, IV, per os
Protocole : randomisation/collection — stockage données, contrdle de
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Etude expérimentale de cancérogenese
Réalisation pratique

 Importance +++ de :
— La caractérisation precise de I'agent étudié (en particulier dans
I'expérience d’inhalation),
— Monitorage de la dose administrée,
— Dose administrée : survie traités/controles (toxicité),
— 2 sexes etudiés,
— Randomisation,
— Durée d’'observation.

Des tumeurs bénignes peuvent étre combinées aux tumeurs malignes
dans I'évaluation lorsqu’elles représentent une étape dans la
progression vers la malignité.
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Etudes expérimentales de cancérogénese

Des tumeurs bénignes et malignes peuvent survenir en I'absence
d’exposition

Plusieurs types différents de tumeurs se developpent spontanément
dans les 2 sexes chez le rat et la souris, mais a des taux difféerents

Le « bruit de fond » des tumeurs d’'une espece peut étre inhabituel
dans une autre espece (ex : adénome testicule = fréquent chez rat
male, rare chez souris male ; tumeurs hépatiques 10 fois plus
frequentes chez la souris male que le rat male)

Variation du « bruit de fond » des tumeurs selon le sexe dans une
méme souche d’'une espece donnée (ex : phéochromocytome rat
male F344 = 7 fois plus fréquent que rat femelle)

Variation du bruit de fond tumoral inter-essais
—> importance des témoins +++
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50 Minimum incidence of tumors

statistically detectable (p<.025)
with different sample sizes

40

30

20

10

% Tumors Possibly Undetected

TR ERECIENE TR, B Sy

0 ! ]
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Number of Animals in Test Group

%gure 2-9. Statistical limitations in the power of experimental ami-
wal studies to detect tumorigenic effects.
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Male BEC3F1 Mice

Adrenal cortical tumors 4§

Harder's gland adenoma/carcinoma e
Hemangioma/hemangiosarcoma 52
Malignant lymphoma -
Subcutaneous tissue neoplasms E

Lung adenoma/carcinoma -5

E
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Figure 2-11. Most frequently occurring tumors in untreated control
mice from recent NTP 2-year rodent carcinogeniciry studies.

The values shown represent the mean =SD of the percentage of
animals developing the specified tumor type at the end of the 2-year
study. The values were obtained from 30 different studies involving 2
total of between 1447 and 1474 animals per tumor type.
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Figure 2-10. Most frequently occurring rumors in untreated control |
rats from recent NTP 2-year rodent carcinogenicity studies. \

The values shown represent the mean £SD of the percentage of
animals developing the specified tumor type at the end of the 2-year |
study, The values were obtained from 27 different studies involving a
combined total of between 1319 and 1353 animals per tumor type.

Jean-Claude Pairon — Dipléme Inter-Universitaire (DIU) de Toxicologie Médicale - 2011-2012



Etudes expérimentales de cancérogenese

Points-clés de I'interprétation
1 — nombre suffisant d’animaux par groupe

2 — schéma d’administration : dose suffisante
(concentration, durée)

3 — exposition suffisante du tissu cible par la technique
employée

4 — tumeurs histologiguement comparables a I'hnomme

5 — relation dose-réponse

6 — anomalies pulmonaires associées (fibrose ?...)
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