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Avant-propos

Ce polycopié est le support de cours de la matiere Génotoxicologie destiné aux
étudiants de la troisiéme année licence academique en Génétique (unité d’enseignement
méthodologie, Coefficient : 2, Crédits : 4). Ce cours présente un volume horaire semestriel de
55 heures pour 15 semaines d’enseignements et un volume horaire hebdomadaire de 1 heure 30

minutes de cours et 1 heure 30 minutes de travaux diriges.

Pour bien assimiler cet enseignement, certaines connaissances préalables sont
recommandées telles que certaines notions de biologie cellulaire, de biologie moléculaire et de
génétique (programme de la 2°™ année Licence). Le mode d’évaluation de cette matiére est par
contréles continus ainsi que des exposés présentés oralement par les étudiants et examen

semestriel.

Ce cours de génotoxicologie traite les effets des xénobiotiques sur la moléule d’ADN,
les perturbations causés sur l'organisme et les différentes pathologies engendrées. Dans le cadre
de cet enseignement, nous proposons aux étudiants une méthodologie de transfert de la
génotoxicologie a une forme particuliére de biosurveillance consistant a évaluer la mutagénicité
de substances biologiques, d’une part, et d’autre part a rechercher des Iésions primaires de
I’ADN, voire des mutations géniques ou chromosomique en relation avec une exposition

professionnelle.



Résumé

Il est bien établi que I’ADN représente le support moléculaire biologique porteur de
I’information génétique de la plupart des étres vivants, a I’exception notable des virus a ARN.
La génotoxicité, appelée également toxicité génétique, représente la capacité de certains agents
physiques, chimiques, ou biologiques, a provoquer I’apparition de dommages a I’ADN pouvant
conduire & des mutations irréversibles du matériel génétique si ces Iésions ne sont pas réparées.
Le présent document a pour but de traiter les effets des xénobiotiques sur I'ADN, les
perturbations causes sur l'organisme et les différentes pathologies engendrées ; essentiellement
la cancérogénese et la tératogénese. L’étudiant sera capable par la suite de décrire les
mécanismes de restauration de I'intégrité du génome. L’étude des altérations du patrimoine
génétique nous rend capables de détecter les interactions de I’ADN avec divers agents
génotoxiques, et de caractériser les lésions induites sur I'ADN. Ce polycopié présente les
principaux aspects de la génotoxicologie, des notions de pharmacogénétique, les mécanismes
de formation des Iésions de I’ADN ainsi les systemes de réparation de I’ADN. Les relations
entre génotoxicité et cancérogénicité sont également examinées. Ce polycopié de cours de
génotoxicologie est sturcturé en 9 chapitres. Le premier chapitre donne des notions sur la
toxicologie, il s’articule autour de 3 volets: le premier volet présente les molécules
xénobiotiques, le deuxieme explique les étapes de transformation des molécules xénobiotiques
tandis que le troiéme volet présente les méthodes expérimentales d’évaluation de la toxicité.
Les chapitres suivants traitent successivement la Pharmacogénétique, les Mutagenes, les
Systemes de réparation de I’ADN, les Conséquences et effets génétiques des mutagenes et de
la réparation, la Reprogrammation de l'information génétique sous l'effet de la production de
Iésions de I'ADN, la Cancérogénése et Tératogénese et se terminent par des Notions sur la
stratégie, la Iégislation des produits mutagenes et la sécurité au laboratoire suivie par les
références bibliographiques.

Mots clés : pharmacogénétique, cancérogénese, tératogénese, systémes de réparation
de ’ADN.



Abréviations

ADME : Absorption, Distribution,
Meétabolisation, Excrétion.

ADN :  Acide Désoxyribonucléique
ARN:  Acide désoxyribonucléique
Art. : Article

AT: Ataxia Telangiectasia

ATM:  Ataxia Telangiectasia mutataed

ATP:  Adénosine triphosphate
BER : Base Excision Repair
BET : Bromure d’éthidium
BET: Bromure d’éthidium

BRCAL: Brest cancer susceptibility gene

1

BRCAZ2: Brest cancer susceptibility gene
éHEKZ: Checkpoint kinase 2

CDB : cassure double brins

CETH : concentration équivalente en
toxicité humaine

CL50:  concentration létale 50

CYP450s : cytochromes P450
DL100: Dose Létale 100

DL50 : Dose Létale 50
DSB : Double Strand Break
EMTX: Enzymes du métabolisme et

des transporteurs des xénobiotiques.
ex : Exemple

FGF1: Fibroblast Growth Factor 1
GGR : Global Genome Repair

His : histidine

hMLH1 : human MutL Homolog 1

hMSH2: human MutS protein Homolog 2.

hMSH®6: human MutS protein Homolog 6

IM :

I

m3:

mg :
min :
MMR :
MSI :
NER :
NHEJ :
Rh:
ROS :
RX:
SNP :

Indice de Métabolisation

litre

metre cube

milligramme

mintute

Mismatch Repair

Instabilité des microsatellites.
Nucleotide Excision Repair
Non-Homologous End Joining
Rhésus

Reactive Oxygen Species
Raynnement X

Single Nucleotide

Polymorphisms

TCR :  Transcription-Coupled repair
TMPT : Thiopurine S-MéthylTransférase
uv: Rayonnement ultraviolet
OR: Odds ratio

P53: Protéine 53

PMS2: Postmeiotic Segregation
increased 2

pRb:  Protéine du Rétinoblastome.
RH: Recombinaison Homologue
% : pourcentage

5-BU:  5-bromouracile
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I. Introduction Générale

Il est bien établi que I’ADN représente le support moléculaire biologique porteur de
I’information génétique de la plupart des étres vivants, a I’exception notable des virus a ARN.
Cette macromolécule doit donc étre extraordinairement stable afin que soit maintenu le haut

degre de fidélité du patrimoine génétique.

Cependant, la structure primaire de la molécule d’ADN, c’est-a-dire la séquence des
bases nucléotidiques, est une structure dynamique sujette a de constants changements. Par
exemple, la transposition de génes, I’altération de bases ou de nucléotides sont des phénoménes
bien connus au niveau des cellules procaryotes et eucaryotes. Ces variations sont consécutives,
d’une part a des erreurs spontanées, d’autre part a des lésions de I’ADN induites par des agents

physiques ou chimiques qualifiés de génotoxiques.

Il est également apparu que la survenue de mutations au niveau des cellules somatiques
induit I’initiation d’un processus carcinogénique. Au niveau germinal, les mutations peuvent
induire des infertilités ou se transmettre a la descendance. Dés lors, le domaine de la toxicologie
génétique s’est révélé étre essentiel puisque la détermination des facteurs environnementaux
susceptibles d’interagir, directement ou non, avec le patrimoine génétique des cellules est
devenue nécessaire dans le cadre de la prévention des risques cancérogenes et de la toxicité vis-

a-vis de la reproduction.

La génotoxicologie consiste en la mise en évidence du potentiel toxique des agents
physiques ou chimiques vis-a-vis de I’ADN et a identifier les mécanismes mis en jeu en
distingant notamment les Iésions primaires de I’ADN, les actions mutagenes, clastogénes et
aneugenes. La caractérisation de ces dangers permet alors une évaluation du risque selon les
caracteéristiques de I’exposition (traitement médicamenteux, exposition accidentelle, ...) et les
tissus cibles concernés. Elle est avant tout destinée a prévenir les risques de cancers,

d’altérations génétiques transmissibles, voire d’infertilité.

Ainsi, la Génotoxicologie a pour objetifs : la détermination et I’application des notions
de biosécurité au laboratoire, I’identification des agents génotoxiques et la détermination des
mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans les phases de bioactivation, d’interaction
avec I’ADN, de réparation des lésions primaires, et I’évaluation des conséquences initiales de

ces lésions.
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L’étude de la Génotoxicologie permet de proposer un certain nombre de tests de
génotoxicité permettant de déceler les lésions primaires de I’ADN (tests des cométes, détection
des adduits...), les mutations géniques (test d’Ames), chromosomiques et génomiques (test des
micronoyaux). La toxico-genétique permet par ailleurs la surveillance biologique des
expositions professionnelles a des environnements potentiellement cancérogénes en appliquant
des stratégies incluant des tests de génotoxicité et par conséquent elle permet d’initiez a
certaines actions de prévention des cancers professionnels afin d’optimiser les actions de

prévention



CHAPITRE I : Notion sur la toxicologie
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CHAPITRE I : Notion sur la toxicologie.

VOLET 1 : Molécules xénobiotigues.

« Tout est poison et rien n'est sans poison ; la dose seule fait que quelque chose n’est pas un
poison. » Paracelse, (1493-1541)

l. Introduction :

La toxicologie est depuis longtemps reconnue comme étant la science des poisons. Elle
étudie les effets nocifs des substances chimiques sur les organismes vivants. Elle fait appel a
une multitude de connaissances scientifiques :
e Biologiques : Pour mettre en évidence les désordres et les modifications de chimisme de
I’organisme ;
e Pharmacodynamiques : pour expliquer les processus intimes des modes d’action des
différents toxiques ;

e Chimiques analytiques et physiques : pour la mise en évidence des toxiques.

L’objectif essentiel des études toxicologiques est la recherche qualitative et/ou
quantitative des toxiques, principalement dans les milieux biologiques, lI'environnement, les
denrées alimentaires, dans des produits susceptibles d'entrer en contact avec les étres vivants
(par exemple : les médicamentsm, les cosmétiques, les pesticides, les émanations gazeuses de

déchets organiques ou industriels, les suspensions radio-actives, les eaux polluées, etc ...

D’une maniére globale, la toxicologie s’intéresse particulierement a I’identification du
danger et a I’analyse du risque lié a I’exposition des organismes vivants aux xénobiotiques. Elle
développe et utilise des modeles expérimentaux moléculaires, cellulaires et intégrés ainsi que
des modeles bio-informatiques. Son but ultime est de définir la sécurité sanitaire des

populations.

La toxicité est la capacité intrinseque des substances chimiques a provoquer un

dysfonctionnement au niveau cellulaire, moléculaire, organique. C’est la capacité d’un agent a
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avoir un effet nocif sur un organisme. La toxicité peut se manifester de facon cancéreuse, agir

sur les voies sanguines, dégrader le systeme immunitaire ou les fonctions reproductrices.

Il.  Modes d'action des toxiques :

Plusieurs mécanismes sont impliqués dans la toxicité des xénobiotiques. Certains de
ces mécanismes se rapportent au métabolisme ; en effet, I’organisme est capable de former un
composé plus toxique que le produit ingéré, le métabolite formé pouvant étre a I’origine
d’altérations, nécrose ou cancer. Le composé toxique peut aussi intervenir sur des protéines
essentielles, comme I’hémoglobine, inhibant sa fonction normale, le transport de I’oxygéne, ou
inhiber un certain nombre d’enzymes essentielles a la dégradation de composés endogenes. Au
contraire, des substances comme I’alcool, peuvent induire des réactions enzymatiques,

augmentant la quantité de composés toxiques formés, il en est de méme des composés du tabac.

Les mécanismes de toxicité sont souvent dépendants du mode d’exposition (exposition
élevée de type accidentel, exposition répétée a faible dose). La toxicité peut s’exprimer a
différents niveaux d’organisation biologique. La lésion peut étre évaluée a I’échelle :

e de I’individu (une plante, un animal, une personne) ;
e de I’organe ;

e de la cellule ou de la molécule.

Par systeme, la toxicité peut affecter les systemes ou appareils immunitaire,
respiratoire, cardio-vasculaire, rénal, endocrinien, digestif, musculo-squelettique, sanguin,
reproducteur et nerveux central. Les principaux organes sont le foie, les reins, les poumons, le
cerveau, la peau, les yeux, le cceur, les testicules et les ovaires. Au niveau cellulaire ou
biochimique, les effets nocifs peuvent perturber le métabolisme protéique normal ou les
récepteurs endocriniens, inhiber le métabolisme énergétique ou encore entraver ou favoriser
I’induction enzymatique des xénobiotiques (substances étrangéres). Au niveau moléculaire, ils
peuvent perturber la transcription ADN-ARN ou la liaison a des récepteurs spécifiques
cytoplasmiques et nucléaires, ou encore causer des lésions au niveau des genes ou de leurs
produits. Finalement, le dysfonctionnement d’un organe essentiel a de fortes chances d’étre la

conséquence d’une lesion moléculaire dans une cellule cible particuliére de cet organe.

Le mode d’action défini par RAND et ses collaborateurs (1995) comme une série
commune d’effets physiologiques et de comportement peut caractériser un type de réponse
biologique néfaste. Il se réfere donc aux effets pathologiques qui peuvent étre observés au
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niveau de l'organisme entier. Plusieurs définitions ont été proposées pour le mécanisme
d’action, toutefois, pour plusieurs applications, il se référe a une cible biochimique ou une voie
biochimique affectée. 1l fait donc référence a l'interaction moléculaire qu'une molécule subira
et qui sera le point de départ clé de la voie des effets indésirables pour cette substance, c'est-a-

dire I'événement d'initiation moléculaire.

Les toxiques provoquent chez les étres vivants des altérations que I'on peut regrouper

en:

1) Effets somatiques (altération des fonctions végétatives) telles que :
e Neurotoxicité : c'est le cas de nombreux insecticides qui agissent au niveau des zones
de contact entre cellules nerveuses (synapses) ;
e La fonction respiratoire : l'arsenic, les cyanures sont des inhibiteurs d'enzymes de la
respiration cellulaire ;
e Les fonctions détoxifiantes : les organes touchés sont le foie, les reins... (en liaison
avec l'activité des cytochromes P450).
2) Effets germinaux (altération des fonctions reproductrices ou de la descendance) :
e Stérilisation ;
o Effets tératogénes (déformations congénitales).
3) Effets cancérogeénes (syn. : cancérigenes, carcinogénes, oncogenes) : qui provoquent ou
favorisent I'apparition d'un cancer.
4) Geénotoxicité : Les effets tératogénes et cancérogénes sont souvent liés a une action du
toxique sur le matériel génétique (génotoxicité), c'est-a-dire sur I'ADN des chromosomes
(Figure 1). On parle alors de mutation et d'effet mutagene.

Absorption Répartition Elimination

poumons =———> —p expiration
se lic a I'ADN et a I'ARN et
provoque des mutations génétiques

tube digestif» —p urines

PeaU ——p

Figure 1: lllustration de la génotoxicité induite par les xénobiotiques
(PHARMACOmédicale.org).
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I1l.  Molécules xénobiotiques :

L'homme est constamment exposé a des molécules présentes dans I'environnement
désignées sous le terme général de xénobiotiques, regroupant contaminants alimentaires,
composeés synthétiques, polluants environnementaux et médicaments. L'accumulation de ces
substances dans I'organisme est néfaste. Le métabolisme des xénobiotiques, par l'intermédiaire
des enzymes du métabolisme et des transporteurs des xénobiotiques (EMTX), permet leur
élimination, en convertissant ces composés lipophiles en composés hydrophiles, qui peuvent

alors étre excrétés dans les fluides biologiques.

Les variations interindividuelles dans l'activité des EMTX sont trés importantes et
dépendent de plusieurs facteurs : g@énétiques, épigénétiques, environnementaux ou

physiopathologiques (jeline, diabéte, hépatites, cirrhoses, cancers, etc.).

Les xénobiotiques sont des substances étrangeres présentes dans le corps ou les tissus
d’un organisme vivant. Toxiques, ces molécules n’existent pas dans la nature et sont surtout
utilisées dans les domaines agricoles et industriels. Les médicaments, les pesticides et les
additifs alimentaires sont les xénobiotiques les plus répandus. Les xénobiotiques sont des
molécules étrangeres a la biosphére : on ne les retrouve pas a I’état naturel. Ils résistent a la
biodégradation et s’accumulent dans les sols, I’eau et les organismes. Ce sont donc d’importants

polluants et contaminants.

Le xénobiotique en lui-méme n’est pas dangereux. La toxicité vient de la réaction
complexe entre le corps étranger et la structure moléculaire de I’organisme sur laquelle il vient
se fixer. L’action des antibiotiques sur le corps humain est basée sur le principe des
xénobiotiques. Les pesticides, de la méme maniére, protégent les végétaux tout en modifiant
leurs propriétés : perte de go(Qt, ralentissement de la croissance, couleurs plus ternes, etc. Dans
le secteur alimentaire, de nombreuses substances étrangéres entrent en contact avec la
nourriture. Ces xénobiotiques voyagent a travers les emballages ou peuvent apparaitre a I’issue
de la cuisson. Les phtalates, par exemple, sont des résidus de plastique trés toxiques
responsables de la contamination de nombreux aliments. L’inhalation ou I’ingurgitation de
xénobiotiques, méme en petites quantités, sont tres dangereuses pour la santé a moyen et long

termes.

Un Xénobiotique est toxique lorsque, apres pénétration dans I’organisme, quelle que

soit la voie, a une certaine dose unique ou répétée, elle provoque, immédiatement ou a terme
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de facon passagére ou durable, des troubles d’une ou plusieurs fonctions de I’organisme

pouvant aller jusqu’a I’arrét complet de ces fonctions et amener la mort.

I11.1. Les organes cibles :
e Systeme nerveux : asthénie, vertiges etc...
e Peau : bralures, irritation, lésions.
e Poumons : pneumonies chroniques.
e Reins : insuffisance renale.
e Foie : hépatites.
e Yeux : conjonctivite.

e Os et tissu adipeux : stockage.

IV. L’effet toxique :

Lorsqu’un individu absorbe des produits chimiques, divers effets biologiques peuvent
se produire et se révéler bénéfiques (ex. : I'amélioration de la santé aprés I’administration d’un
médicament) ou néfastes (ex. : une atteinte pulmonaire suivant I’inhalation d’un gaz corrosif).

La notion d’effet toxique suppose des conséquences nocives pour I’organisme.

La toxicité englobe I’ensemble des effets néfastes d’un toxique sur un organisme
vivant. Autrement dit, il s’agit de la capacité inhérente a une substance chimique de produire
des effets nocifs chez un organisme vivant et qui en font une substance dangereuse. L’effet
néfaste est lié a la dose, a la voie d’absorption, au type et a la gravité des lésions ainsi qu’au

temps nécessaire a I’apparition d’une Iésion.

Les organismes fonctionnent dans des conditions relativement constantes (pH,
oxygene, autres). C’est ce que I’on appelle I’homéostasie ou la constance du milieu intérieur.
Les organismes vivants cherchent & maintenir cet équilibre afin de conserver un degré optimal
de fonctionnement. Le corps humain est un ensemble de systemes finement rodés qui peut
s’adapter a de nombreuses situations d’agression, tant biologiques que physiques ou chimiques.
Les processus d’adaptation de I’organisme fonctionnent continuellement pour veiller a
maintenir cet équilibre. Quand cet équilibre est perturbé, cela entraine un dysfonctionnement,

c’est I’effet toxique.

IV.1. Facteurs influencant les effets toxiques :
Les toxiques ne présentent pas tous le méme degré de toxicité. Certains ont une faible
toxicité, méme si on les absorbe en grande quantité, par exemple le sel de table, tandis que



Génotoxicologie-L3 Dr. DJILALI-DOULA F

d’autres ont une forte toxicité, méme si on en absorbe de faibles quantités, notamment les
dioxines. On peut expliquer de telles variations par les différences qui existent entre la structure
chimique des substances. Ces différences peuvent affecter la capacité des substances a perturber

le fonctionnement de I’organisme.

V.  Nature des produits chimiques : (Un produit peut avoir plusieurs effets a la fois)

1- Les produits corrosifs : lls exercent une action destructrice des tissus vivants. IIs
brilent la peau et les muqueuses et peuvent provoquer parfois des lésions trés graves.

2- Les produits irritants : Ils provoquent des démangeaisons avec rougeur et
inflammation des téguments et notamment de la muqueuse respiratoire.

3- Les produits sensibilisants ou allergisants : Ces produits ne provoquent de réaction
que chez certains individus prédisposés : (antécédents d’allergie, terrain atopique).

4- Les produits cancérigenes : lls peuvent provoquer des cancers ou en augmenter la
fréquence.

5- Les produits mutagénes : Ils provoquent des mutations génétiques pouvant provoquer
des cancers.

6- Les produits tératogenes : lls peuvent produire des malformations chez I’embryon.

VI. Les différentes formes de toxicité :

Les étres vivants peuvent présenter des troubles physiologiques variés selon les

quantités absorbées et la durée de I'exposition pour une méme substance.

VI. 1. La réversibilité et Iirréversibilité :
A. Effet réversible :

Certains effets toxiques sont réversibles ; ils disparaissent plus ou moins rapidement
apres I’arrét de I’exposition. Les systémes enzymatiques sont donc rarement saturés et leur
activité reste pratiquement égale a la concentration du toxique. La plupart du temps les effets
sont aigues et a court terme. EX : organophosphorés avec cholinestérases.

B. Effetirréversible :
D’autres effets toxiques sont irréversibles, ils persistent ou s’aggravent aprés I’arrét de
I’exposition par sommation totale des dommages. Ex : RX (la mutagénese, la cancérogénese,
la tératogénese, la sensibilisation allergique, les nécroses et les agressions cellulaires).
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VI. 2. Toxicité directe et indirecte :
L’effet toxique peut étre direct ou indirect.

A. Toxicité directe :

Le toxique produit ses effets sous la forme dans laquelle il a été absorbé, c’est le cas
de la plupart des toxines. Il s’agit de produits doués d'une grande réactivité chimique qui
agissent directement sur l'organisme (organes cibles) sans aucune transformation tel que le
sulfate de méthyle, le diazométhane et le Formaldéhyde etc. Par exemple, les agents alkylants
attaquent les protéines et les acides nucléiques, ce qui transforme ces constituants cellulaires en

dérivés substitués qui sont modifiés et ne peuvent plus assurer normalement leurs fonctions

B. Toxicité indirecte :

La substance engendre dans I’organisme des intermédiaires toxiques et peut étre
qualifiée de substance protoxique. Il s’agit de la métabolisation enzymatique préalable dans
l'organisme. Souvent, apparition d’intermédiaires au cours de la métabolisation bénéfique des
toxiques dans le foie (centre anti-poisons) :

elnteraction des toxiques avec les protéines : nécrose, atteintes immunitaires ...

eInteraction des toxiques avec les acides nucléiques (ADN) : apparition d'une mutation

suivie éventuellement d'un processus tumoral.

V1.3. La toxicité peut avoir également un effet aigué, subaigué ou a long terme :
Un effet aigu se fait sentir dans un temps relativement court (minutes, heures, jours),
tandis qu’un effet chronique ne se manifeste qu’apres un temps d’exposition relativement long

et de facon permanente (semaines, mois, années).

A) La toxicité aigué :

Elle représente la manifestation la plus spectaculaire de la toxicité. Chez les vertébrés,
certains poisons neurotoxiques peuvent provoquer a fortes doses une mortalité quasi immédiate
(en quelques minutes) dans les cas extrémes. C'est bien entendu le cas de certaines armes
chimiques dénommées vulgairement «gaz innervants». Ce fait, qui conduit a considérer comme
vénéneuse toute substance qui tue violemment, se traduit par une mort rapide de l'individu ou

de la population.

La toxicité aigué résulte d’une exposition de courte durée avec absorption massive du

toxique, sur une période ne dépassant pas les 24 heures. Les manifestations d’intoxication se
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développent rapidement. L’évolution se fait soit vers la mort soit vers la guérison souvent sans

séquelles.

Ainsi, l'inhalation par un vertébré terrestre d'oxyde de carbone, I'absorption d'un
insecticide organophosphoré, le parathion, ou de cyanure a de tres faibles concentrations en
valeur absolue (une dizaine de ppm), ou encore I'exposition d'une plante a quelques fractions

de ppm d'ozone, illustrent bien I'aspect spectaculaire de cette forme de toxicité.

B) La toxicité subaigué :

Elle differe de la précédente par le fait qu'une proportion significative de la population
voire la totalité peut survivre a l'intoxication, bien que tous les individus aient présenté des
signes cliniques découlant de I'exposition au toxique. Elle correspond pour une substance
donnée a une contamination par des concentrations plus faibles que celles qui induisent une
intoxication aigué tout en étant suffisantes pour provoquer éventuellement la mort de certains

des individus exposés.

C) La toxicité a long terme :

En regle générale, les étres vivants ne sont pas exposés dans les biotopes qui leur sont
propres a des concentrations en polluants toxiques provoquant des intoxications aigués ou
subaigués. En effet, les risques toxicologiques qui résultent de I'exposition de populations
humaines a des substances toxiques dans leur cadre de vie, voire en milieu professionnel, sont
essentiellement une conséquence de leur exposition permanente via la contamination de
I'atmosphere, des eaux et/ou des sols a de trés faibles concentrations de polluants. Ces derniéres
sont parfois méme si infimes qu'elles ont trop longtemps été considérées hélas a tort, comme
dépourvues de conséquences pour 1'hygiéne publique, et a fortiori d'effets écotoxicologiques.

Les effets néfastes ne se feront sentir que quelques mois a quelques années voire
dizaines d’années plus tard. Survient suite a des expositions répétées a de petites doses pendant

une longue période de temps, les manifestations d’intoxication surviennent :

a) Soit parce que le toxique s’accumule dans I’organisme, c'est-a-dire qu’a chaque
exposition la quantité éliminée est inférieure a la quantité absorbée. La concentration du toxique
dans I’organisme augmente progressivement pour atteindre une dose seuil susceptible

d’engendrer des manifestations toxiques. On parle « d’effet cumulatif » ;

b) Soit que les effets engendrés par les expositions répétées s’additionnent sans que le

toxique ne s’accumule dans I’organisme, on parle « d’effet de sommation » ;
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c) Il peut aussi arriver que le toxique s’accumule dans I’organisme, mais qu’une action

toxique ne survienne que lorsqu’il est mobilisé des tissus dans lesquels il était déposé.

VII.  Toxicité aigué et DL50/DL100 :

La dose létale 50 ou DL50 est un indicateur quantitatif de la toxicité d’une substance.
Cet indicateur mesure la dose de substance causant la mort de 50 % d’une population animale
donnée (souvent des souris ou des rats) dans des conditions d’expérimentation précises. Elle
s’exprime en milligrammes de matiere active par kilogramme de poids de I’animal. Alors que
la dose létale 100 ou DL100 est la a dose de substance causant la mort de 100 % d’une
population animale donnée. Plus ce chiffre est petit, plus la substance est toxique.

S’il s’agit d’une substance inhalée, on parle de concentration létale 50 (CL50 ou
CLt50) pour exprimer la concentration du toxique dans I’air inspiré et causant la mort de 50 %

des animaux, la CL50 est exprimée en mg-min/m3,
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CHAPITRE I : Notion sur la toxicologie

VOLET 2 : Les étapes de transformation des molécules xénobiotiques

I. Généralités :

L'homme est constamment exposé a des molécules présentes dans I'environnement
désignées sous le terme général de xénobiotiques, regroupant contaminants alimentaires,
composeés synthétiques, polluants environnementaux et médicaments. L'accumulation de ces
substances dans l'organisme est néfaste. Le métabolisme des xénobiotiques, par l'intermédiaire
des enzymes du métabolisme et des transporteurs des xénobiotiques, permet leur élimination,
en convertissant ces composés lipophiles en composés hydrophiles, qui peuvent alors étre

excrétés dans les fluides biologiques (Figure 2). La détoxification comprend 3 phases :
1. La phase d’exposition au toxique : libération du toxique dans le tube digestif.

2. La phase toxicocinétique : I’étude du devenir des substances exogénes ou endogenes

toxiques, dans les organismes vivants depuis leur pénétration jusqu'a leur élimination.

3. La phase toxicodynamique : I’étude du mécanisme d’action d’un xénobiotique sur une

cible biologique et la production d’un effet.

Libération des Interactions
tox?ues p Toxiques | (ADME) " ent.re entites
contenus dans - . toxico-
L ~ |Absorption Toxico | =~ :
I'aliment. Hisponiblesi disponibles. disponibles Lésions
Formation de DIStrlbUtlon et biomoléculaires
i pour A H z 2
toxiques dans I . Métabolisation recepteurs_
absorption .
le tube Excrétion
digestif. |
1. Phase d'exposition 2. Phase toxicocinétique 3. Phase toxicodynamique

Figure 2 : Illustration du mode d’action des toxiques : Principales phases.
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Il.  Etapes de transformation des molécules xénobiotiques :

11.1. La phase d’exposition au toxique :
La peau, les poumons et le tube digestif sont des barriéres entre les organismes
supérieurs et I’environnement, donc les produits chimiques. Ceux-ci ont donc, suivant leur site

d’action, une ou plusieurs barriéres a franchir avant d’exercer leur action délétére (Figure 3).

Aldr Aliments

Rayvonnements
Air

Cosmétiques

X

Figure 3 : Les trois principales voies de pénétrations des toxiques dans I’organisme
(CHAVERON, 1999).

11.2. La phase toxicocinétique :

La toxicocinétique est une étude descriptive chargée d’enregistrer de maniére
quantitative le sort d’un toxique dans I’organisme depuis sa pénétration jusqu'a son élimination.
La toxicocinétique permet de répondre a la question : comment les xénobiotiques se
comportent-ils dans I’organisme et a quelle vitesse se diffusent-ils ? La quantification et la
détermination de la cinétique d’absorption, de distribution, de métabolisme et d’excrétion
(Figure 4) sont essentielles pour comprendre la toxicité d’un produit. Elle est principalement
utilisée pour établir des relations entre les expositions dans les expériences de toxicologie chez
les animaux et les expositions correspondantes chez I’homme. Elle permet de décrire et prédire
le comportement d’un toxique dans un corps animal, par exemple, quelles parties du corps un
produit chimique peut avoir tendance a y pénétrer (graisse, foie, rate, etc.), et si oui ou non le
produit chimique est supposé étre métabolisé ou excrété et a quel rythme. Deux facteurs
interviennent de facon importante dans la détermination de la toxicocinétique : le passage

transmembranaire des substances et leur biotransformation.
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Estom:ac

Excréetion

Figure 4 : Les différentes étapes de la toxicocinétique (CHAVERON, 1999).

Apres sa pénétration dans I’organisme, toute substance toxique se distribue dans
différents compartiments de I’organisme. Elle subit de nombreuses transformations
meétaboliques qui ont lieu surtout au niveau du foie mais aussi au niveau d’autres organes (rein,
intestin, peau...) pour aboutir a des dérivés plus hydrosolubles et donc plus facilement excrétés.
La substance chimique ou ses métabolites peuvent se fixer de maniére réversible ou irréversible
sur les molécules cibles. Elle peut parfois étre éliminée sous forme inchangée dans I’urine ou

dans I’air expiré.

A. L’Absorption :
C’est le processus par lequel le toxique passe de son site d’administration a la
circulation générale. Ce processus est influencé par différentes propriétés physicochimiques a
savoir : I’hydrosolubilité ou la liposolubilité du toxique, son état d’ionisation et sa masse

molaire.

La voie d’absorption exerce une action déterminante sur la fraction de dose (externe)
qui pénétre dans la circulation systémique et ainsi atteint I’organe cible, telle la perméabilité
des différentes barrieres (peau, muqueuse gastro-intestinales, épithélium alvéolaire) qui peut
varier considérablement pour une méme substance. La membrane maintient des concentrations

différentes d'ions et de protéines entre le milieu intra et extra cellulaire.
A.Ll. Les voies de pénétration des toxines : (modes d’absorption)

a. Lavoie respiratoire :
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C’est la principale voie d’intoxication professionnelle, par inhalation des vapeurs et de
poussiéres. La quantité absorbée dépend de :
e La concentration du toxique dans I’air ;
e La durée d’exposition ;
e La forme physico-chimique de la substance inhalée.
b. Lavoie cutanée:
L’absorption percutanée varie avec :
e Le degré d’hydratation de la peau ;
e LePHde lapeau;
e Ladensité des glandes sébacées ;
e L’intégrité surtout, de la couche superficielle de I’épiderme (stratum cornéum),
c. Lavoie digestive :

Elle est souvent accidentelle ou volontaire. L’absorption se fait a différents étages
(bouche, estomac, intestin gréle).

Contrairement aux substances absorbées par les voies pulmonaires et cutanées, les
molécules absorbées par voie digestive doivent généralement passer par le foie avant d’étre
éventuellement diluées dans la circulation.

Le degré d’absorption d’une substance étrangére par le tractus gastro-intestinal, est lui-
méme soumis a diverses influences comme :

e La motilité et le contenu du tractus gastro-intestinal ;
e Le débit sanguin dans I’aire splanchnique ;
e L’état nutritif. Exp : un régime déficient en calcium, augmente I’absorption intestinale
du plomb.
d. Lavoie oculaire :
Elle concerne surtout les projections dans I'eeil ou la survenue d'un phénomeéne irritatif
dd a l'action d'un toxique au niveau de la muqueuse oculaire.
D’autres voies accessoires existent également: la voie intraveineuse et

intramusculaire.

A.2. Les modes d’absorption des toxines :
L absorption est le processus par lequel le toxique passe de son site d’administration
a la circulation générale. Ce processus est influencé par différentes propriétés physicochimiques
a savoir :

e L’hydrosolubilité ou la liposolubilité du toxique ;
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e Son état d’ionisation ;
e Sa masse molaire.

L’ absorption et I’excrétion des substances chimiques, requiérent le transfert de ces
molécules a travers diverses membranes biologiques telles que I’épithélium gastro-intestinal, le
parenchyme hépatique, la peau, le placenta, des structures membranaires intracellulaires...etc.
La filtration a travers des pores de la membrane joue un rdle dans le transfert de petites
molécules lipophiles et est fonction du gradient de concentration de part et d’autre de la
membrane. Grace a la structure membranaire en mosaique fluide, les toxiques pénétrent dans

la cellule a travers cette matrice par les cing mécanismes suivants :

a. Diffusion passive : Seuls les toxiques lipophiles (soluble dans la membrane
phospholipidique) sous forme non ionisée traversent la bicouche lipidique dans le sens du
gradient de concentration (dans le sens des concentrations fortes vers les concentrations
faibles, jusqu'a équilibre des concentrations de part et d'autre de la membrane). Elle ne
consomme pas d’énergie, elle ne nécessite l'intervention d'aucune protéine (n’implique
pas des transporteurs membranaires) et elle n'est pas saturable tant que I'équilibre n'est

pas atteint.

b. Diffusion facilitée : Elle se fait dans le sens du gradient de concentration et implique des
transporteurs membranaires. Ce mécanisme est donc spécifique pour les substances qui
peuvent se fixer aux protéines porteuses et est donc saturable. La diffusion facilitée
intéresse les molécules non liposolubles et sont donc incapables de traverser la membrane
phospholipidique (exp : glucose). Elle ne nécessite pas I’apport d'énergie, car elle respecte
le gradient de concentration. Elle est plus rapide et plus efficaces que la diffusion simple.

c. Transport actif : Il peut se faire méme contre le gradient de concentration, il implique
des transporteurs membranaires et est donc saturable. Ce processus nécessite donc une

source d’énergie fournit principalement par la dégradation de I'ATP.

d. Endocytose : Phagocytose (particules solides) ou pinocytoses (liquide). L endocytose
résulte de la formation d’invaginations de la membrane plasmique qui englobe soit des
gouttelettes de fluides extracellulaires, soit des molécules qui se sont fixées sur des
récepteurs membranaires (pinocytose), soit des particules comme les fibres d’asbeste
(phagocytose). Ce dernier mécanisme concerne surtout les macrophages.
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e. Filtration : Elle se fait dans le sens du gradient de pression a travers des pores. Pas
d’énergie consommée, pas de transporteurs membranaires et donc pas de saturation
(Figure 5).

pore 70 nm

Molécules < 200 Da

Filtration & travers les pores membranaires.

Figure 5 : Filtration a travers les pores membranaires (CHAVERON, 1999).

B. La distribution :

C’est le processus de répartition du toxique dans I’organisme. Depuis son passage a la
circulation genérale jusqu’a sa diffusion dans les tissus. Il comprend : le transport sanguin

(phase plasmatique) et la diffusion tissulaire (phase tissulaire).

1. Transport sanguin : Il se fait soit par fixation aux protéines plasmatiques par des
liaisons réversibles, exemple les anti-vitamines K (AVK) (anticoagulants oraux) en
tant qu’acides faibles sur I’albumine, soit par fixation au niveau des éléments figurés :
Exemple : Propanolol.

2. Diffusion tissulaire : Processus par lequel le toxique se répartit dans I’ensemble des
tissus et des organes. Le toxique peut s’affronter a des barriéres biologiques a savoir
hématoencéphalique et hématoplacentaire.

La redistribution est un processus qui s’active suite a une inversion subite du gradient
de concentration qui devient plus importante dans les tissus par rapport au plasma suite a une
distribution tissulaire rapide et intense dans certains organes a fort débit sanguin. Il y aura par
conséquent une redistribution des toxiques dans le plasma. Exemple : les anesthésiques
généraux (SNC) redistribution dans les tissus musculaires et adipeux.
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Le stockage est le processus d’accumulation de toxiques dans certains tissus et organes
tels que le foie, le rein, le tissu adipeux et les Os.

C. La métabolisation (biotransformation) :

La biotransformation est un processus qui méne a la transformation métabolique de
composés étrangers (xénobiotiques) dans I’organisme. Ce processus est souvent appelé
métabolisme des xénobiotiques. En regle générale, le métabolisme convertit les xénobiotiques

liposolubles en métabolites hydrosolubles, de poids moléculaire plus élevé et faciles a éliminer.

Le terme "biotransformation" désigne les diverses modifications chimiques que
subissent les médicaments dans I’organisme pour donner naissance a des métabolites. Les
biotransformations sont principalement effectuées par réactions enzymatiques. Un médicament

peut subir plusieurs biotransformations aboutissant a la formation de plusieurs métabolites.

La principale fonction des biotransformations est de rendre hydrosolubles des
molécules lipophiles afin d’en favoriser I’élimination de I’organisme : en effet, les molécules
lipophiles passent les membranes pendant les phases d’absorption et de distribution, mais a
I’inverse leur liposolubilité ne permet pas leur élimination par voie rénale sous forme
inchangée. Elles seront alors soit excrétées directement par voie biliaire, soit biotransformées
avant excrétion rénale ou biliaire. Certains médicaments ne subissent pas de biotransformations

: on dit qu’ils sont éliminés de I’organisme exclusivement sous forme inchangée.

D’une maniere genérale, les biotransformations sont des réactions de défense de
I’organisme qui conduisent a des molécules moins toxiques et moins actives que la molécule
parente. Néanmoins, les métabolites peuvent aussi étre plus actifs ou plus toxiques que le
médicament administré. Lorsque le principe actif est inactif et que son métabolite est actif, le
medicament est appelé « prodrogue ». Par exemple, le valganciclovir est une prodrogue du

ganciclovir.

Le foie est le principal site de la biotransformation. Tous les xénobiotiques absorbés
au niveau intestinal sont transportés vers le foie par un vaisseau sanguin unique, la veine porte.
Si une substance étrangere est absorbée en petites quantités, elle peut étre complétement
métabolisée par le foie avant d’atteindre la circulation générale et les autres organes (effet de
premier passage). Les xénobiotiques inhalés parviennent au foie par la circulation générale.

Seule une fraction de la dose est alors métabolisée avant d’atteindre les autres organes.
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Figure 6 : Les phases de la biotransformation des xénobiotiques
(PHARMACOmédicale.org).
Les cellules hépatiques contiennent diverses enzymes qui oxydent les xénobiotiques.
Cette oxydation active généralement le composé, qui devient plus réactif que la molécule mére.
Dans la plupart des cas, le métabolite oxydé est métabolisé plus completement par d’autres
enzymes lors d’une seconde phase. Ces enzymes conjuguent le métabolite avec une substance
endogéne, de sorte que la molécule augmente de volume et se polarise, ce qui facilite son

élimination.

Les enzymes métabolisant les xénobiotiques sont également présentes dans d’autres
organes tels que les poumons et les reins ou elles peuvent jouer des roles spécifiques et
qualitativement importants dans le métabolisme de certains xénobiotiques. Les métabolites
formés dans un organe peuvent étre ensuite métabolisés a nouveau dans un second organe. Les

bactéries intestinales peuvent aussi participer a la biotransformation.

La relation entre la biotransformation et la toxicité est complexe. La biotransformation
peut étre considérée comme un processus nécessaire a la survie. Elle protége I’organisme vis-
a-vis d’une toxicité en empéchant les substances nocives de s’accumuler dans I’organisme.
Cependant, des métabolites réactifs intermédiaires peuvent se former lors de la
biotransformation, métabolites qui sont potentiellement dangereux. Ce phénomene est appelé
I’activation métabolique. La biotransformation peut donc induire également une toxicité. S’ils
ne sont pas conjugués, les métabolites oxydés intermédiaires peuvent se lier aux structures

cellulaires et les endommager. Par exemple, la liaison d’un métabolite de xénobiotique a I’ADN
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peut étre a I’origine d’une mutation. Si le systéme de biotransformation est dépassé, il peut se
produire une destruction massive de protéines essentielles ou des membranes lipidiques qui
peut aboutir a la mort cellulaire.

Les biotransformations des médicaments sont essentiellement hépatiques et
intestinales méme s'il existe aussi un métabolisme pulmonaire, rénal ou plasmatique. On

distingue deux types de biotransformations, classées en phase | et phase Il (Figure 7).

Métabolisme des médicaments

-~

(e Cytochromes P450

- Médicament (R ) Enzyme Phase |
{hydroxylation-déméthylation)

-

Enz conjuguaison (UGT)
(glucuroconjuguaison)

- Métabolite (R-OH)
(R-H) Enzyme Phase ll

pm————————

> Métabolite conjugué (R-O-glucuronide)

i
1
1
1
1
:
:
1
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@q-lvdrosolubilité

e Bt Urine

Figure 7 : lllustration des 2 phases de la biotransformation des xénobiotiques
(PHARMACOmédicale.org).

Le métabolisme des médicaments permet de transformer des molécules liposolubles
en hydrosolubles afin de pouvoir les éliminer hors de I’organisme. Les enzymes de phase I,
essentiellement représentés par la famille des cytochromes P450, modifient la structure
essentiellement par hydroxylation (ajout d’une fonction OH) ou déméthylation (retrait d’un
méthyle CH3). Les enzymes de phase Il sont des enzymes de conjugaison qui rajoutent a la
molécule un radical hydrosoluble comme I’acide glucuronique pour les enzymes de la famille

des glucuronyl-transférases (UGT).

C.1. Métabolisme de phase | : réactions de fonctionnalisation

Le métabolisme hépatique par réaction de phase | est du a des réactions de fonctionnalisation,
consistant a modifier ou adjoindre des groupements fonctionnels par des réactions d’oxydation,
de réduction et d’hydrolyse. Une réaction de fonctionnalisation est illustrée sur la
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Figure 8, permettant de transformer un médicament lipophile en un métabolite

hydrophile, via le cytochrome P450.

Cytochrome P450 (CYP450)

métabolite actif ou inactif, hydrophile médicament lipophile
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Figure 8 : Réaction de phase | par les cyp450 (PHARMACOmédicale.org).
C.2. Métabolisme de phase Il : réactions de conjugaison

Elles représentent la seconde étape dans le métabolisme des xénobiotiques. Le
métabolisme de phase Il signifie que le composé oxydé est conjugué (couplé) a une molécule
endogéne. Cette réaction se caractérise par une augmentation de I’hydrosolubilité. Les
biotransformations par réaction de conjugaison permettent d'obtenir des métabolites

hydrosolubles, donc éliminables par voie rénale.

Les réactions de conjugaison sont principalement dues a des enzymes cytosoliques,
exprimées majoritairement dans le foie, mais aussi dans les poumons et le rein. Les réactions
de conjugaison résultent en un transfert de groupements polaires sur la molécule par I’acide
glucuronique  (glucuronoconjugaison), la glycine (glycoconjugaison), le sulfate
(sulfoconjugaison) ou d’autres radicaux (méthyl, acétyl...). La glucuronoconjugaison constitue
le mécanisme principal : elle est catalysée par des UDP-glucuronyl-transférases (UGT) qui
favorisent la fixation de I’acide glucuronique sur un atome d’oxygene, d’azote ou de soufre
d’une molécule. Par exemple, le paracétamol est un médicament métabolisé par

glucuronoconjuguaison.
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D’une maniére générale, la conjugaison conduit a des métabolites moins actifs que le

médicament.

L’inhibition de la biotransformation peut survenir lorsque deux xénobiotiques sont
meétabolisés par la méme enzyme. Les deux substrats entrent en compétition et, généralement,
I’un des substrats I’emporte. Dans ce cas, le second substrat n’est pas métabolisé, ou I’est plus

lentement. L’inhibition peut donc faire augmenter la toxicité ou la faire diminuer.

L’activation métabolique signifie qu’un composé moins réactif est converti en une
molécule plus réactive. Cette conversion se produit lors des réactions de phase I. L’inactivation
métabolique renvoie au fait qu’une molécule active ou toxique est convertie en un métabolite
moins actif. Ce phénoméne se produit généralement lors des réactions de phase Il. Dans certains

cas, un métabolite inactivé peut étre réactivé, par suite d’un clivage enzymatique, par exemple.

L’activation de I’oxygéne peut étre déclenchée par les métabolites de certains
xénobiotiques. lls peuvent s’auto-oxyder en produisant des espéces oxygénées activées. Ces
espéeces dérivées de I’oxygene, qui incluent le superoxyde, le peroxyde d”hydrogene et le radical
hydroxyle, peuvent léser I’ADN, les lipides et les proteines dans les cellules. L’activation de

I’oxygene intervient également dans les processus inflammatoires.

D. L’Excrétion :

C’est un processus qui englobe in-extenso I’élimination d’une partie des déchets
métaboliques par excrétion dans les urines ou dans les excréments (féces, sueur, salive).
L’excrétion est la phase qui assure la disparition d’une substance de I’organisme soit parce
qu’elle est excrétée, soit parce qu’elle est transformée en d’autres produits qui ne sont plus
décelables. La vitesse de disparition peut étre exprimée par la constante d’élimination, la demi-

vie biologique ou la clairance.

Le processus d’excrétion concerne le xénobiotique sous forme inchangée et ses
meétabolites. Toute altération du fonctionnement de I’organe responsable de I’élimination se
traduit par une diminution de I’élimination et un risque d’accumulation (Figure 9).
L’élimination des xénobiotiques et de leurs métabolites est principalement réalisée par la voie

urinaire et la voie biliaire.
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Figure 9 : Variations en fonction du temps des concentrations sanguines de molécules
facilement excrétables et de molécules subissant une forte rétention (CHAVERON, 1999).

D.1. L’excrétion rénale :

Les reins sont les organes excréteurs les plus importants. Toutes particules ayant un
poids moléculaire inférieur a 65000 daltons passent a travers le filtre glomérulaire. C’est un
phénomene passif qui dépend uniquement du gradient de pression de part et d’autre de la paroi

glomérulaire, les substances liées aux protéines de transport sont moins filtrées.

L’élimination rénale est la principale voie d’excrétion des médicaments. Le néphron,
unité élémentaire du rein, est le lieu des phénomenes de filtration glomérulaire passive
(médicaments sous forme libre, non liée aux protéines plasmatiques), et sécrétion tubulaire

faisant intervenir des transporteurs d'influx.
D.1.1. Elimination par filtration glomérulaire :

L’excrétion par filtration glomérulaire dépend de la taille des molécules : le glomérule
agit comme un filtre laissant passer toutes les substances dont le poids moléculaire est < 65000
Da. Les grosses molécules comme les protéines ne peuvent étre éliminées par filtration
glomérulaire. Par exemple, I’albumine, ne peut pas étre filtrée et de ce fait, seule la fraction

libre des médicaments liés a l'albumine peut étre filtrée.

Ainsi, la fixation aux protéines plasmatiques est également un facteur limitant de la
filtration glomérulaire : plus un médicament est fixé aux protéines plasmatiques, moins il pourra

étre sujet a la filtration glomérulaire (fraction libre faible) (Figure 10)
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D.1.2. Elimination par sécrétion tubulaire :

En plus de la filtration glomérulaire, certains médicaments peuvent étre éliminés dans

I’urine par sécrétion tubulaire au niveau du tube contourné proximal (Figure 10).

Tube contourné proximal

glomeérule

Figure 10 : Excrétion rénale par filtration glomérulaire et sécrétion tubulaire active
(PHARMACOmMmédicale.org).

C'est un phénoméne actif car il utilise des transporteurs et de I'énergie, donc saturable
et pour lequel une compétition peut s'exercer entre différentes molécules. Cette compétition
peut étre mise a profit a des fins thérapeutiques : I’élimination de la pénicilline est ainsi retardée
par la co-administration de probénécide, qui entre en compétition avec la pénicilline pour la
secrétion tubulaire. La sécrétion tubulaire intéresse par exemple les pénicillines, les antiviraux

et la metformine.

D.2. L’ excrétion biliaire :

La seconde voie d’élimination importante est la sécrétion biliaire. Les grosses
molécules et les molécules non hydrosolubles qui ne peuvent pas étre excrétées par le rein sont
éliminees par cette voie. Cette sécrétion biliaire permet d’éliminer les molécules métabolisées
ou non par les hépatocytes. Ce phénoméne d’élimination intestinale peut étre contrebalancé par
un cycle entéro-hépatique (Figure 11).

. La bile contenant la molécule, souvent sous forme d’un dérivé conjugué, est déversée
au niveau duodénal. Les substances conjuguées peuvent subir une hydrolyse (déconjuguaison)
et redonner naissance a la molécule initiale exemple la digoxine qui a un t1/2 supérieur a 150
heures. Elle est alors a nouveau résorbée et rejoint en partie la circulation générale. On constate
alors un effet rebond au niveau des concentrations plasmatiques (un second pic plasmatique).

Ce type d’élimination est peut diminuer en cas d’insuffisance rénale.
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Figure 11 : Le cycle entéro-hépatique (PHARMACOmédicale.org).
D. 3. Autres voies d’excrétion :

Certaines substances, les solvants organiques, des produits de dégradation comme
I’acétone, sont suffisamment volatiles pour qu’une fraction importante puisse étre éliminée par
exhalaison apres leur inhalation. Les molécules hydrosolubles ou liposolubles de faible poids
moléculaire sont facilement sécrétées vers le feetus par voie placentaire, et dans le lait chez les
mammiferes. Chez la mére, la lactation peut étre une voie d’excrétion importante du point de

vue quantitatif pour les produits chimiques liposolubles.

La descendance peut étre secondairement exposée par I’intermédiaire de la mére
pendant la grossesse et lors de la lactation. La sueur et la salive peuvent aussi servir
d’émonctoire, bien que beaucoup moins important, aux composés hydrosolubles. Cependant,
étant donné le volume de salive produit et absorbé, I’excrétion salivaire peut contribuer a la
réabsorption d’un produit. Certains métaux, comme le mercure, sont excrétés dans les cheveux

par suite de leur forte liaison aux groupes sulphydryles de la kératine.
I1.111. La phase toxicodynamique :

C’est I’étude du mécanisme d’action d’un xénobiotique sur une cible biologiques est
la production d’un effet. Les molécules toxiques (celles ayant traversé la barriere intestinale ou
celles pouvant apparaitre au cours de la bioactivation) ainsi que les entités électrophiles ou
radicalaires formés au cours des réactions de détoxication et ayant échappé a I'action des
systemes protecteurs ou aux mécanismes d’excrétion forment I’ensemble des entités

toxicodisponibles qui vont agir sur les récepteurs endogénes (Figure 12).
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La toxicité de ces entités (nature et intensité des effets) est fonction de leur
concentration au niveau de leurs récepteurs endogenes. Cette concentration locale définit la

toxicodisponibilité.

ABSORPTION
|DOSE|——— | DISTRIBUTION |-~ | ELIMINATION
METABOLISME
%
Facteurs histologiques CONCENTRATION dans le TISSU CIBLE
Facteurs génétiques (xénobiotique ou métabolites)
Facteurs physiopathologiques ]
Facteurs environnementaux
Multi-exposition

EFFETS
(Toxicodynamie)

Figure 12 : La phase toxicodynamie (PHARMACOmeédicale.org).
IL.111.1. Les cibles des entités toxicodisponibles :

Les cibles des entités toxicodisponibles sont les constituants cellulaires :

1. Au niveau subcellulaire : toutes les structures cellulaires peuvent étre impliquées

mais ce sont principalement :
- les membranes (plasmique, nucléaire) ;
- le noyau ;
- le réticulum endoplasmique ;
- les mitochondries (altération de la chaine respiratoire mitochondriale).

2. Au niveau moléculaire : les récepteurs moléculaires sont des biomolécules endogénes
porteuses de sites nucléophiles ou susceptibles de générer des radicaux libres qui
forment respectivement des liaisons covalentes avec des entités électrophiles ou
radicalaires. Il s’agit des :

-Acides nucléiques (ADN, ARN) ;
-Acides gras ;

-Vitamines.
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CHAPITRE I : Notion sur la toxicologie.

VOLET 3 : Méthodes expérimentales d’évaluation de la toxicite.

Généralités :

La toxicologie expérimentale permet I’évaluation de la toxicité des molécules ainsi

que la détermination de leurs modes d’actions (fonction, organe, cellules, molécules d’ADN,

enzymes) et leurs toxicocinétiques a différents niveaux de I’organisme. Ainsi, un traitement

approprié de I’intoxication (toxico-clinique) sera mis en place.

Objectif des études toxicologiques :

Recherche qualitative et/ou quantitative des toxiques, principalement dans :

Les milieux biologiques ;

L'environnement ;

Les denrées alimentaires ;

Les produits susceptibles d'entrer en contact avec les étres vivants (Médicaments,
cosmeétiques, pesticides, émanations gazeuses de déchets organiques ou industriels, les
suspensions radioactives, les eaux polluées, etc. ...).

Décrire et prédire le comportement d’un toxique dans un corps animal, par exemple,
quelles parties du corps un produit chimique peut avoir tendance a y pénétrer (graisse,
foie, rate, etc.), et si oui ou non le produit chimique est supposé étre métabolisé ou

excrété et a quel rythme.

Evaluation de la toxicité :

La toxicité d’une substance dépend de :

Sa nature ;

La quantité ingérée = dose ;

La durée ou fréquence de consommation ;

La sensibilité de I’individu ;

Le temps nécessaire a I’apparition d’une lésion : un effet aigu se fait sentir dans un

temps relativement court (minutes, heures, jours), un effet chronique ne se manifeste
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qu’apres un temps d’exposition relativement long et de fagcon permanente (semaines,
mois, années) ;

e La voie de pénétration ;

e L’exposition a plusieurs toxiques (addition, synergie, antagonisme) ;

e Les expositions antérieures a la méme substance (tolérance ou sensibilisation).

I11. 1. Evaluation des effets des substances toxiques en laboratoire :
A. Tests in-vitro : ils consistent a évaluer l'effet d'un composé sur des cellules ;
B. Tests in-vivo : ils consistent a exposer un organisme vivant a la substance testée. Cette
substance peut étre ingérée (la substance est ajoutée dans la nourriture), injectée
directement dans I'animal ou inhalée (c'est a dire respirée) ou encore se trouver dans le

milieu de vie de I'organisme.

Avant toute étude toxicologique il faut tenir compte des points suivants :

1. Définition précise du composé ;

2. Tenir compte des données biochimiques existantes ;
3. Doses utilisées sont importantes a considérer ;
4

Extrapolation de I’animal a I’Homme comporte une grande incertitude.

IV.  Meéthodes expérimentales d’évaluation de la toxiciteé :
A. Test de toxicité aigué :

Principe : On administre a 1 lot d’animaux 1 dose unique de la substance a tester et on
recherche expérimentalement la dose qui tue 50% de la population (DL50). Plus la substance
est toxique, moins il en faut pour provoquer la mort, plus la DL50 est faible. Elle s’exprime en

mg/kg de poids de I’animal.

B. Le test de toxicité subaigué ou a court terme :

Principe : On administre a 1 lot d’animaux 1 dose journaliére de la substance a tester pendant
une durée qui correspond a 10% de sa vie (soit 90 Jours chez un rat). Pendant cette durée on
étudie la croissance, la reproduction et le comportement des animaux. Au terme du traitement
on tue les animaux et on examine les tissus pour voir les Iésions éventuelles. L’intérét de cette
expérience est d’obtenir des informations sur les risques d’une exposition répétée (mais sur

une durée courte) a telle substance toxique et sur les effets cumulatifs possibles.
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C. Le test de toxicité chronique ou a long terme :

Principe : On administre aux animaux des doses de substance connues pendant toute la vie
voire sur leur descendance. On étudie pendant toute I’expérience la croissance, la reproduction,
le comportement et la descendance. L’intérét de cette expérience est de mettre en évidence si
la substance est tératogene (entraine des malformations feetales), mutagene (mutation des

génes) ou cancérigene (tumeurs).

D. Méthodes rapides de détermination de I’activité Mutagénique : Test d’Ames
Le test d'Ames (1975) est le test de génotoxicité le plus répandu. On y utilise des
souches de bactéries (Salmonella typhimurium) qui ont perdu par mutation la faculté de
synthétiser un Acide Aming, I'histidine (his’). Ces bactéries sont cultivées sur des milieux sans
histidine, en présence de substance a tester (pendant 4 jours). Si la substance n'est pas
mutagene, le développement des bactéries n'a pas lieu. Par contre, si la substance est
mutagéne, elle provoque une mutation "réverse”, qui redonne aux bactéries la faculté de

synthétiser I'histidine et donc de se développer.
E. Méthodes rapides de détermination de I’activité Cancérogénétique :

C’est un test effectués chez le rat et la souris, long et couteux, I’interprétation reste

toujours delicate malgré la multiplicité des tests mis en évidence (Figure 13).

Lame supportant la culture
de cellules embryonnaires
de hamster

Milieu de culture dans lequel
est dissoute la substance a tester

Diffusion dans le milieu de culture
de facteurs de croissance

Couche nourriciere monocellulaire

l

En présence d'un composé cancérogene, les cellules s'empilent

vérification tumeur

Figure 13 : Test de la mesure de l'activité cancérogénique (CHAVERON, 1999).
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F. Examens de toxicité feetale :
C’est I’étude des effets de I’embryo-toxicité sur le développement prénatal et postnatal.
L’embryo-toxicité se traduit par :
e L’embryo-Iétalité : la mort de I’embryon ou du feetus, elle survient lorsque le produit a
pu exercer sa toxicité dans les premiers stades de la multiplication de I’ceuf (stade
blastula).

e Latératogénicité : survient lorsque le produit exerce son action pendant I’organogénese.

G. Autres tests prédictifs :

e Etude de la cancérogénicité transplacentaire.

e Etude des aberrations chromosomiques dans différentes lignées cellulaires.

e Etude de la vitesse de synthése de I’ADN in-vitro aprés injection d’un corps chimique.

e Etude de la capacité de transformation de lignées cellulaires in-vitro.

V. Interprétation des résultats des tests :
V.1. DJA (dose journaliére admissible) :

Elle correspond au 1/100°™ de la dose exprimée en mg/kg de poids vif qui
n’occasionne aucun effet indésirable. L’Homme est 10 fois plus sensible que I’animal le plus

sensible. La DJA n’a pas de signification dans le cas des substances cancérogenes.

V.1.1.Dispositif expérimental :
1. Sélection de I’espéece animale :

Généralement, c’est le rat et la souris, deux especes de rongeurs qui sont sélectionnés
pour déterminer la DL50 pour des raisons de cout (prix de revient acceptable, besoins nutritifs
réduits) et de commodité (petite taille, courte durée de gestation). Quelque fois, une espéce
autre qu’un rongeur est utilisée lorsque les schémas métaboliques chez le rat et la souris sont
différents de celui de ’Homme.

2. Voie d’administration :

La substance est administrée par deux voies, une qui est celle de I’exposition humaine

et I’autre qui assure une biodisponibilité totale.
3. Protocol expérimental :
Une gamme de six doses ou plus est sélectionnée pour la détermination de la DL50,

les lots sont constitués de 10 animaux identiques sur les plans espéce, souche ou origine, sexe,
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age, et poids. Chaque lot d’animaux recevra une dose de la substance a tester mais la dose
difféere d’un lot a un autre afin que le pourcentage de mortalité varie entre 0 et 100.

On construit ensuite la courbe donnant le pourcentage de mortalité en fonction de la
dose, On déduit la DL50 par des moyens statistiques.

e Durée d’observation : Aprés administration les animaux sont mis en observation
pendant 14 jours. S’il y a appariation des signes de toxicité, la durée d’observation est
indéterminée.

e Examens a faire : L heure de la mort doit étre notée ainsi que les symptdmes, des
examens macroscopiques doivent étre faits sur tous les animaux morts et au moins sur
quelques survivants (ceux qui présentent des signes de morbidité). L autopsie est en

mesure de fournir des informations sur I’organe cible.

V.1.2. Intéret du calcul de la DL50 :

La détermination de la DL50 permet de classer les produits chimiques d’apres leur
toxicité selon I’échelle de HODGE et STERNER representée sur le (Tableau 1).

Tableau 1: Les différentes classe de toxicité: (Echelle de HODGE et STENER, 1943).

Classe de Terme utilisé Paramétre toxicologique (DLsg)
toxicité

1 Extrémement toxique DLsp =lmg /Kg
2 Hautement toxique Img/Kg = DL 50 = 50mg/Kg
3 Modérément toxique 50 mg/Kg < DLs, < 500mg/Kg
i Légérement toxique 500 mg/Kg < DLsp = 5000mg/Kg
5 Presque toxique 5000 mg/Kg < DLsg < 15000mg/Kg
6 Relativement inoffensif DL 50 >.15000mg/Kg

V1.3. Limites de la DL50 :

L'indice DL50 sert fréquemment pour exprimer la toxicité aigue ainsi que pour classer
et comparer les toxiques. Il a cependant une valeur trés limité, car il ne concerne que la mortalité
et ne donne aucune information sur les mécanismes en jeu et la nature des lésions. Il s’agit
d’une appréciation grossiére et préliminaire, qui peut étre tres influencée par plusieurs facteurs

tels que I’espéce animale, le sexe, I’age, le moment de la journée.
V.1.4. Exploitation des resultats :
A partir des données obtenues chez I’animal, on détermine une concentration

équivalente en toxicité humaine CETH exprimée en mg/l de plasma, I’opération extrapolation
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reste approximative car le sujet idéal pour des études relatives a I’Homme est I’Homme lui-

méme.

V.1.4. Problémes d’extrapolation :

La transposition des résultats obtenus de I’expérimentation animale a I’Homme,
présente des obstacles et ceci pour différentes raisons, tel que les différences dans le systeme
ADME entre ’Homme et I’animal, certains effets ne peuvent étre mis évidence chez I’animal

par ex : Céphalées, vertiges, nausées, Insomnies, fatigue, troubles psychiques etc.

V.2. Toxicité et innocuité :

La Toxicité et I’innocuité n’ont pas de sens que rapportées a la dose : un composé a
finalité alimentaire ou thérapeutique dépourvu de toxicité, peut devenir toxique si les quantités
ingérées sont anormalement importantes. Une modification du rapport des nutriments de la

ration peut entrainer une toxicité de celle-ci.

V.3. Limites des tests toxicologiques :
1. Difficultés des études toxicologiques.
2. Nécessité d’une recherche approfondie incluant la toxicité a long terme et la toxicité
métabolique.
3. Codt tres élevé (moyens mis a la disposition des toxicologues sont faibles).
4. Impossibilité d’expérimenter sur I’Homme.
5. Les tests toxicologiques ne permettent pas de conclure a I’innocuité d’un composé avec

une probabilité suffisamment sécurisante.

VI. Les alternatives aux tests de toxicité sur animaux :

VI.1. Les études in-vitro :
e Essais de Cytotoxicité in-vitro ;

e Tests de culture de cellules humaines ;

VI1.1.1 Les avantages des cultures de cellules humaines pour prévoir la

toxiciteé :

Les cultures de cellules humaines sont plus précises que les DL50 chez les animaux
et elles sont capables de prévoir la toxicité chez les humains avec une précision de 90%. En
outre, elles sont humaines et permettent d’éviter les différences des espéces. Elles peuvent
également étre prélevées a partir d’un tissu (peau, foie) susceptibles d’étre affectées par une
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substance particuliere. Par ailleurs, elles permettent au chercheur d’étudier comment une
substance endommage les cellules et donc de savoir pourquoi elle est toxique. L alternative aux
tests toxicologiques par les cultures de cellules humaines permet d’éviter de faire souffrir et

de tuer des animaux.

VI1.2. Les alternatives aux tests d’irritabilité :
1. L’Eytex:
C’est un test destiné & mesurer I’irritation oculaire. 11 utilise une protéine végétale dont

le gel protéinique clair devient vitreux lorsqu’il est en contact avec une substance irritante.

2. L’épiderme humain reconstitué :
Il s’agit de plusieurs couches de peau humaine cultivées en laboratoire et que I’on peut

utiliser pour les tests d’irritation cutanés.

VI1.3. Les études humaines :

C’est I'utilisation de volontaires humains pour tester les nouvelles formulations.
C’est le test le plus fiable. On peut évaluer I’irritation chez I’humain grace a un patch (on place
les substances sur des petites zones en haut du dos et on applique le patch pendant 2 jours).
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CHAPITRE Il : Pharmacogénétique.

I.  Problématique :

De trés nombreux exemples de réponses anormales aux médicaments, d’origine

génétique ont été décrits, rendant évident la nécessité de prévoir et de prévenir leur apparition.

1. Généralités :

La variabilité interindividuelle dans la réponse aux médicaments pourrait étre
expliquée par les polymorphismes génétiques (principalement des enzymes de métabolisation
comme les CYP450s). Le génotypage des CYP450s ne permet d’expliquer qu’une partie de la
variabilité interindividuelle. En effet, dans un méme groupe génotypique, les réponses aux
médicaments restent variables. Outre les polymorphismes génétiques, plusieurs facteurs
peuvent affecter I’activité des CYP450s : tel que I’age, le sexe, le statut pathologique, les
facteurs environnementaux (cigarette, substances chimiques environnementales) ainsi qu’un

traitement médicamenteux concomitant etc.

La variabilité génétique entre les individus a été constatée pour de nombreux genes
codant pour des enzymes de phase | et de phase I1. Cette variabilité peut expliquer que certains
individus soient plus sensibles que d’autres aux effets toxiques des xénobiotiques.

I1l.  La Pharmacogénétique :

L'organisme est exposé en permanence a de nombreux xénobiotiques naturels
auxquels s'ajoute un nombre croissant de médicaments. Certains xénobiotiques sont tres peu
solubles dans I'eau et ne peuvent étre excrétés tels quels dans la bile ou dans les urines. Pour
tourner cette difficulté, l'organisme dispose de systémes enzymatiques permettant de
transformer ces xénobiotiques liposolubles en métabolites hydrosolubles, facilement éliminés
dans les urines ou les feces. Ces réactions enzymatiques sont effectuées en grande partie dans
le foie. Elles comportent des biotransformations de type 1, comprenant des réactions
d'oxydation, de réduction et d'hydrolyse, et des biotransformations de type Il, comprenant

diverses réactions de conjugaison. La vitesse de ces réactions métaboliques est trés variable
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d'un individu a I’autre. Cette variabilité du métabolisme est due, en partie, a divers facteurs
physiologiques (&ge, sexe), pathologiques (maladies du foie, de la thyroide, etc.), ou liés a
I'environnement (régime alimentaire, tabagisme, consommation d'alcool ou de médicaments).
L'influence du contrdle génétique de la biotransformation des médicaments a été reconnue des

1959 donnant ainsi naissance a une nouvelle discipline : la pharmacogénétique.

La pharmacogénétique étudie les facteurs d’origine génétique qui influencent la
variabilité interindividuelle de la réponse aux médicaments. La pharmacogénétique est donc
la discipline qui étudie I’effet des génes et de leurs variants sur les médicaments. Il s’agit
d’une thématique pluridisciplinaire, qui combine des éléments de pharmacologie,
pharmacocinétique, biochimie, génétique et biologie moléculaire. La pharmacogénétique
n’intéresse pas seulement le métabolisme et le transport des médicaments mais tous les génes

impliqués dans la réponse aux médicaments (cible des médicaments).

Des exemples déja anciens de polymorphismes génétiques sont I'nydrolyse de la
succinylcholine par la cholinestérase, ou la N-acétylation de certains médicaments comme
I'isoniazide ou I'hydralazine. Mais c'est surtout depuis 1977 que la pharmacogénétique a connu
un grand développement avec la découverte dun polymorphisme génétique touchant
l'oxydation de certains médicaments par le cytochrome P-450.

Certains patients ont des réponses exacerbées a certains traitements ou ne répondent
pas a d’autres, en raison de modifications génétique des processus de métabolismes des
médicaments (Pharmacogénétique/Pharmacogénomique). La réponse aux médicaments est

extrémement variable d’un individu a I’autre sur le plan :

 Pharmacologique (efficacité) et ;
* Toxicologique (effets indésirables).

I11.1. Différents facteurs expliquent en partie cette variabilité interindividuelle :
1- Physiologique ou pathologique : &ge, grossesse, sévérité de la maladie,
pathologies associées ;

2—-Environnementale : alimentation, co-administration de médicaments, tabagisme ;
3-Genétique : modification des génes intervenant :
* Cinétique du médicament (ADME) ;

» Cibles pharmacologiques (transporteurs, récepteurs, cibles, enzymes...) ;
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* Processus physiopathologique (mutation oncogénique).

111.2. But de la pharmacogénétique :
1. ldentifier les variations génétiques déterminées de la réponse aux médicaments et
rechercher des bases moléculaires de ces variations.
2. ldentifier I'importance clinique de ces différences : individualiser la thérapeutique des
patients (traitement a la carte).
3. Développer des méthodes simples permettant de reconnaitre les individus sensibles a
un médicament avant son administration : optimisation des traitements

medicamenteux, tant en termes d’efficacité que de sécurité d’emploi.

111.3. Etapes nécessaires a une étude pharmacogénétique :
1. Caractérisation des enzymes impliqués dans le métabolisme d’une molécule donnée ;
2. Montrer I’existence d’un polymorphisme de I’activité de cet enzyme ;
3. Le caractere génétique de ce polymorphisme doit étre démontré par des études de
génétique formelle ou par la mise en évidence de mutations ou de polymorphisme de

génes (SNP) (génotypage).

IV. Influence de la variabilité d’origine génétique du métabolisme des médicaments :

Depuis I’achévement du séquencage du génome humain en 2003, on sait que notre
génome comprend moins de 30 000 genes mais qu’il existe une variabilité physiologique de la
séquence de notre ADN génomique. Nous différons les uns des autres de quelques millions de
bases : toutes les 2000 bases en moyenne, un nucléotide est remplacé par un autre ; a une
position donnée (locus), la base la plus fréquente dans la population est appelée « alléle
sauvage» et la base la moins fréquente « variant allélique ». Ces variants alléliques dont la
fréquence est observée chez plus de 1% dans une population donnée sont dénommeés Single

Nucleotide Polymorphisms (SNP). 1l en résulte la notion que tous nos génes sont polymorphes.

La plupart de ces SNP sont sans aucune traduction clinique (non fonctionnels) car
siégeant dans des zones non codantes ou non régulatrices ou encore dans une zone codante qui
n’entraine pas de modification de la séquence en acide aminé de la protéine codée. Un faible
nombre de ces SNP entraine cependant des conséquences plus ou moins importantes dans la
réponse aux traitements, plus connues sous le nom de «pharmacogénétique» ; cette derniere
se définit comme I’étude des conséquences de la variabilité de séquence de notre génome

sur la réponse a certains traitements.
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V. Variations interindividuelles aux réponses aux médicaments associées aux
polymorphismes génétiques :

V.1. Polymorphisme génétique :

Par le passé, les polymorphismes ont bien souvent été mis en évidence a la suite de
réponses inattendues a des agents thérapeutiques. Les polymorphismes pharmacogénétiques
désignent les différences génétiques du métabolisme des médicaments et produits chimiques
environnementaux. Ces polymorphismes sont associés a des aberrations d’expression ou de
fonction enzymatique. 1l est I’'une des causes principales des variations interindividuelles de

I’effet des médicaments.

Plus récemment, la technologie de I’ADN recombinant a permis aux scientifiques
d’identifier les altérations génétiques précises responsables de certains polymorphismes. Ces
polymorphismes sont maintenant caracterises pour de nombreuses enzymes du métabolisme
des xénobiotiques, y compris celles de phase I et de phase Il. Au fur et a mesure qu’on découvre
de nouveaux polymorphismes, on s’apercoit que chaque individu possede un effectif distinct
d’enzymes métabolisant les xénobiotiques. On peut dire de cette diversité qu’elle constitue son
«empreinte métabolique» et que la réponse particuliéere de chaque individu a un produit
chimique dépend de I’interaction complexe des superfamilles d’enzymes responsables du
metabolisme des xénobiotiques.

En I’absence de toute influence d’origine génétique ou environnementale, le
métabolisme représente une source majeure de variabilité de réponse aux médicaments. En
effet, la quantité de CYP3A4 d’un individu sain a I’autre peut varier physiologiquement d’un
facteur 10 ! Il en résulte des conséquences immédiates en ce qui concerne les concentrations
circulantes de médicament. Comme illustré sur la Figure 14, on peut observer que les
concentrations plasmatiques d’un médicament métabolisé par le CYP3A4 sont

considérablement différentes d’un individu sain a I’autre.
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Figure 14 : Variabilité des concentrations d’un médicament chez des sujets sains (MELET,
2004).

V.2. Conséquences cliniques du polymorphisme génétique :

La qualité et la quantité des enzymes qui catalysent les réactions de biotransformation
dépendent de leurs genes codants. Or, ces génes peuvent présenter des mutations. L’existence
des différentes versions alléliques d’un méme géne a, par conséquent, des génotypes différents,
définissant un polymorphisme génétique.

Les mutations qui caractérisent ces alléles non-fonctionnels sont de nature diverse :

1- Des microlésions :

- Mutations non-sens, faux-sens, par substitution ;

- Décalage du cadre de lecture ou frame shift par petite délétion ou insertion ;

- Mutations affectant les sites consensus d’épissage.

2- Des macrolésions :

- Des délétions complétes du géne, a I'origine d’un déficit complet d’activité
enzymatique ;

- Des amplifications géniques (de 2 a 13 copies du géne), responsables d’une sur-

expression génique associée au phénotype ultra-rapide.

Ces modifications génétiques générent des enzymes absentes ou inactives, des P450 a
activité catalytique diminuée ou altérée ou des P450 a activité accrue. Un polymorphisme divise
une population en au moins deux phénotypes en fonction de la capacité métabolique des
individus envers un médicament donné (métaboliseurs lents ou rapides). Si le médicament est
inactivé par le P450, le phénotype métaboliseur lent se traduit par une amplification souvent
néfaste de I’effet pharmacologique du médicament et des effets toxiques associés. Chez un
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métaboliseur rapide, le médicament est éliminé plus rapidement ce qui diminue son efficacité
thérapeutique. Prenons I’exemple du CYP2D6, polymorphique des P450 le mieux étudié du
métabolisme de I’antihypertenseur débrisoquine : les métaboliseurs lents (homozygotes mutés),
les métaboliseurs rapides (hétérozygotes ou homozygotes sauvages) et les métaboliseurs
ultrarapides qui possédent plusieurs copies fonctionnelles du P450. Chez les métaboliseurs
lents, la débrisoquine administrée a dose normale peut créer des accidents d’hypotension.

En effet, cette dose de médicament est calculée d'apres la population globale qui est
constituée d'acétyleurs lents ou rapides dans une proportion a peu prés égale. Par exemple, les
acétyleurs rapides ont besoin d'une dose plus élevée d'hydralazine, de dapsone et de phénelzine

pour bénéficier d'un méme effet thérapeutique.

V1. Distribution tri-modale des individus :

Outre les déterminismes polygéniques donnant lieu a une distribution modale
(monophasique) entre les divers individus, on a peu a peu découvert un certain nombre de
déterminismes monogéniques qui aboutissent a une distribution bimodale ou trimodale des

individus en métaboliseurs rapides, lents ou intermédiaires.

Un polymorphisme génétique divise donc une population en au moins 3 phénotypes
en fonction de la capacité métabolique des individus envers un médicament donné :

Métaboliseurs lents, intermédiaires et rapides.

e Chez un métaboliseur lent : la biodisponibilité du médicament est élevée, il en résulte
une amplification souvent néfaste de I’effet pharmacologique du médicament et des
effets toxiques associeés.

e Chez un métaboliseur rapide : le médicament est éliminé plus rapidement, il en résulte

une diminution de son efficacité thérapeutique.

VI.1. Les enzymes métabolisant les xénobiotiques ou les médicaments :

Comment I’organisme répond-il a la multitude de produits chimiques exogenes auxquels il est
expose ?

Depuis plus de quatre décennies, les processus métaboliques (a médiation
enzymatique) dépendant de ces enzymes sont classés en réactions de phase | ou de phase Il
(Figure 15). Les réactions de phase | sont principalement gérées par une superfamille
d’enzymes hautement polyvalentes, appelées cytochromes P450, bien que d’autres
superfamilles d’enzymes puissent également intervenir (Figure 16).
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Bien qu'on assiste, dans la plupart des cas, a une détoxification, un certain nombre
de molécules meéres sont transformés au cours de leur métabolisme par les
enzymes de phase | en intermédiaires réactifs jouant un réle dans la cancérogenése,
la mutagenése et la toxicité.

Figure 15 : Présentation classique des enzymes de phase | et de phase 1l du métabolisme
(KALOW, 1992).

e Cytochromes P450
e Mono-oxygénases flaviniques
oM s v
e UDP g Atransférases

e Sulfotransférases
e Glutathion S-transférases
e Aldéhyde déshydrogénases

e Alcool déshydrogénases
e H-Acétyitransférases
e Quinone réductases
e Aldocétoréductases

e Diverses méthyltransférases, transaminases,
gly Ayl , hyrdrol: et estérases

Figure 16 : Exemples d'enzymes métabolisant les médicaments (KALOW, 1992).

VII.  Lescytochromes p450 :

Le foie est le principal organe du métabolisme des xénobiotiques, on trouve aussi
certaines enzymes participant a leur métabolisme a un taux assez élevé dans le tractus gastro-

intestinal, gonades, poumon, cerveau, reins, ainsi qu’en plus ou moins grande quantité dans
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toute cellule vivante. Le plus souvent, les produits chimiques liposolubles sont transformés en
métabolites hydrosolubles plus faciles a excréter. Cependant, il arrive aussi que ces mémes
enzymes transforment des produits chimiques inertes en molécules intermédiaires hautement
réactives. Ces intermédiaires peuvent réagir avec des macromolécules cellulaires
(protéines/ADN). Ainsi, pour chaque produit chimique auquel I’étre humain est exposé, 2 voies
compétitives potentielles coexistent, celle de I’activation métabolique et celle de la

détoxification.

VI1.1. Un bref historique :

La découverte des cytochromes P450 s’inscrit dans la continuité de recherches menées
dés le 19°™ siécle sur la détoxification de composés exogeénes (les xénobiotiques) par
I’organisme.

A la fin des années 1940s, une littérature déja abondante décrit la réponse métabolique
des animaux apres ingestion de substances chimiques (toxines, médicaments). Les composés
ingérés sont retrouvés dans les urines sous forme plus hydrosoluble ; oxydés ou conjugués a
des molécules hydrophiles. L’ensemble de ces résultats permet a WILLIAMS RT d’énoncer
en 1947 les principes fondateurs du métabolisme des xénobiotiques.

Ainsi, les organismes vivants sont exposés en permanence a de nombreux
xénobiotiques aux structures chimiques variées (aliments, polluants, médicaments). Ces
substances sont freqguemment hydrophobes et peuvent comporter des groupements chimiques
réactifs. Afin d’éviter leur accumulation toxique pour I’organisme, un systeme de détoxification

a été mis en place au cours de I’évolution.
VI1.2. Définition des cytochromes P450 :

Ce sont des hémoprotéines enzymatiques impliquées dans le métabolisme oxydatif
(mono-oxygénases), localisées majoritairement au niveau hépatique, mais aussi au niveau
intestinal. La localisation cellulaire des CYP450s est au niveau du réticulum endoplasmique
(microsomal), bien que sa présence au niveau mitochondrial fat aussi démontrée. Les CYP450s
sont une famille d’enzymes du métabolisme structurellement composés d’une apoprotéine

avec en son centre une molécule d’heme (Figure 17).

Au site actif, tous les CYP450s présentent cette portion héminique puisque le fer est
essentiel a la réaction d’oxydation du substrat. L’apoprotéine est une chaine polypeptidique de
masse moléculaire entre 45 et 60 kDa et de séquence tres variable. Sa composition en acides
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aminés et sa conformation conditionnent la sélection en taille comme en fonctionnalité des

substrats acceptés.

helix F' helix G'

missing
HI loop

Figure 17 : Structure primaire du cytochrome P450 3A4 (WILLIAMS et al., 2004 ; YANO

et al., 2004). L'héme est représenté par des batons rouges.

Les CYP450s tiennent leur dénomination du fait que ces cytochromes (CY)
comportent en leur centre un pigment (P) rouge qui, lorsque lié a un groupement monoxyde de

carbone, absorbe la lumiére a une longueur d’onde de 450 nm.

VI11.3. Fonctions des cytochromes P450 :

La superfamille des CYP450s est majoritairement responsable du métabolisme des
médicaments. Ces enzymes oxydatives seraient impliquées dans la biotransformation d’environ
75% de tous les médicaments prescrits en clinique. 1l est toutefois a noter que les CYP450s
remplissent aussi un r6le important dans le métabolisme de substances endogénes, notamment
en biotransformant des acides gras et le cholestérol (CHO). Les CYP450s effectuent des
réactions de phase | qui consistent en I’ajout d’un groupement polaire aux médicaments afin de

les rendre plus hydrosolubles et ainsi faciliter leur excrétion.

Récemment, la superfamille des génes P450 des mammiféres a été divisée en trois
groupes : ceux qui interviennent surtout dans le métabolisme des xénobiotiques et ceux qui

participent a la synthese de diverses hormones steroides d’une part, et & d’autres fonctions
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endogenes importantes, de I’autre. Ce sont les enzymes du P450 métabolisant les xénobiotiques
qui sont les plus intéressantes sur le plan de la toxiciteé.

VI1.4. Nomenclature des cytochromes P450 :

De maniére générale, les isoformes des CYP450s ont ainsi été classées en familles,
puis sous-familles partageant plus de 40% et 55% d’homologie respectivement. Suivant
I’abréviation CYP, pour cytochrome et pigment, un premier chiffre désigne la famille (ex :
CYP1, CYP2, CYP3ou CYP4), puis une lettre représente la sous-famille (ex : CYP2B, CYP2C,
CYP2D ou CYPZ2E). Finalement, sous une méme sous-famille, un dernier chiffre désignera
précisément une isoforme, par exemple CYP2C9 et CYP2C19. A ce jour, 57 génes des
CYP450s divisés en 18 familles et 43 sous-familles ont été identifiés chez I’humain.

De cette superfamille d’enzymes, les familles CYP1, CYP2 et CYP3 sont celles
impliquées de facon importante dans le métabolisme des médicaments. En effet, les plus
impliqués dans le métabolisme des médicaments (% des réactions métaboliques mineures et
majeures effectuées par I’isoforme pour les médicaments sur le marché et en développement)
sont les CYP3A4/5 (33%), 2D6 (13%), 2C9 (10%), 2C19 (9%), 1A2 (9%), 1Al (5%), 2C8
(5%), 2B6 (4%) et 2E1 (3 %).

VI1.5. Polymorphisme génétique des CYP450 :

Le métabolisme des médicaments via les CYP450s est un déterminant majeur de la
réponse pharmacologique. La présence de polymorphismes génétiques des CYP450s est
largement étudiée afin d’améliorer I’efficacité d’un traitement ou encore minimiser la survenue
d’effets indésirables. Des facteurs endogénes (polymorphisme génétique) ou exogénes
(induction, inhibition) tendent @ moduler I’activité et le niveau d’expression des CYP450. Les
variations du métabolisme qui en résultent peuvent avoir des conséquences pharmaco-

toxicologiques importantes.

Actitre d’exemple, le polymorphisme génétique qui affecte CYP2D6 est I’'un des mieux
connus. A ce jour, on dénombre plus de 90 variant alléliques du géne CYP2D6, dont une
vingtaine sont dits non-fonctionnels et responsables d’un déficit d’activité enzymatique.

VI1.8. Les polymorphismes autres que le P450 :

De nombreux polymorphismes existent également dans d’autres superfamilles
d’enzymes  métabolisant  les  xénobiotiqgues  (glutathion  transférases, = UDP
glucuronosyltransférases, p-oxonases, déshydrogénases, N-acétyltransférases ou mono-
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oxygénases a flavine, etc.). Etant donné que la toxicité finale d’un intermédiaire généré par le
cytochrome P450 dépend de I’efficacité des réactions ultérieures de détoxification lors de la
phase 11, le role combiné des multiples polymorphismes enzymatiques revét une importance

capitale pour la prédisposition aux maladies provoqueées par des produits chimiques.

L’équilibre métabolique entre les réactions de phase | et de phase Il joue donc selon
toute vraisemblance un role clé dans la survenue de ce type de pathologies chez I’humain et

constitue le facteur génétique déterminant d’une réponse toxique.

VIIl.  Moyens d’investigation du polymorphisme génétique :

La détermination du phénotype (activité réelle des CYP450s) est indispensable afin
de réduire les risques d’échec thérapeutique ou de réactions indésirables aux médicaments
administrés aux doses usuelles. L’utilisation de substrats-marqueurs permet d’évaluer in-
vitro ou in-vivo la capacité métabolique (phénotype) réelle d’une enzyme par la quantification

de leur biotransformation.

VII11.1. Méthodes de détermination du phénotype :
1. Par phénotypage :

Les méthodes de phénotypage reposent, sur I’administration d’un médicament-test,
suivie d’une mesure des quantités de substrat résiduelles et de leurs métabolites au niveau
urinaire. Le rapport métabolique, est le reflet de I’activité enzymatique étudiée, permettant de

classer les individus en métaboliseurs extensifs ou limités.

Protocole expérimental :

1- Administration d’une molécule test (posologie standardisée) ;
Exemple : la débrisoquine (antihypertenseur) ;

2- Recueil urinaire pendant une période définie (selon protocole validé) ;
3- Dosage de la débrisoquine et de son métabolite hydroxylé ;

4- Calcul d’un indice de métabolisation (IM).

2. Par génotypage :
La détermination du phénotype par génotypage demande d’utiliser un grand nombre
de test et est par conséquent trés couteuse.

Protocole expérimental :
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Les méthodes de génotypage reposent sur la technique de PCR, nécessitant le recueil
d’un échantillon biologique (sang total, frottis buccal, racines de cheveux), a partir duquel est

extrait et purifié I’ADN génomique.

La délétion complete du géne CYP2D6 (CYP2D6*5) permet la prédiction du
phénotype limité.

La prédiction du phénotype ultrarapide repose sur Iidentification d’une duplication
(deux copies du géne en tandem sur le méme chromosome) ou d’une amplification génique (au

moins trois alleles fonctionnels) du CYP2D6.

3. Interprétation des résultats : Distribution de fréquence d’allure tri-modale (3
phénotypes) :

1) Meétaboliseur lent (PM) : IM > 12,6

2) Métaboliseur intermédiaire (EM) : 0,2 <IM < 12,6

3) Métaboliseur rapide ou ultrarapide (UM) : IM < 0,2

IX.  Mécanismes moléculaires du polymorphisme génétique :

A. Simple nucléotide :
e Dans une région codante : substitution d’acides aminés.

e Dans une région non codante :
Séquence de régulation : sous ou surproduction de protéines actives.

Intron : ARNmM inapproprié, erreurs post traductionnelles, modification de

I’activité enzymatique.
B. Délétion partielle ou totale, duplication ou amplification génique.

Exemple de I’allele *4B du CYP 2D6 :

Enzyme normale : 497 aa Enzyme mutée *4B : 181 aa, inactive

X.  Conséquences cliniques du polymorphisme génétique du métabolisme
d’oxydation :

X1. Métaboliseurs lents :
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- Aprés une dose standard de médicament, les métaboliseurs lents vont étre exposes a des

concentrations élevées de médicament non transformé.

Résultats :

Divers effets toxiques ;

Accumulation de la molécule ;

Plus sujets aux effets indésirables ;

Pas d’effet thérapeutique des prodrogues ;
Exemple : absence d’effet analgésique de la codéine.

Codéine — morphine

CYP 2D6

X.2. Métaboliseurs ultra rapides :
- Une dose standard du médicament peut étre inefficace dans ce cas ;
- Absence de réponse thérapeutique (Pas d’effet thérapeutique des drogues) ;
- Les métaboliseurs rapides ont besoin d'une dose plus élevée de médicament pour

béneficier d'un méme effet thérapeutique.

XI.  Quelques exemples de polymorphismes des cytochromes P450 :

Il faut bien concevoir que pour une méme posologie, les concentrations circulantes de
nombreux médicaments peuvent étre considérablement différentes d’un sujet a I’autre, en
dehors de toute influence environnementale (repas, interactions, maladies associées...). Ces
disparités « physiologiques » de niveaux de concentrations plasmatiques de médicaments sont
fréquemment associées a des modifications de la réponse aux médicaments (effet désiré
insuffisant chez les patients métabolisant activement le médicament ou effets indésirables chez
les patients métabolisant lentement le médicament). Il est difficile de prédire si un sujet aura
spontanément un métabolisme important ou faible car en fonction de I’enzyme impliqué dans
I’élimination de tel ou tel médicament, un méme sujet peut éliminer rapidement certains

médicaments et lentement d’autres.

En revanche, pour certains génes, une petite partie de la population peut présenter
plusieurs copies du méme gene du métabolisme. Ces sujets sont dénommeés métaboliseurs

ultrarapides. Cet exemple est pour I’instant décrit que pour un seul gene, le CYP2D6. Ces
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métaboliseurs ultrarapides éliminent beaucoup rapidement les médicaments et nécessitent des

posologies bien supérieures pour obtenir un effet thérapeutique.

X1.1. Exemple de I’isoniazide :

Des polymorphismes génétiques des enzymes du métabolisme des médicaments sont
décrits pour de nombreux systémes enzymatiques impliqués dans des réactions de phase | ou
de phase Il. Cette variabilité d’origine génétique a des conséquences parfois suffisamment
importantes pour qu’elle soit recherchée en pratique thérapeutique. L’exemple le plus connu
est celui de I’acétylation de I’isoniazide, antituberculeux, pour lequel on distingue :

e Des acétylateurs rapides, avec une demi-vie d'élimination d'environ 1 heure.
e Des acétylateurs lents, avec une demi-vie d'élimination d'environ 3 heures. Du fait de

cette demi-vie augmentée, des surdosages peuvent apparaitre.

X1.2. Exemple de la Thiopurine S-MéthyITransférase (TMPT) :

Le polymorphisme de I’activité enzymatique de la thiopurine méthylytransférase
(TPMT) représente un exemple de I’utilisation clinique de la pharmacogénétique. La TPMT,
intervient dans le métabolisme de traitements inhibant la synthése des bases puriques,
I’azathioprine (Aza) ou la mercaptopurine (MP).

La TPMT est une enzyme présente dans différents tissus localisée principalement au
niveau hépatique. Elle est également présente dans le cytosol des érythrocytes humains. Il existe
un polymorphisme génétique de la TPMT qui explique I'importance de cette voie enzymatique
pour la variabilité interindividuelle de I’efficacité et de la toxicité de I’ Aza.

Le gene fonctionnel (ou sauvage) qui présente une activité normale a été désigné sous
le terme de TPMT*!. De nombreuses mutations ponctuelles ou en combinaison portant a la fois
sur les introns et les exons ainsi que sur la séquence promotrice ont été rapportées. Certaines
d’entre elles ont été associées avec un phénotype déficient, mais d’autres sont associées a un
phénotype intermédiaire ou normal de I’activité TPMT (Figure 18). Toutes les mutations n’ont
pas été décrites. De ce fait, la corrélation entre génotype et phénotype est actuellement de 98%.

49



Génotoxicologie-L3 Dr. DJILALI-DOULA F

.IIIIIIII I 0 l

TPMT+ 5' g3
(G238() 5' =F
(G460A et A719G) 5°' 3%

5 - N m T NON 0 O o
SR CI I CEN CICICIC e =S
- © 0 ©o © 000 O O <
o X X X X X X X X X o
£ W oW W W Wow X
S w
S

a.

Figure 18 : Gene de la TPMT. Allele sauvage et principales mutations (THERVET, 2000).

L’AZATHIOPRINE (Aza) est une molécule utilisée pour le traitement préventif des
rejets aigus d’allogreffe ainsi que dans de nombreuses pathologies auto-immunes. Apres
transplantation d’organe. Elle est aussi utilisee pour le traitement de maladies auto-immunes
lorsque celles-ci sont résistantes a un traitement par stéroides, ou lorsque la dose des corticoides
a long terme risque d’entrainer de nombreux effets indésirables. Elle est ainsi couramment
utilisée en gastro-entérologie, pour les maladies inflammatoires du tube digestif, en
dermatologie ou dans le cadre d’une maladie systémique comme le lupus érythémateux
disséminé. L’Aza est transformée en 6-mercaptopurine (6-MP). Cette derniere molécule est

utilisée directement comme traitement des leucémies aigués lymphoblastiques.

L’azathioprine et la 6-MP ont principalement une toxicité hématologique induisant
une leucopénie a polynucléaires neutrophiles. Cette leucopénie peut étre associée plus rarement

a une anémie normocytaire ou macrocytaire, ou encore plus rarement a une thrombopénie.

La 6-MP comporte trois voies métaboliques (Figure 19). L’hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transférase (HGPRT) la transforme en 6-TGN. Ces 6-TGN sont responsables
d’une part de I’effet immunosuppresseur, et d’autre part d’une toxicité proportionnelle a leurs
concentrations. La xanthine oxydase (XO) inactive la 6-MP en acide thio-urique. La TPMT

transforme la 6-MP en 6-méthylmercaptopurine (6-MMP) par méthylation de la fonction thiol.
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Figure 19 : Représentation schématique des voies métaboliques de I’Aza et de la MP
(THERVET, 2000).

X1.2.1. Conséquences du polymorphisme :

Schématiquement, deux circonstances peuvent se présenter. Chez un patient pour
lequel Iactivité TPMT est constitutionnellement basse, la majeure partie de la 6-MP sera
métabolisée par la HGPRT en dérivés 6-TGN. L’effet principal observé sera une hématotoxicité
pouvant conduire a une aplasie du fait de I’accumulation de produits du métabolisme toxique.
A lautre extréme, en cas d’activité TPMT supérieure a celle observée dans la population
générale, la majorité de la 6-MP sera dégradée en 6-MMP. De ce fait, peu de dérivés de 6-TGN

seront produits et le patient encourt le risque de sous-immunosuppression.

Des études cliniques chez I’homme ont prouvé que I’accumulation cellulaire de 6-
TGN était bien inversement proportionnelle a I’activité TPMT. Plusieurs études ont également
montré que les patients qui présentent un déficit en TPMT accumulent de tres fortes
concentrations de 6-TGN dans leurs globules rouges et probablement d’autres tissus
hématopoiétiques.

X1.2.2. Toxicité clinique :

Chez les patients leucémiques traités par MP, 100 % des patients homozygotes pour
la mutation devaient arréter leur traitement en raison d’une toxicité hématologique, contre 54%
chez les patients hétérozygotes et 23% des patients ne présentant pas de mutation. La Figure
20 montre le niveau de I’activité TPMT dans les érythrocytes. Le génotype présumé pour le
géne de la TPMT est également montré. TPMTL et TPMTH sont les alleles qui entrainent

respectivement un bas et un haut niveau d’activité.

o1



Génotoxicologie-L3 Dr. DJILALI-DOULA F

A
p]
S
S
vm ]
o
o 10+
© _ TPMT/TPMT
5 e e
8_ [
9
(O}
3
w
o 54
© TPMTL/TPMTH
[=))
]
c
L ﬂﬁ ﬂﬁ
pun §
o
o
01 . [
0 15 20
Acthlte TPMT Ulml de globules rouges)

Figure 20 : La mesure de I’activité enzymatique de la TPMT (WEINSHILBOUM, 2003).

X1.3. Exemple de I’oméprazole métabolisé par le CYP2C19 :

La Figure 21 illustre les conséquences d’un polymorphisme fonctionnel du CYP2C19
qui métabolise I’oméprazole, un antiulcéreux de la famille des inhibiteurs & protons. Les sujets
métaboliseurs lents éliminent lentement I’oméprazole, ils ont des concentrations circulantes
plus élevées, un pH intragastrique plus élevé et un taux de guérison des ulcéres
gastroduodénaux de 100% (Figure 22).
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Figure 21: Effet du génotype CYP2C19 sur la pharmacocinétique de I’oméprazole
(PHARMACOmédicale.org).

En bleu, concentrations circulantes d’oméprazole chez les métaboliseurs rapides, en rouge chez les
métaboliseurs lents, en noir chez les métaboliseurs intermédiaires. homEM=homozygotes sauvages,
métaboliseurs rapides ; hetEM=hétérozygotes, métaboliseurs intermédiaires ; PM=homozygotes pour le
variant allélique délétére, métaboliseurs lents.
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Figure 22 : Effet du génotype CYP2C19 et réponse a un traitement par oméprazole (guérison
de I'ulcére gastro duodénal) (PHARMACOmédicale.org).

XIl.  P450, réponse individuelle aux xénobiotique et thérapie personnalisée :

La derniére décennie a été marquée par des progrés remarquables dans la
compréhension des bases génétiques de la réponse individuelle aux produits chimiques présents
dans les médicaments, les aliments et les polluants environnementaux. Les enzymes
métabolisant les médicaments ont une profonde influence sur la maniere dont les individus
réagissent aux produits chimiques. Nous sommes chaque jour un peu mieux en mesure
d’évaluer le risque toxique de nombreux médicaments et produits chimiques
environnementaux. C’est le cas en particulier pour I’isoforme CYP2D6 du cytochrome P450.
A I’aide de techniques ADN relativement simples, il est possible de prévoir la réponse probable

a n’importe quel médicament métabolisé par cette enzyme.

Au cours des années a venir, les chercheurs pourront parvenir a identifier une multitude
d’autres polymorphismes (phénotypes) impliquant des enzymes du métabolisme des
medicaments. Ces informations seront le fruit de la mise en ceuvre de techniques ADN
améliorées, peu invasives, permettant d’identifier les génotypes dans la population humaine.

De telles études devraient étre particulierement précieuses pour évaluer le role des
produits chimiques dans de nombreuses maladies environnementales tel que les cancers

d’origine encore inconnue. La prise en compte des multiples polymorphismes touchant les
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enzymes métabolisant les médicaments, agissant de maniére combinée, représente a n’en pas
douter un domaine de recherche particulierement fertile. Au niveau collectif, cette information
devrait permettre de prodiguer des conseils personnalisés aux individus afin de leur éviter de

s’exposer aux produits chimiques susceptibles d’agir sur eux.
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CHAPITRE 11l : Les Mutagénes.

l. Introduction :

L’information génétique est portée par une macromolécule dont la composition est
commune a tous les étres vivants, c’est I’acide désoxyribonucléique (ADN). C’est une
macromolécule composée de deux chaines sucre-phosphate disposées en hélice I’une autour de
I’autre, et qui portent, attachées, des séquences de paires de bases. Les constituants chimiques
polarisés de I’ADN font de lui une substance a fortes interactions avec les molécules qui
I’entourent. A cet effet, il est trés important qu’une cellule soit en mesure de protéger son

matériel génétique des différentes interactions pouvant lui &tres nuisibles.

Par définition, une mutation est un changement permanent dans une séquence
nucléotidique d’ADN, causée par une erreur de réparation, ou par une exposition a des agents
mutagenes, elle peut se produire au niveau génique ou chromosomique. Les mutations
chromosomiques ne représentent que 8% du taux global des mutations, les mutations géniques

quant a elles sont les plus fréquentes avec un taux de 92%.

La plupart des recherches faites sur les dommages causés a I’ADN ont étés menés via
I’utilisation de radiations ionisantes, de rayonnement ultraviolets, et d’agents alkylants, car ces
trois facteurs sont en mesure de causer une majorité trés compléte des différents types de
dommages causés par I’ensemble des agents physiques et chimiques susceptibles d’engendrer

une génotoxicité.

Il.  Mutations et mutagénes :

Une mutation est un changement qui se produit dans le matériel génétique de la
cellule, c’est-a-dire I’ADN. Les conséquences des modifications dépendront du type de cellules

modifiées.

Un mutagene est un agent physique ou biologique, ou une substance chimique,
susceptible de provoquer des mutations, de modifier les informations génétiques (généralement
I'ADN) d'un organisme. A l'origine de ces changements, il augmente la fréquence de certaines

mutations, souvent avec insertion. 1l initie une mutagenése.
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Le mutagene augmente la fréquence des mutations au-dessus du niveau naturel. Toutes
les mutations ne sont pas causées par des mutagenes. Il existe des "mutations spontanées”,
appelées ainsi en raison d'erreurs dans la réplication, la réparation et la recombinaison de I'ADN
(Figure 23).

muitagens
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Figure 23: Un photon UV provoque une mutation dans I'ADN.
(https://lwww.aquaportail.com/definition-5077-mutagene.html)

Il existe deux types de cellules susceptibles d’étre affectées : la cellule somatique et la
cellule germinale. Les cellules somatiques comprennent toutes les cellules du corps (ex. :
cellules hépatiques, neurones), sauf les cellules germinales. Les cellules germinales sont les

spermatozoides et les ovules.

Un agent mutagene est celui qui va induire une mutation. Si la mutation se produit
dans une cellule somatique, il pourra en résulter la mort de la cellule, un cancer ou d’autres
effets néfastes. Si la mutation se produit dans une cellule germinale, elle pourra avoir des
conséquences sur la descendance. Toutefois, si une cellule est transformée par un mutagene, il
n’en résultera pas nécessairement une conséquence néfaste, car tous les mutagénes ne causent
pas nécessairement d’effet biologique décelable. De plus, I’organisme peut réparer une partie
plus ou moins importante des altérations. Il existe des tests permettant de repérer les produits
ayant un potentiel mutagéne (ex. : aberration chromosomique, dominance létale). Les résultats
de ces tests facilitent I’identification et la classification des agents mutagénes de nature
chimique (ex. : acrylamide, cyclophosphamide) ou physique (ex. : radiations ionisantes).

I11.  Aberrations chromosomiques et chromatidiques :

Les aberrations sont définies comme un changement dans la structure normal et le

nombre de chromosomes, elles indiquent un dommage stable et persistant (mutation) qui
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représente un événement parfois, potentiellement initiateur du processus cancéreux
(cancérogénese) menant a I’apparition de néoplasmes. Selon LEONARD (1990), les

aberrations chromosomiques et chromatidiques sont classées comme Illustrées dans le tableau

suivant :

Tableau 2: Schémas des aberrations chromosomiques et chromatidiques (LEONARD, 1990).

Aberrations Définition Schéma
Délétions Elles se présentent sous forme de fragments
terminales. chromatidiques disposés par paires.
L
4
D¢létion Fragments acentriques plus petits que les délétions
Interstitielles. terminales, résultent de deux Iésions transversales trés o
voisines.

Anneaux Résultent de deux cassures assez lointaines a
acentriques. I’intérieur d’un chromosome, les extrémités des
fragments se ressoudent pour former un anneau.

Ce sont des anomalies qui résultent de coupures se

Annecaux produisant de part et d’autre du centromeére, suivies
centriques. de la soudure des extrémités.
Inversions Résultent de deux coupures situées de part et d’autre
péricentrique. du centromere, suivies de I’inversion du segment

== Q0 @ga=

contenant le centromére puis de son réassemblage.

Echanges Ces aberrations résultent de dommages dans deux
symétriques. chromosomes suivis d’un recollement aberrant
(transloqué)
Proviennent de dommages produits dans deux ou
Echanges plusieurs chromosomes suivis d’une soudure entre les
asymétriques. parties pourvues de centromére, il en résulte la

formation de chromosome polycentrique.

Lacune
(gap)

-

Elles sont relativement simples, elles
Fragment. Peuvent résulter, soit d’une lacune, d’une
Cassure, ou d’un échange entre chromatides.

Echange
Chromatides % h
sceurs.

IV.  Les mutations géniques :

4

IV.1. Remplacement d’une base par un analogue structural :

L’exemple du 5-bromouracile édifie le mieux le mécanisme qui peut conduire a une
mutation de I’ADN. Ainsi, le 5-bromouracil est un analogue structural de la thymine comme
illustré dans la Figure 24 (a), lorsqu’il s’incorpore dans son état normal (5-BUt) dans I’ADN il
se lie specifiguement avec I’adénine, cette liaison ne constitue pas un danger pour I’ADN car
les séquences nucléotidiques des brins d’ADN néoformes lors de la réplication seront identiques

aux brins matriciels. Ce n’est que lorsque le 5-bromouracile se trouve dans son état rare, c’est-
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a-dire se comportant comme une cytosine (5-BUc), qu’il cause une mutation délétere pour
I’ADN. En effet, la forme 5-BUc rare se lie spécifiquement avec la guanine et cause une
transition AT=>GC (substitutions de purines par des purines ou de pyrimidines par des
pyrimidines) illustré dans la Figure 24 (b), la séquence nucléotidique est alors mutée et la

réplication de I’ADN perpétuera cette mutation génique.

Base nucléotidique normale Analogue -|T|-
CH3 o Br o ADN Normal
A
HWN— H H‘g—‘(N— H L LL Incorporation du 5-
N < N 1 Bromouracile a la place de la
fe) thymine

Thymine 5’-Bromouracile buU
(a) A

Sl Premier cycle de
/ \ replication: bU s'associe
avec la guanine

U

RS, .LI_I. Second cycle de
/\ /\ replication: le bU
s'associe avec la guanine
LI il LI WLl LINL LI
T T C bu
A A G G
L1l I ) | L1l Ll

Substitution de paire de
base dans I'ADN natif

Figure 24 : (a) La thymine et son analogue structural ; (b) Schéma de substitution de base par
le 5-bromoUracile. (Traduit de I’anglais) (CUMMINGS, 2006).

IV.2. Agents intercalants :

Un grand nombre d’agents intercalants sont connus pour leur grand potentiel mutageéne
a I’instar des proflavines, benzopyrenes, psoralénes, et I’acridine orange (Figure 25). Toutes
ses molécules ont un point commun qui fait d’elles des intercalants de I’ADN, a savoir, une
structure plane, avec laquelle elles produisent des dommages fonctionnels en induisant une
distorsion de la double hélice et en bloquant le plus souvent la réplication de I’ADN par leur

insertion entre deux paires de bases adjacentes.

H CHyCH,CI
N
CHp
CH,
H ot ;
HiC §° _ Bases
" azotées

H2N \ NHQ N\ ocn3
I J Molécule
r Cl intercalée

Proflavine Acridine orange ICR-191

Figure 25 : Intercalation de I’acridine orange dans de I’ADN (traduit de I’anglais)
(GRIFFITH et al., 2012).
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Il est a noter que, les agents intercalants peuvent produire aussi bien des additions que
des délétions au niveau d’un brin néoformé issu de la réplication du brin ou I’agent intercalant
s’est glissé. L addition ou la délétion d’une ou plusieurs paires de base aura pour conséquence
un décalage du cadre de lecture synonyme de pertes d’informations indispensables si la
mutation a lieu dans une partie codante de I’ADN.

IVV.3. Rayons ultraviolets :

Les rayonnements ultraviolets sont des rayonnements électromagnétiques dont la
longueur d’onde est comprise entre 100 et 400 nanometres, selon leurs spectres d’absorption,
on distingue trois types de rayons UV a savoir, les UVA, les UVB, et les UVC. Cette énergie
lumineuse provient principalement des rayonnements solaires auxquels sont soumis les
organismes vivants, une exposition prolongée ou aigue a ce type de rayonnement peut
provoquer des mutations génétiques méme si I’épiderme attenue les rayonnements de grande
énergie. Par exemple, I’apparition des mélanomes malins est en étroite corrélation avec
I’activité des espéces réactives de I’oxygene, et les risques de développer un cancer chez les
individus atteints du Xeroderma pigmentosum, maladie génétique rare caractérisée par une
sensibilité accrue de la peau aux rayons du soleil, sont dus a d’éventuelles apparitions de
dimeres de thymines au niveau de I’ADN causés par les rayons ultraviolets. Notons dans le cas
de cette maladie, que les risques sont liés directement au fait que les systéemes de réparations

des dommages (principalement le systeme Nucleotid Excision Repair) sont inactivés.
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Figure 26 : Effets des dommages causés par les ROS sur la cellule (traduit de I’anglais)
(MATES et al., 1999).
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IV.4. Agents alkylants :

Les agents alkylants sont des composés organiques capables d’introduire un
groupement alkyle sur une molécule d’ADN. Il existe plusieurs familles d’agents alkylants &
savoir, les moutardes azotées, les oxazaphosphorines, les éthylene-imines, les alkyls alcanes
sulfonates, les triazénes et hydrazines, les nitroso-urées, et les organoplatines.

Les agents alkylants sont classés en deux types selon leur composition et leurs effets
sur I’ADN, on distingue ; les agents alkylants mono-fonctionnels ou simples brins, et les agents
alkylants bi-fonctionnels ou doubles brins. Les mono-fonctionnels sont composés d’un seul
groupement réactif et ne forment qu’une seule liaison avec I’ADN, les bi-fonctionnels par
contre, sont formés de deux groupements réactifs et peuvent alors former deux liaisons, souvent

dans des régions voisines, sur les deux brins d’ADN.

Les principaux dommages causés par les agents alkylants sur I’ADN sont; I’arrét de la
réplication; due a la formation d’adduits covalents (pontage ADN-protéine), un arrét de la
transcription au niveau du site de fixation de I’agent alkylant, des cassures d’ADN mono et
double brins, et des modifications de bases azotées tels que I’alkylation des thymines et
guanines par I’éthyle-méthane-sulfonate. Les agents alkylants sont utilisés majoritairement
dans les traitements anti-cancéreux puisque les dommages causés par ces agents sur I’ADN
aboutissent souvent a l'arrét du cycle cellulaire et a I’apoptose, ces agents ayant la capacité de
bloquer la prolifération (néoplasme) de cellules tumorales d’ou leur appellation d’agents
alkylants antinéoplasiques.

V. Tests d’évaluation de la génotoxicité :

La génotoxicité, appelée également toxicité génétique, représente la capacité de
certains agents physiques, chimiques, ou biologiques, a provoquer I’apparition de dommages a
I’ADN pouvant conduire a des mutations irréversibles du matériel génétique, si ces lésions ne

sont pas réparées.

Ces agents sont qualifiés de mutagénes. Les tests de génotoxicité visent a évaluer
I’impact d’une substance, d’une préparation, ou d’un extrait, potentiellement mutagene, en
mesurant I’aptitude de ceux-ci a induire des aberrations géniques ou chromosomiques chez des

bactéries ou des cellules eucaryotes.

Les tests les plus utilisés en laboratoire sont : le test de Ames, le test des cometes, le

test des micronoyaux et le test des aberrations chromosomiques.
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V.1. Test de Ames :

Le test de Ames est un test de toxicologie génétique in-vitro qui consiste a examiner
si une substance chimique ou un agent physique est capable d'induire des mutations spécifiques
chez différentes souches de Salmonella typhimurium.

Les souches utilisées sont porteuses d'une mutation dans un des génes gouvernant la
synthése de l'acide aminé histidine. Cette mutation (His-) rend les souches incapables de
pousser sur un milieu sans histidine. Avec une fréquence trés faible, ces mutations (His-)
réversent spontanément vers (His+) et donc les cellules retrouvent leur capacité a pousser sur
un milieu dépourvu d'histidine. Cette fréquence de réversion peut augmenter en exposant les
bactéries (His-) a des agents mutagenes. Ainsi, le test d’/Ames permet, en quantifiant I'induction
de ces mutations réverses (His+), de mesurer le potentiel génotoxique de la substance testée.

V.2. Test des cometes :

Le test des cometes ou Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) est une méthode basée
sur la microscopie fluorescente rapide et tres sensible pour la détection et la quantification des
Iésions primaires de I’ADN, notamment les cassures de I’ ADN, qui représentent une des Iésions
a forte probabilité d’apparition aprés exposition a des agents mutagenes.

Le principe est simple ; aprés lyse des membranes cellulaires et libération des noyaux,
I’ADN des cellules est ensuite soumis a des conditions électrophorétiques. Compte tenu du
faible voltage et ampérage, les molécules d’ADN intactes et donc trop lourdes pour avoir été
déplacées vont décrire une sphére compacte, tandis que, les fragments endommagés vont migrer

vers l'anode, formant une typique «queue de cométe ».

Les figures ainsi décrites sont alors tout a fait comparables a des cométes. La lecture
au microscope a fluorescence et I’analyse d’image permet alors la quantification des effets

observés.

V.3. Test des aberrations chromosomiques :

Le test daberration chromosomique (CA, chromosomal aberration assay) sur cellules
de mammiferes a été décrit par PRESTON et al. (1987), est fréquemment utilisé pour évaluer
la génotoxicité, en étudiant les dommages de I'ADN induit par divers agents chimiques et de
I'environnement, et a été adopté comme indice de génotoxicité. Il identifie les agents qui
provoquent des anomalies structurelles (cassures chromosomiques ou chromatidiques), ou

encore des anomalies de nombre de chromosomes (aneuploidie, polyploidie).
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Les cellules analysées sont, soit des lymphocytes isolés de sujets humains ou
d’animaux (exposés in-vivo a des substances chimiques ou préparations), ou des lignées
cellulaires (exposées in-vitro aux agents génotoxiques). Ce type de test va donc pouvoir étre

employé pour mesurer le potentiel génotoxique d’un composé in-vitro ou in-vivo.

Le caryotype est réalisé selon les techniques cytogénétiques habituelles, en bloquant
les cellules en métaphase a I’aide de la colchicine ; I’analyse d’un grand nombre de métaphases
est souvent requise. Les aberrations chromosomiques indiquent un dommage stable et persistant
(mutation), qui représente un événement potentiellement initiateur dans le processus qui méne
a la néoplasie ; la présence d’aberrations chromosomiques a d’ailleurs été corrélée avec un

risque accru de survenue de cancers.

VI.  Types d'agents mutagenes :

Les agents mutagénes peuvent étre classés en :

A. Mutagénes chimiques:

Les mutagenes chimiques peuvent étre des analogues de base (tautomeres), des agents
qui réagissent avec I'ADN (sans réplication), des agents intercalaires (molécules plates) ou des
réactions oxydantes. On distingue les mutagéenes chimiques par leur mode d’action. Certains
agissent par des mécanismes semblables aux mécanismes spontanés, d’autres agissent

davantage comme les radiations. On en distingue 3 types :
1. Les analogues des bases :

Leur structure chimique rappelle les purines et pyrimidines. Ils peuvent étre incorporés
a I’ADN lors de la réplication. Le bromo-uracile (BU), semblable a T (Br remplace CH3),
s’apparie a A. 1l a une forte tendance a se tautomériser en « enol ». Elle s'apparie alors a G.
L’aminopurine, analogue de A s’apparie avec T et cause des transitions de A-T en G-C ou

I’inverse.
2. Les substances chimiques alterant la structure et I’appariement des bases :

L’acide nitreux provient de la digestion des nitrites (conservateurs des aliments). Il est
a I’origine de déaminations (perte d'un groupe NHs) (ex : C->U ; meC->T; A-> hypoxanthine).

La nitrosoguanidine, le methyl-methanesulfonate, I’ethyl- methanesulfonate réagissent avec les
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bases en ajoutant des groupements méthyl ou éthyl. La dégradation peut aller jusqu’a la
production de sites sans bases ce qui, a la réplication, est générateur de mutations.

3. Les agents intercalants:

Acridine, proflavine, bromure d’éthidium sont des molécules qui s’insérent entre les
bases de I’ADN. Ceci entraine un étirement de I’ADN. La polymérase insére alors une base

surnuméraire en face de la molécule étrangére.
4. Les agents qui altérent la structure de I’ADN :

Certaines grosses molécules se lient aux bases qui deviennent ainsi « non codantes»
(ex : NAAAF). D'autres agents causent des liaisons intra et inter brins (ex : le psoraléne trouvé
dans les végétaux et utilisé dans les traitements de la peau). Des produits chimiques causent des
ruptures dans I’ADN (ex : peroxydes). Ces agents n’induisent sans doute pas directement les

mutations mais induisent des processus de réparation qui sont mutagéniques.

B. Mutagénes physiques :

Le rayonnement est un mutagéne physique. Il est un processus physique par lequel

I'énergie circule dans l'espace. 1l existe deux formes principales de cette énergie :

« Electromagnétique : décrit comme des ondes d'énergie électrique. Par exemple : rayons
gamma, rayons X, rayons ultraviolets.

o Corpusculaire : il est formé de particules atomiques et subatomiques qui se déplacent a
grande vitesse et causent des dommages lorsqu'elles entrent en collision avec d'autres
particules, notamment des molécules biologiques. Par exemple : les particules alpha et

les particules béta.

Les deux sont connus sous le nom de rayonnements ionisants, car ils produisent des
ions capables de réagir physiquement et chimiquement lors du contact avec des molécules
biologiques. Mais toutes les formes de rayonnement mutagénes ne produisent pas d'ions. La
lumiére ultraviolette est un puissant mutagene avec moins d'énergie que les rayonnements
ionisants. Les longueurs d'onde basses fréquences ont une faible énergie, tandis que les hautes

fréquences ont beaucoup d'énergie. Les rayons X produisent de la stérilité chez les plantes et
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les animaux. Ils affectent également des tissus tels que les os, les nerfs, les muscles, le foie, les

reins, etc.

C. Mutagenes biologiques :

Les sources possibles d'agents mutagenes biologiques peuvent étre toutes les
préparations de nature biologique utilisées en médecine prophylactique ou thérapeutique, telles
que vaccins, antitoxines, sang, sérum et antigénes. Les agents biologiques mutagenes potentiels

peuvent étre des micro-organismes, en particulier des virus, et certains agents chimiques.

Dans le cas des virus, il a été démontré qu'ils peuvent produire des anomalies
chromosomiques, de la simple casse a la pulvérisation des chromosomes, de sorte que la
vaccination avec des virus vivants peut impliquer un risque potentiel. La contamination virale
résultant de transfusions, telle que I'népatite, provoque des déchirures chromosomiques dans le

sang et la moelle osseuse de patients atteints d'hépatite.
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CHAPITRE IV : Systemes de réparation de I’ADN.

I. Généralités :

L’ADN est une macromolécule biologique a laquelle sont attribuées les structures
primaire, secondaire et tertiaire. 1l apparait que la séquence en nucléotides (structure primaire),
la configuration et la situation des nucléotides au sein de la double hélice (structure secondaire)
et I’état sous lequel se trouve la molécule d’ADN (en cours de réplication ou de transcription,
sous forme de chromatine ou de chromosome : structure tertiaire) jouent un réle considérable

dans la survenue des lésions puis des mutations.

En effet, I’accessibilité des sites nucléophiles de I’ADN aux attaques électrophiles des
agents génotoxiques n’est pas la méme et la mise en ceuvre des systémes de réparation de
I’ADN varie considérablement d’une situation a I’autre (Figure 27). Par ailleurs, il existe une
tres grande variété des degrés d’altération de I’ADN. Il est en effet classique de distinguer les
Iésions primaires a I’ADN, les mutations géniques, chromosomiques (effets clastogenes) et
génomiques (effets aneugenes). Les lésions primaires a I’ADN représentent le premier stade

consécutivement a I’action d’un agent génotoxique.

Les composés comportant une partie électrophile ont un pouvoir génotoxique du fait
de la formation de mono-adduits sur I’ADN. De la méme facon, les composés ayant deux ou
plusieurs parties réactives peuvent réagir avec deux centres nucléophiles différents et entrainer
ainsi la formation de ponts intra- ou intermoléculaires dans le matériel génétique (Figure 27).
Les pontages interbrins ADN-ADN et les pontages ADN-protéine sont particulierement
cytotoxiques puisqu’ils peuvent causer un blocage total de la réplication de I’ADN. Les agents
génotoxiques peuvent aussi provoquer des cassures de I’épine dorsale phosphodiester, ou entre
les bases et les sucres (produisant des sites apuriniques ou apyrimidiques) sur I’ADN. De telles
cassures peuvent étre le résultat direct de la réactivité chimique sur un site lésionnel, ou se

produire lors de la réparation d’un des types de Iésions de I’ADN mentionnés ci-dessus.
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Figure 27 : Différents types de Iésions de I’ADN selon la source du dommage et principaux
meécanismes de réparation correspondants (KHALIFA et al., 2012).

Il.  Les facteurs de risque :

L’ADN, si important pour la vie cellulaire, est fragile. Il peut étre soumis a de

nombreux stress naturels au cours de la vie de la cellule, qu’ils soient endogénes ou exogenes.

Le métabolisme cellulaire normal produit entre autre des especes réactives de
I’oxygéne, sources de nombreux dommages. D’autre part, I’environnement soumet en
permanence un organisme a différentes agressions, tel le rayonnement ultraviolet (UV), les
radiations ionisantes ou des agents génotoxiques. Parfois, des molécules toxiques pour I’ADN
sont utilisées comme outil thérapeutique, notamment en chimiothérapie. Les lésions ainsi
générées sont de natures trés diverses : bases altérées ou perdues, liens intra - ou inter-brins,

dimeres de thymines, cassures simple ou double brin.

Il est intéressant de noter que le métabolisme de I’ADN lui-méme est source de
dommages. Ainsi, les polymérases, qui réalisent la copie a I’identique de I’ADN lors de la

réplication, commettent parfois des erreurs qui rompent la complémentarité entre les deux brins.

I1l.  Conséquences des lésions de I’ADN :

Les erreurs de réplication des «microlésions» telles que les mono-adduits, les sites

apuriniques ou apyrimidiques ou les cassures simple brin peuvent conduire finalement a des
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substitutions de paires de bases nucléotidiques, ou a I’insertion ou a la délétion de fragments
polynucléotidiques courts dans I’ADN chromosomique.

Au contraire, les «macrolésions», telles que les adduits volumineux, les pontages ou
les cassures double brin, peuvent déclencher I’acquisition, la perte ou le réarrangement de

fragments relativement importants de chromosomes.

Quoi qu’il en soit, les conséquences peuvent étre dévastatrices pour I’organisme,
chacun de ces événements pouvant conduire a la mort cellulaire, a la perte d’une fonction ou a
une transformation cellulaire maligne. On pense actuellement qu’il se produit une activation
inappropriée de proto-oncogenes tels que myc et ras, ou I’inactivation de génes suppresseurs de
tumeur tels que le p53. L’expression anormale de I’un de ces genes détruit les mécanismes

cellulaires normaux assurant le contréle de la prolifération ou de la différenciation cellulaires.

Ainsi, de nombreux dommages peuvent survenir au niveau de I’ADN. S’ils sont laissés
tels quels, les conséquences peuvent étre graves pour la cellule et ses descendantes, en fonction
de la nature de la lésion. Les lésions nucléotidiques peuvent résulter en des mutations
ponctuelles transmises a la descendance, ce qui est a I’origine de nombreuses maladies
génétiques. Par exemple, de nombreuses mutations ponctuelles dans le géne de la dyskérine ont
été identifiées comme responsables de la dyskératose congénitale, une maladie liée a des
problémes télomériques. Une cassure double brin non réparée peut, quant a elle, résulter en la
perte de la portion du chromosome ne comportant pas de centromere lors de la division
cellulaire, perte délétere pour la cellule. Elle peut ainsi entrainer une aneuploidie (nombre
anormal de chromosomes dans une cellule) ou des translocations entre régions de
chromosomes, ce qui peut rapidement affecter la viabilité cellulaire en supprimant ou modifiant

une partie de I’information genétique disponible.

IV.  Les systemes de réparation de I’ADN :

Les études expérimentales montrent pour la plupart que le développement d’un cancer
aprés une exposition a des composés électrophiles est un événement relativement rare. Une des
explications en est que la cellule est douée de la capacité intrinséque de reconnaitre et de réparer
I’ADN endommagé ou que les cellules dont I’ADN est endommagé ne sont pas capables de

survivre.
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Durant la réparation, la base endommagée, le nucléotide ou la courte séquence de
nucléotides autour du site 1ésé sont supprimés et, grace au brin opposé qui sert de matrice, une
nouvelle séquence d’ADN est synthétisée et mise en place. Pour étre efficace, la réparation de
I’ADN doit s’effectuer avant la division cellulaire et avoir une grande précision, pour éviter
toute possibilité de propager une mutation.

Il existe chez I’Homme de nombreux systemes enzymatiques pour réparer I’ADN. Ces
systemes sont d’autant plus complexes que la Iésion est importante. De nombreuses enzymes
appartiennent spécifiquement a ces systemes de réparation, comme I’ADN polymérase B, par
exemple. La réparation d’une hydrolyse accidentelle d’une liaison phosphodiester sur un brin
d’ADN fait intervenir I’ADN ligase seule si une des extrémités est 5’ phosphatée. Les bases
endommagées ou anormales sont enlevées du nucléotide qui les porte, puis le sucre et le
phosphate sont retirés avant que le brin ne soit reconstitué par I’ADN polymérase B et I’ADN
ligase. Les mésappariements ne peuvent étre reconnus puisque les bases sont normales. La
séquence du brin nouvellement synthétisée est reconnue puis le nucléotide non complémentaire
est remplacé. La réparation d’un dommage portant sur les deux brins d’ADN doit faire appel a

une séquence homologue du génome et se fait par recombinaison.

IV.1. Voie de réparation par réversion : réparation des lésions ponctuelles :
Ce type de réparation utilise trés peu de protéines et restore immédiatement les

liaisons.

A- Photo-réactivation : les photolyases sont des enzymes activées par I’énergie lumineuse et
participent a la réparation de I’ADN par coupure des liaisons covalentes au niveau des dimeres
de thymine.

B- Réversion de coupure simple brin : par une ADN ligase lorsqu’il n’y a pas de pertes de
bases.

C- Réversion de dépurination par une purine insertase : restore la liaison osidique, enzyme

spécifique d’une base.

IV.2. Voie de réparation des bases mal appariées (MMR, Mismatch Repair) :

Certaines bases azotées de I’ADN existent sous plusieurs formes tautomeres résultant
du déplacement inconstant des hydrogenes des fonctions amine ou énol. Ces formes sont plus
rares que les formes habituelles des bases azotées mais dans un ADN modéle en cours de

réplication certaines bases peuvent étre momentanément sous une forme tautomere. La forme
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tautomére de I’adénine est I’imino-adénine, qui ne s’hybride pas avec la thymine mais avec la
cytosine. De méme I’énol-thymine s’hybride mieux avec la guanine au lieu de I’adénine et
I’énol-guanine se lie avec la thymine plutét qu’avec la cytosine (Figure 28). Ainsi I’ADN
polymérase va condenser sur I’ADN qu’elle construit des bases azotées différentes de celles
attendues. Lorsque la base azotée du brin modéle aura repris sa forme habituelle elle ne pourra

plus s’hybrider avec la base du brin nouveau et il en résultera des mésappariements.

M~ 4" Mésappariements ...
Hc\ ,/c c\ des bases motées
NS M ' DNA modele .
o easN=CH CCATCGCT AAATGCGGGA °
H_,.C\ /0H 3,GGTAGC \ réplication
,/C'— C\\ GTP mésappariement
" P ,DNA modéle .
/N—C\\ S CCATCGCTAAATGCGGGA S
énolthymine o S,GGTAGCGACTT \ réplication
//N \C— CIOH GT P mésappariements
HC 7 N\ . DNA modéle .
NN CCATCGCT AAA TGCG GGA °
) N=cC GGTAGCGACTTGCGCTCT _,
énol-guanine \NHZ 3' eeesee———— 5

Figure 28 : Les formes tautomeres des bases azotées de I’ADN et I’apparition des
mésappariements (HOUSSET & RAISONNIER, 2010).

La voie de réparation du MMR permet de corriger les bases mal appariées qui sont le
plus souvent dues a une erreur d’incorporation par les ADNs polymérases. En effet, une base
est erronée toute les 10-5 bases incorporées et grace au systéeme de relecture 3’-5’ des
polymérases et du systtme MMR, le taux d’erreurs est réduit & 10-10 bases. Ce systéme
reconnait donc les bases mal appariées mais aussi des courtes insertions ou délétions de
nucléotides qui vont former des boucles nucléotidiques. La voie du MMR est tres conservée
entre les especes et il existe de fortes similitudes entre le MMR humain et le MMR bactérien
qui a été tres étudiée chez Eschérichia coli. Les protéines du MMR ont été largement décrites
chez la bactérie, et grace a des homologies de structures, les protéines du MMR humain ont pu
étre identifiées. La Figure 29 répertorie les différentes protéines de ce mécanisme et les

fonctions dans les deux modéles. Le MMR se déroule en quatre étapes.
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Figure 29 : Les différentes étapes de réparation pour le mécanisme du MMR
(HOEIJMARKERS, 2001).

IV.3. Voie de réparation des nucléotides modifiés (NER, Nucleotide Excision
Repair) :

Lorsqu’un fragment d’ADN est endommagé, la simple excision de base ne suffit plus
a réparer. En particulier les mésappariements qui ne seraient pas réparés par I’ADN polymérase
d au cours de la réplication, sont immédiatement repérés parce que la double hélice ne se forme
pas normalement. Une endonucléase coupe alors le brin porteur de la lésion a une distance de
cing nucléotides. Puis sous I’effet d’une topoisomérase (hélicase ou facteur TFIIH) le brin 1ésé
est séparé du brin sain. A partir de I’extrémité 3’0OH de la breche ainsi créée, une ADN
polymérase B reconstitue le fragment complémentaire et la derniere liaison sera refermée par
I’ADN ligase (Figure 30).
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Figure 30 : Les différentes étapes de réparation de I'ADN par le systeme NER (HOUSSET &
RAISONNIER, 2010).

Les lésions les plus connues pour étre réparées par le NER, sont les dommages produits
par les UV-B qui sont en majorité des diméres de pyrimidine et les photoproduits pyrimidine
6-4 pyrimidone. Il existe deux voies du NER : la réparation globale (Global Genome Repair,
GGR) qui comme son nom I’indique, opére sur la totalité du génome, et la réparation couplée
a la transcription (Transcription-Coupled repair, TCR) qui est spécifique des dommages
présents sur les brins transcrits. Seule I’étape de la reconnaissance du dommage différe entre

ces deux voies.
1V.3.1 Global Genome repair ou GGR :

Le mécanisme de réparation du NER comporte cing étapes successives faisant appel a
plus d’une vingtaine de protéines dont un certain nombre codent pour les génes XP responsables
du syndrome Xeroderma Pigmentosum (XP).

1VV.3.2 Transcription-Coupled Repair ou TCR :

La TCR a été décrite pour la premiére fois en 1987 dans le laboratoire du professeur
HANAWALT. Elle cible préferentiellement les Iésions de I’ADN se trouvant sur les genes
activement transcrits, et de ce fait ne répare que le brin transcrit.

V. Voie de réparation des bases modifiées (BER, Base Excision Repair) :

Devant une base endommageée, la réparation peut étre faite par une simple excision de

base suivie du remplacement de la base par un nucléotide normal. L’excision est faite par une
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ADN glycosylase qui ouvre la double hélice, puis hydrolyse la liaison N-glycosidique de la
base endommagée et laisse un nucléotide apurinique (dépourvu de base). La réparation sera
faite par une des ADN polymérases de réparation : I’ADN polymérase B qui hydrolyse le
nucléotide apurinique, puis le remplace par le nucléotide attendu sur I’extrémité 3’OH libre et
la bréche sera refermée par I’ADN ligase qui reconstitue la liaison phosphodiester en 3’ du

nucléotide ajouté (Figure 31).

DNA Excision de base

a
CCATCGCTAAAGCGTGGA 3
GGTAG GCACCT

3 @@ e— 5’
DNA

1 '
CCATCGCTAAAGCGTGGA S
GGTAGCG TTTCGCACCT

5

5

DNA glycosylas 3 5
site apurinique
DNA
B ——————————————————C
5 CCATCGCTAAAGCGTGGA S
DNA polymérasep 3,GGT AGCGATTTCGCACCT 5

+ DNA ligase 3 -
réparation

Figure 31 : Réparation de I'ADN par excision de base (HOUSSET & RAISONNIER, 2010).

V. Voie de réparation des cassures des deux brins de I’ADN, (DSB, Double
Strand Break) :

Lorsqu'une cassure double brins de I’ADN (CDB) est formée, elle est détectée et
signalée pour permettre I'activation du point de contréle. La cellule stoppe ou ralentit alors sa
progression dans le cycle pour permettre de réparer 'ADN. Une fois I'ADN réparé, le point de

contrble est désactive et la cellule poursuit son cycle.

En revanche, si la réparation n'est pas possible, la cellule peut alors activer sa mort
programmée. Les CDB (DSB) peuvent étre réparées par plusieurs mécanismes : la jonction
d'extrémités non-homologue (ou NHEJ pour "Non-Homologous End Joining"), la
recombinaison homologue (RH), et lI'appariement des extrémités protubérantes simple brin (ou
SSA pour "Single Strand Annealing™) (Figure 32).
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Figure 32 : Les voies de réparation des cassures double-brin de I'ADN. Modifiée de (JASIN
and ROTHSTEIN, 2013) (PAUTY, 2015).

DSB: cassure double-brin, HR: recombinaison homologue, SSA: appariement des extrémités protubérantes
simple-brin, NHEJ: jonction d'extrémités non-homologue, Alt-NHEJ: NHEJ alternatif

La rupture totale de la double hélice (coupure des deux brins), nécessite un mécanisme
de réparation gréce a la recombinaison avec un autre brin d’ADN (recombinaison homologue).
Les deux extrémités doubles brins sont protégées par des protéines. Seule une 5’exonucléase
va digérer les deux brins avec une extrémité 5’phosphate libre. Les extrémités simple brins ainsi
dégagées vont trouver a se recombiner avec une séquence homologue (séquence répétée,
dupliquée ou séquence homologue de I’autre chromosome). A partir des extrémités 3’OH libres
de I’ADN Iésé I’ADN polymérase B va resynthétiser des séquences grace au modele que
constituent les séquences homologues du brin intact. Aprés que I’ADN ligase ait fermé les
bréches simples brins, il en résulte un «hétéroduplex» avec deux jonctions Holliday. La coupure
des jonctions entre les deux brins libére les deux doubles hélices reconstituées. Comme les
séquences homologues ne sont pas parfaitement identiques, il reste des mésappariements. La
réparation de ces mésappariements aboutit a des doubles hélices normalement hybridées.
Toutefois des fragments de ces doubles hélices sont issus du méme modele homologue dans les
deux hélices et les séquences qui se trouvent dans ces zones sont maintenant identiques : les
génes qui s’y rencontrent éventuellement, s’ils étaient hétérozygotes, deviennent homozygotes
: c’est la perte d’hétérozygotie (Figure 33).
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Figure 33 : La formation des cassures doubles brin de 'ADN (PAUTY, 2015).

VI. Systéme SOS :
Le systeme SOS regroupe un ensemble de génes (environ 30) qui est impliqué dans la
réplication de I’ADN, dans la réparation de I’ADN et dans la division cellulaire et dont

I’expression est contr6lée par une altération de I’ADN (Figure 34).

Le systeme SOS fonctionne comme un systeme de type opérateur, on se trouve face a
deux états, qui utilisent ou non les protéines Rec A qui sont les protéines clé de la recombinaison

procaryote :

« Unétat non induit, sans Rec A, durant lequel Lex A se lie aux opérateurs en réprimant
la synthese des protéines impliquées dans la réponse SOS de la cellule, les génes ne sont

donc pas exprimés.

Un état induit, avec Rec A qui est toujours présent dans la cellule mais en petites
quantités. Lors d’une altération les protéines Rec A activent leurs propres synthéses en
clivant les protéines Lex A qui inhibaient jusqu’alors la transcription des génes du
systeme SOS dont celui de Rec A.

Les différents génes participant au systeme SOS forment un régulon qui est un groupe

de génes dont I’expression est contr6lée par une méme protéine.

Chez les eucaryotes il n’y a pas d’équivalent du systeme SOS avec augmentation
importantes de I’expression des protéines impliquées dans la réparation ; mais plut6t
relocalisation et concentration des protéines de réparation dans des complexes sub-nucléaires.
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Le systeme d’opéron n’existe pas chez les eucaryotes, le génome étant trop compliqué, et ainsi
il n’y a donc pas de systeme de réparation de type SOS (donc pas de protéine de type Rec A).

A B
RecA Réponse Rlp Rt
LexA O 50s eCA- 5. ..
as —E— S\, .
T " ;6 i ADNsb —~ .
h’x_L‘Sr LexA __
Ll Géne — >—
b ﬁ;-
P. colte
Antibiotiques S0S

Figure 34: Réponse SOS (DA Re & PLOY, 2012).
A. En I’absence de stress, un dimere de protéines LexA est fixé au niveau de la région promotrice du géne du

régulon SOS. Ce géne est totalement inhibé ou exprimé a un niveau basal selon I’affinité de liaison de LexA a
son site de fixation.
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CHAPITRE V : Conséquences et effets génétiques des mutagenes et de la
réparation : effets sur les chromosomes et sur les génes.

l. Introduction :

Les mutations sont des changements brusques et d’emblée héréditaires de
I'information génétique. L'information héréditaire est normalement stable, elle est transmise de
génération en génération de maniere fidele. Mais cette fidélité n'est pas absolue. Le systeme a
la base de la transmission de l'information héréditaire est ce qu'on appelle la réplication. La
réplication permet de faire & partir d'une molécule ADN une copie conforme (exacte). Cette
copie est presque toujours conforme a la molécule originale, de sorte que le génotype reste

constant de la fecondation jusqu’a la mort.

Mais il arrive que la réplication soit accompagnée de quelques erreurs trés rares
aboutissant a des copies qui different du modéle original : ce sont les mutations géniques. En
plus des mutations produites a la suite d'erreurs au niveau de la réplication, il y a différents
agents de I’environnement qui peuvent altérer la structure de la molécule d'’ADN et qui
provoquent donc l'apparition des mutations. Ces agents peuvent étres de différentes natures

(physique, chimique ou méme biologique) ; ce sont les agents mutagénes.

Le mot mutation est souvent employé dans un sens large pour designer non seulement
les génes ayant subi une altération interne, mais aussi les variations structurales des
chromosomes. On distingue alors les deux catégories de mutations en qualifiant les premieres
de géniques et les secondes de chromosomiques. En plus de ces deux types de mutations, il
existe une troisieme catégorie dite mutation génomique ou l'altération touche le nombre des

chromosomes (variation numérique des chromosomes).
Il.  Conséquences et effets génétiques des mutagenes sur les chromosomes et sur les
génes :

I1.1. Les effets des mutations sur la régulation des génes : les mutations des
séquences régulatrices.

Les séquences régulatrices et les genes codant pour des facteurs de transcription
peuvent subir des mutations. A la différence de celles qui touchent directement les séquences
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codantes, les mutations des séquences régulatrices n’ont pas d’effet sur la protéine codée, mais
uniquement sur la régulation de I’expression de celle-ci. Néanmoins, ces mutations peuvent

avoir des conséquences tres importantes sur le phénotype.
Il existe trois types de conséquences de mutation touchant la régulation des genes :
« Modification de I’intensité de I’expression ;
« Modification de la localisation de I’expression ;
« Modification de la temporalité de I’expression.
a) Modification de I’intensité de I’expression :

De nombreuses mutations peuvent modifier I’intensité de I’expression d’un géne. Par
exemple, la modification de la séquence d’un promoteur peut empécher la liaison avec I’ADN
polymérase ou avec un facteur de transcription. Ceci rend le géne inactif puisque le géne ne
peut plus étre transcrit.

Il existe dans le génome un certain nombre de génes «fossiles» qui ne peuvent plus
étre transcrits a cause de mutations dans leur promoteur, on les nomme des pseudo-génes. Il

est d’ailleurs possible qu’une mutation touchant un pseudo-geéne puisse le réactiver.

Les amplificateurs/inactivateurs peuvent également étre touchés par des mutations.
Généralement, au lieu «d’éteindre» le géne, ces mutations vont plutdt diminuer ou augmenter
I’intensité de I’expression du géne codant. En conséquence, la concentration de la protéine
codée dans la cellule sera modifiée.

Cela peut avoir un impact important pour la cellule et I’organisme, car une
concentration différente d’une seule protéine peut modifier profondément le métabolisme de
la cellule.

La modification d’un géne codant pour un facteur de transcription peut entrainer
I’inactivation de celui-ci, ou au contraire rendre la fixation du facteur de transcription sur
I’ADN permanente. Les effets de ces mutations sont similaires aux mutations touchant le
promoteur et les amplificateurs/inactivateurs. Par exemple le syndrome de Rett est une maladie
génétique qui provoque une affection neurologique grave. Elle est liée a la mutation du géne
MECP2 qui code pour un facteur de transcription, la protéine MecP2 (methyl-CpG-binding
protein). Ce facteur est un répresseur transcriptionnel (empéchant la transcription) qui se fixe

sur les promoteurs de nombreux genes différents. La mutation leve cette répression car la
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protéine ne peut plus se fixer sur I’ADN. Les cellules ne peuvent plus empécher la transcription

de ces genes, ce qui provoque un grave déreglement du métabolisme cellulaire.
b) Modification de la localisation de I’expression :

Chez les organismes pluricellulaires, le développement embryonnaire est sous le
contr6le de nombreux facteurs de croissance qui guident la croissance et la formation des
organes (cerveau, ceil, bras, cceur, etc.). Au cours du développement embryonnaire, les cellules
activent ou pas tel ou tel gene selon leur localisation dans I’organisme. Ainsi, les cellules &
I’intérieur du crane se différencient en neurones, les cellules situées a I’extérieur du corps se

différencient en cellules de peau, celles situées dans I’abdomen en systeme digestif, etc.

Des modifications de la régulation spatiale des genes peuvent avoir des conséquences
graves sur le développement embryonnaire. De telles modifications expliquent également de
grandes différences morphologiques entre des especes différentes qui sont génétiquement
relativement proches. Par exemple les chauves-souris (ou chiroptéres) sont des mammiféres
volants. Le taxon des chauves-souris est apparu il y a 50 millions d’années avec les
caracteéristiques des chauves-souris actuelles, en particulier le développement trés important des
phalanges des mains formant des ailes membraneuses typiques de ce groupe. On suppose que
les chiropteres ont évolué rapidement a partir d’ancétres quadrupédes similaires
morphologiquement aux rats et aux souris actuels. Des études ont été réalisées sur I’expression
de deux genes, Prx1 et Bmp2, connus pour agir sur la croissance des os longs des membres au
cours du développement embryonnaire. L’expression de ces deux genes au cours du
développement embryonnaire a été comparée chez la chauve-souris Carollia perspicillata et la
souris Mus musculus. Il a été démontré que la surexpression des génes dans les zones de
développement des membres antérieurs est corrélée avec I’allongement trés important des os

de la main observé chez la chauve-souris.

Cet exemple montre que la simple modification locale de I’expression de certains
génes peut entrainer des différences morphologiques trés importantes, sans modification

majeure du génome.
c) Modification de la temporalité de I’expression

L’expression des génes est également régulée temporellement. En effet, le
métabolisme d’un organisme change au cours du temps et des genes réprimés durant la jeunesse

peuvent étre exprimés a un stade ultérieur et inversement.
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La modification de la régulation temporelle peut elle aussi avoir des effets tres
importants et provoquer des maladies graves. Mais c’est aussi un mécanisme a I’origine de

I’apparition de nouvelles espéces.

Pour chaque acide aminé correspond un ou plusieurs triplets (ou codons) de
nucléotides. Aussi, les mutations n’affecteront la séquence protéique que lorsque la mutation
concerne le premier ou le second nucléotide du triplet. Lorsque la mutation du codon touche le

troisieme nucléotide, la mutation est le plus souvent silencieuse.

La modification de la séquence de la protéine peut avoir un effet sur sa fonctionnalité
et/ou sa structure. Elle peut donc modifier le phénotype cellulaire, engendrant ainsi des
modifications du phénotype a I’échelle de I’organisme.

La plupart de ces mutations n’ont pas d’impact sur la survie des individus et sont a
I’origine de la variabilité intraspécifique. Elles permettent d’expliquer la variabilité des

caractéres des individus au sein d’une méme espéce.

11.2. Les effets des Déficiences ou délétions :

La déficience qui consiste en la perte d'un segment de chromosome implique qu'il y a
perte d’au moins quelques génes (le nombre de génes dépend de la taille de la déficience et de
I'endroit auquel elle s'est produite). Ceci implique que les déficiences soient le plus souvent non
viable a I'état homozygote (plus la taille de la déficience est grande plus elle a des chances d'étre
létale a I'état homozygote). Les déficiences sont souvent a I'état hétérozygote. Lorsqu'elles sont
petites et que les parties déficientes (absentes) ne contiennent pas de genes essentiels a la
viabilité.

Il faut noter cependant que des segments relativement longs et méme des chromosomes
entiers peuvent manguer lorsqu'ils sont inertes (contiennent des génes inactifs ou presque,
exemple de males XO qui sont viables). Lorsqu'un individu est hétérozygote pour une
déficience, le chromosome déficient est plus court que son homologue, si la partie absente est
relativement longue. Du faite que l'appariement des chromosomes ne se fait qu'entre parties
strictement homologues, lorsque ces deux chromosomes s'apparieront, la partie du chromosome
non déficient, qui correspond a la partie absente du chromosome déficient n'aura pas
d’homologue dans ce dernier et formera une boucle (Figure 35).
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Figure 35 : Représentation de la déficience a I'état hétérozygote (formation d'une boucle).

11.3. Les effets des mutations sur le phénotype :

Tous les caractéres héréditaires peuvent étre touchés par les mutations. Ainsi, il y a
plusieurs sortes de mutations : morphologiques, physiologiques, biochimiques ou méme
psychologiques. Chez la drosophile par exemple, il existe des mutations qui touchent la
pigmentation des yeux ou du corps, les ailes, la répartition des soies, les caracteres sexuels, la
fertilité, la longévité, les propriétés sérologiques, la réaction a la lumiere, le comportement

durant I’accouplement... etc.

Les conséquences des mutations sur le phénotype varient des mutations dont I'effet sur
le phénotype est imperceptible aux mutations dont I'effet est dramatique (modification radicale

du phénotype).

Les mutations peuvent toucher tous les types de cellules d'un organisme. Chez les
métazoaires a reproduction sexuée, les mutations peuvent toucher soit des cellules somatiques
soit des cellules germinales. Les mutations touchant les cellules somatiques sont transmises aux
cellules filles (par suite de mitose), il en résulte qu'une partie des cellules expriment un
phénotype mutant, ce qui donne les chiméres ou mosaiques. Les mutations somatiques ne vont
pas étre transmises a la descendance et vont donc disparaitre au plus tard avec la mort de
I’individu ou ils sont apparus. Mais les mutations qui touchent une cellule germinale peuvent
étre transmises a la descendance. Ces derniéres sont les seules & pouvoir changer I’hérédité dans

une lignée ou une famille.

Dans les tissus haploides les effets des mutations sur le phénotype peuvent étre décelés
dés l'apparition des mutations. Mais chez les diploides les mutations ne peuvent étre décelées
dans la descendance immédiate de I’individu ou elles sont apparues que si elles sont
dominantes. Si elles sont récessives, elles ne seront décelées que quelques générations apres
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leurs productions. Chez les polyploides les mutations sont décelées encore plus tardivement

que chez les diploides.

Dans certains cas, les mutations peuvent perturber le fonctionnement d’une protéine
ou empécher son expression correcte dans la cellule. Dans ce cas, I’individu peut souffrir d’une
anomalie qui peut modifier le bon fonctionnement de ces cellules et étre responsables de
symptdmes graves. On parle alors de maladie monogénique car elles ne concernent que

I’altération d’un seul gene.

o Sil’allele porteur de la mutation ne s’exprime que lorsqu’il est en deux copies dans le

génome, on parle de maladie monogénique récessive.

e Siun seul exemplaire est suffisant pour que I’anomalie s’exprime on parle de maladie

monogénique dominante (plus rare).
Exemple : la drépanocytose.

La drépanocytose est une maladie caractérisée par une forte anémie et des douleurs
articulaires importantes. Chez les patients, on observe une forme anormale des hématies en

faucille (Figure 36).

Ces derniéres ont du mal a circuler notamment dans les réseaux des capillaires ce qui
réduit I’oxygénation des organes. L’origine génétique de cette anomalie est une mutation du
géne codant pour I’une des sous-unités de I’hnémoglobine qui en modifie la forme. Elle ne peut
donc plus assurer correctement son role dans le transport du dioxygene et précipite dans le

cytoplasme des cellules, rendant les hématies plus rigides.
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Figure 36 : Hématies d'un individu atteint de drépanocytose.
(Source : http://www.hematologyatlas.com)
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IIl.  Conséquences et effets génétiques des déficits de la réparation de I’ADN sur les
chromosomes et sur les genes :

Des études cliniques ont montré que les sujets présentant des déficits héréditaires des
meécanismes de réparation de I’ADN manifestent fréquemment un cancer ou des anomalies du
développement a un age précoce. De tels exemples soulignent le lien évident entre les Iésions
de I’ADN et la pathologie humaine. De la méme fagon, des agents favorisant la prolifération
cellulaire (tels que I’acétate de tétradécanoylphorbol) intensifient souvent la cancérogenese.
Pour ces composes, la probabilité élevée de transformation néoplasique est sans doute la
conséquence du temps plus court dont dispose la cellule pour effectuer une réparation correcte
de son ADN.

I11.1. Les conséquences d’un défaut de réparation des CDBs :

Un défaut de ce systeme de surveillance et de protection du génome contre les cassures
doubles brins (CDB), a quelque niveau que ce soit, est souvent associé a un syndrome ou une
maladie génétique. Ces maladies sont le plus souvent a transmission autosomique récessive et
présentent des symptémes communs. Ainsi, des mutations dans les génes codant les protéines
MRE11 et NBS1 qui font partie du complexe MRN, sont associées respectivement aux
syndromes de Nimégue (ou Nijmegen Breakage Syndrome) et ATLD (Ataxia Telangiectasia
Like Disorder). Les patients affectés par le syndrome de Nimégue présente une petite taille, une
microcéphalie, des difformités du visage et sont sujets a des infections notamment pulmonaires,
en plus d'avoir une susceptibilité accrue de développer un cancer. Le syndrome ATLD
ressemble, comme son nom l'indique, a I'ataxie télangiectasie, ou syndrome de Louis-Bar ; une
maladie neurodégénérative affectant certaines parties du cerveau mais aussi caractérisée par un
déficit immunitaire, une sensibilité aux rayons ionisants (radiosensibilité), un développement
de télangiectasies (dilatation des vaisseaux sanguins proche de la surface de la peau) et
également une augmentation du risque de cancer. L'ataxie télangiectasie est provoquée par des
mutations du gene de la kinase ATM. Cette kinase, ainsi que la kinase ATR, sont essentielles a
la signalisation des CDB et l'activation des voies de réparation.

Des mutations du gene d'ATR causent d‘ailleurs le syndrome de Seckel, caractérisé
également par une microcéphalie, un retard mental et certaines difformités du visage. D'autres
maladies proviennent de mutations touchant directement les génes impliqués dans la réparation.
C'est le cas du syndrome de Bloom qui est associé a des mutations de BLM. Les patients atteints
de ce syndrome présentent également un retard de croissance, des difformités du visage, une
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peau sensible aux UVs avec notamment un développement de télangiectasies, une
immunodéficience modérée et une prédisposition au cancer. Dans certains cas les patients ont
également un retard d'apprentissage ainsi qu'une fertilité diminuée pour les femmes ou une
stérilité pour les hommes. Le syndrome de Bloom partage de nombreuses caractéristiques avec
I'Anémie de Fanconi (FA).

En effet, cette maladie peut aussi étre associée avec un retard de croissance, des
difformités du visage, ainsi que des difficultés d'apprentissage ou une fertilité affectée. Les
patients atteints de FA peuvent également présenter des anomalies squelettiques, en particulier
au niveau des bras et des mains. Toutefois, I'Anémie de Fanconi est caractérisée par le
développement de problémes sanguins, notamment dus a une insuffisance médullaire (Bone
Marrow Failure syndrome), et une prédisposition au cancer, dont des leucémies, des cancers
gynécologiques ou de la cavité buccale. Cette maladie est due a des mutations dans l'un des 16
génes impliqués dans la voie de Fanconi, une voie de réparation de I'ADN spécialisée dans la
réparation des ponts inter-brin (ou ICL pour Interstrand CrossLink) et qui implique la formation
d'une CDB au cours du procédé de réparation. Parmi ces génes on trouve notamment les genes
BRCA2 (FANCD1) et PALB2 (FANCN) qui sont des médiateurs de la réparation des CDB par
recombinaison homologue. D'une maniére générale, les mutations dans les géenes impliqués
dans la réparation des dommages de I'ADN et en particulier des CDB sont associées a une
susceptibilité accrue de développer un cancer.

Les CDBs sont les Iésions les plus cytotoxiques pour la cellule, mais la présence de
Iésions sur un des brins de I’ADN peut avoir des conséquences aussi dangereuses que celle des
CDBs. Les dommages touchant un seul brin d’ADN sont de plusieurs natures allant des
modifications de bases (oxydation, méthylation), aux pontages intra-brins, aux adduits

encombrants ou encore aux cassures simple brin (CSBs).

L’origine des dommages peut étre endogene, comme un défaut d’appariement des
bases, mais aussi exogene, en effet plusieurs xénobiotiques sont responsables de ces différentes
Iésions comme la fumée de cigarette, mais aussi les ultraviolets provenant des rayons du soleil,

ainsi que certains médicaments anticancéreux tel que le cisplatine.

Pour survivre et garder I’intégrité de son génome, la cellule a mis en place plusieurs
systemes de réparation spécifiques de ces dommages. Comme les CDBs, les modifications de
bases, les adduits encombrants et les mésappariements de bases font appel a trois mécanismes

conduisant a la réparation du brin endommagé : la réparation par excision de nucléotides (ou
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nucleotide excision repair, NER), la réparation par excision de base (ou base excision repair,
BER) et la réparation des mésappariements (ou mismatch repair, MMR).

111.2. Les conséquences d’un défaut de réparation du NER :

En accord avec la nature des dommages réparés par le NER, un défaut dans ce systeme
de réparation s’accompagne de conséquences cliniques graves et sont responsables de trois
maladies rares autosomales récessives héréditaires dont la caractéristique principale est une

forte sensibilité au soleil.

La maladie Xeroderma Pigmentosum (XP), du a une mutation des génes codants pour
les protéines XP, a été décrite en 1863 et nommée en 1882 par le docteur KAPOSI. C’est une
photodermatose qui se caractérise par une sensibilité excessive de la peau au soleil, des troubles
oculaires et un risque multiplié par 1000 de développer un cancer de la peau ou des yeux.

Le syndrome de Cockayne, décrit en 1936 par le docteur COCKAY NE, est caractérisé
par un défaut de croissance, un développement anormal du systéme nerveux et bien sdr d’une
hypersensibilité au soleil mais sans une augmentation du risque des cancers de la peau. C’est
une mutation des protéines CSA et CSB qui est responsable de ce syndrome.

Il existe également la forme photosensible de la Trichothiodystrophie (TTD), due a
une mutation des protéines XPD ou XPB, elle a été décrite en 1979 par le docteur PRICE. Les
patients TTD présentent une hypersensibilité a la lumiére du soleil, qui s’accompagne d’une
dystrophie, d’un retard mental, de cheveux cassants mais ne s’accompagne pas d’une
augmentation des risques du cancer de la peau.

111.3. Les conséquences d’un défaut de réparation de BER :

Un défaut de BER n’est pas associé a une pathologie humaine. Récemment, des souris
KO pour certains facteurs ont été générées. Les souris KO pour les ADN glycosylases ne
présentent pas vraiment de phénotype, ce qui s’explique par une forte redondance entre les
différentes ADN glycosylases et par le fait que la TCR peut prendre en charge la réparation du
dommage. Mais I’inactivation de protéines essentielles pour le BER conduit a une mort
embryonnaire, ce qui montre I’importance vitale de ce processus. En effet, les souris KO pour
I’ADN polymérase B, XRCCI1 et pour la ligase I ne sont pas viables.
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111.4. Les conséquences d’un défaut de réparation de MMR :

Le MMR permet le maintien de I’intégrité du génome en corrigeant les erreurs des
ADN polymérases. La perte de ce systéme entraine une augmentation de mutations spontanées,
le taux d’erreurs lors de la réplication étant augmenté de 100 a 1 000 fois.

Un défaut d’activité du MMR est aussi corrélé a un phénotype d’instabilité des
microsatellites (MSI). Les souris KO pour les genes du MMR présentent un phénotype
mutateur, un MSI positif et une prédisposition au cancer du colon et du rectum, de I’endomeétre

mais aussi de I’estomac, ces tumeurs étant dues a des mutations héréditaires ou sporadiques.

Le cancer le plus connu qui est lié a un défaut du MMR est le syndrome de Lynch ou
cancer colorectal héréditaire sans polypose (hereditary non-polyposis colocteral cancer ou
HNPCC) qui représente 1 & 3 % des cancers colorectaux. Ces cancers présentent tous un
phénotype MSI positif, et les génes mutés sont principalement hMLH1, hMSH2 et hMSH6. Par
exemple, il a été mis en évidence 7 mutations sur le géne hMSH2 qui ne semblent pas affecter
sa liaison avec hMSH6 mais son activité ATPase en est diminuée de 1 000 fois.
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CHAPITRE VI : Reprogrammation de I'information géenetique sous I'effet
de la production de lésions de I'ADN, apoptose et cycle cellulaire.

l. Introduction :

Le lien entre défaut de réparation de I’ADN et certaines pathologies humaines est
établi depuis plusieurs décennies. C’est le cas par exemple du xeroderma pigmentosum,
dermatose rare caractérisée par une hypersensibilité aux rayons ultraviolets (UV) induisant des
Iésions cutanées et oculaires et des cancers cutanés multiples. Le lien avec un déficit génétique
responsable d’une incapacité pour les cellules de ces patients a réparer des Iésions de I'ADN
induites par les UV a été établi au cours des années 1960. Les déficits d’origine génétique dans
les voies de réparation de ’ADN ont des consequences tres variables en termes de
symptomatologie clinique. On décrit notamment des pathologies neurologiques,
dermatologiques, des susceptibilités aux cancers, des hémopathies et des déficits immunitaires.

Au-dela de I’intérét clinique et dans la prise en charge thérapeutique de ces patients,
I’étude des processus moléculaires impliqués dans ces maladies a permis de considérablement

accroitre la compréhension des mécanismes de maintien de I’intégrité du génome.

Un contréle strict de la prolifération cellulaire est indispensable au maintien de
I'hnoméostasie cellulaire et tissulaire, ainsi qu'au développement et a l'organogenese. Cette
régulation s'exerce principalement au niveau de la réplication et de la transcription de I'ADN,
de la progression du cycle cellulaire, de la transduction des signaux, et de I'apoptose. Elle fait

intervenir un trés grand nombre de génes.

Il. . Apoptose et dommage & I’ADN :

L’apoptose est un processus de mort cellulaire programmé qui permet d’éliminer les
cellules surnuméraires ou dysfonctionnelles dans le cadre du contréle du nombre de cellules
qui composent I’organisme. 1l existe deux voies apoptotiques majeures chez les mammiferes :
la voie interne mitochondriale activée suite a un stress cellulaire (irradiation, drogues
cytotoxiques, oncogene) et régulée par les membres de la famille Bcl-2 et la voie externe qui
dépend de la liaison d’un ligand extracellulaire a son récepteur de mort comme la liaison

FasL/Fas ou TNF/TNFR. Ces deux voies convergent et aboutissent a I’activation des caspases
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exécutrices responsables de la protéolyse de nombreux substrats cellulaires, conduisant
irréversiblement a la mort cellulaire (Figure 37).

Voie intrinseque /Voie extrinsée ue\
Stimuli
ex : dommages a I'ADN, absence de
‘ facteurs de survie, infections virales etc.

m‘%w‘w%mm‘*xww%mwmm PR TR RRTR

@/—\a\

TRAF2

&
Relocalisation e

mitochondriale

. ./

(\: ‘ Dépolarisation (Eisrpasre:D)

/ Pe;méabuhsahon \ II /
porelll o Mgt - ,
\:f'!"_’f)\’ > @ P —

Figure 37 : Les deux voies principales de I’apoptose (DELMAS, 2014).

I1.1. L’ implication de I’apoptose dans le contréle du processus néoplasique :

Le concept que I’apoptose est une barriére au cancer et qu’elle est atténuée dans les
tumeurs qui réussissent a atteindre un degré élevé de malignité et a résister aux thérapies a été
établie par plusieurs études, et c’est la voie interne qui sera plus impliquée dans la lutte contre

le cancer.

Afin d’échapper a I’apoptose les cellules tumorales possedent plusieurs stratégies. La
plus commune est la perte de la fonction du géne suppresseur de tumeur TP53. En effet TP53
est le géne le plus fréquemment muté dans les tumeurs humaines et la perte de p53 peut, a la
fois, bloquer I’apoptose et accélérer le développement des tumeurs. La tumeur peut aussi
bloquer I’apoptose en augmentant I’expression des protéines anti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xL)
ou des signaux de survie (I1gfl/2) et en diminuant I’expression des protéines pro-apoptotiques
(Bax, Bim, Puma).
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11.2. p53 et I’apoptose :

L’apoptose est une mort cellulaire programmée essentielle au développement et a la
survie des organismes pluricellulaires. La protéine p53 participe a la régulation de I’apoptose
soit en interagissant avec différents membres de la famille Bcl-2, soit en régulant I’expression
de genes codant pour des protéines anti- ou pro-apoptotiques intervenant dans les deux voies

principales de signalisation de I’apoptose.

a) Activités non transcriptionnelles de p53 :
Il a été montré que la protéine p53 peut étre localisée au niveau de la mitochondrie.
La, elle peut interagir, indépendamment de ses activités transcriptionnelles, avec des membres
pro-apoptotique de la famille Bcl-2 comme Bak (Bcl-2 antagonist Killer), dont elle favorise
I’oligomérisation et donc I’activation ou Bad (Bcl-2 antagonist of cell death), participant ainsi
a I’apoptose. Elle participe également a I’inhibition des protéines anti-apoptotiques de la famille
Bcl-2.

b) Activités transcriptionnelles de p53 :

La protéine p53 régule la transcription de genes codant pour différents membres de la
famille Bcl-2. D’une part, il a été montré que p53 réprime la transcription des génes codant
pour des protéines anti-apoptotiques comme les protéines Bcl-2 et Mcl-1. D’autre part, p53 est
un activateur transcriptionnel des génes codant pour des protéines pro-apoptotiques comme les
protéines Bax (Bcl-2 associated x protein), Noxa, Bak ou encore Bid (BH3 Interacting domain
Death agonist). Les membres de la famille Bcl-2 sont principalement impliqués dans la
régulation de la voie mitochondriale de I’apoptose. p53 régule également la transcription de
génes codant pour des récepteurs a domaines de mort. Ces récepteurs membranaires, une fois

activés par leurs ligands, induisent la voie extrinséque de I’apoptose.

Enfin, p53 induit I’expression de protéine pro-apoptotiques comme la caspase
effectrice 6, ou la protéine adaptatrice Apaf-1 qui participe a I’activation de la caspase-9. p53
réprime également des protéines connues pour leurs activités anti-apoptotiques comme
I’inhibiteur de caspases Survivine, le facteur de croissance FGF1 ou I'IGFR (Insulin-like
Growth Factor Receptor). La protéine p53 est donc un régulateur majeur de I’apoptose, de facon
dépendante ou non de ses activités transcriptionnelles.
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I1l. . Cycle cellulaire :

Il représente I’ensemble des étapes permettant a une cellule de se diviser pour donner
deux cellules filles génétiqguement identiques. Ce mécanisme est hautement régulé et conservé
chez les eucaryotes. Contrairement aux cellules tumorales caractérisées par un pouvoir
prolifératif incontrdlé, la majorité des cellules d’un organisme normal ne se divisent pas : elles
sont dites quiescentes (phase GO pour Gap 0). Pour que ces cellules proliférent il faut que le
cycle cellulaire (Figure 38) se déclenche et que les cellules passent le point de restriction. Une
fois le cycle cellulaire déclenché, les cellules progressent a travers quatre phases G1 (Gap 1 ou
pause 1, qui précede la synthése d’ADN), S (synthese de I’ADN), G2 (Gap 2 ou pause 2) qui
précede la phase M (mitose) (Figure 39).

Cell
Division Mitosis

Interphase Q/wcle

Figure 38 : Le cycle de division (MEIJER, 2003).
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Figure 39 : Les phases et les événements majeurs du cycle de division cellulaire (MEIJER,
2003).

Au niveau moléculaire : ce sont les complexes protéiques constitués de cyclines et de

leurs partenaires, les Cdk (cyclin-dependent protein kinases) qui contrélent la progression des
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cellules dans le cycle cellulaire. L’activation des complexes cycline D-Cdk4-6 et cycline E/A-
Cdk2 pousse les cellules a passer le point de restriction et a progresser de la phase G1 a la phase
S. Les complexes cycline E/A-Cdk2 restent actifs pendant toute la phase S et ¢’est le complexe
cycline B-Cdk1 qui contréle le passage de la phase G2 a la phase M. La fluctuation cyclique et
coordonnée de I’activité de différents complexes cycline-Cdk est sous le contréle de plusieurs
facteurs.

111.1 Point de contrdle du cycle cellulaire :

Le cycle cellulaire est un processus étroitement régulé. 1l existe des points de contrdle
qui sont les « checkpoints » (i) de la transition G1/S, (ii) intra S, (iii) de la transition G2/M (iv)
de I’antephase mitotique, et (v) du fuseau mitotique, qui, suite a un dommage de I’ADN,
s’activent pour arréter le cycle cellulaire (Figure 40). Parallelement a I’arrét du cycle, les
checkpoints recrutent les systemes de réparation de I’ ADN. Toute altération de ces checkpoints
conduit a la multiplication des cellules accumulant des mutations et, par la suite, au

développement des cancers.

La localisation cellulaire des cyclines joue aussi un réle dans la régulation de I’activité
du complexe cycline-Cdk. Par exemple, la cycline B1, principalement cytoplasmique pendant
I’interphase, se concentre aprés étre phosphorylée au niveau du noyau au moment de la
transition G2/M. Les Cdks (Cyclin-dependent protein kinases) sont des serines-thréonines
kinases. Parmi les vingt Cdks identifiées chez I’lhomme, seule Cdk1 s’avére essentielle pour le
cycle cellulaire des cellules eucaryotes. La régulation de Cdkl1 fait intervenir plusieurs facteurs
qui interagissent entre eux. Cdk1 est activée par sa liaison aux différentes cyclines ainsi que par
la phosphorylation de la thréonine en position 161 par les kinases CAK (cyclin activated
kinase).

Figure 40 : Les CDKs contrélent le cycle cellulaire (MEIJER, 2003).
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111.2. La réponse cellulaire suite & un dommage a I’ADN :

La réponse cellulaire aux dommages a I’ADN (DDR) responsable de I’arrét du cycle
cellulaire comporte deux voies de signalisation : (i) La voie ATM-Chk2, activée en présence
de CDB, et (ii) la voie ATR- Chk1 qui répond principalement a la présence de cassures simple
brin de I’ADN. Les deux systemes ciblent les phosphatases Cdc25, et la voie ATM cible aussi
p53 pour aboutir au blocage du cycle cellulaire. ATM (Ataxia-Telangiectasia Mutated) et ATR
(ATM and Rad 3-related) sont des serines-thréonines kinases qui appartiennent a la famille des
PIKKs (phosphoinositide 3-kinase related kinases). Des homologues de ces deux proteines,
ainsi que des autres membres des PIKKS, existent chez tous les eucaryotes (Figure 41).

DNA damage
(UV, HU, e ... (Ionizing radiations,
replication errors) ds DNA breaks)
e A
Chk2
DNA damage
checkpoints

Figure 41 : Le contrble de I’état de I’ADN et blocage en G1 ou en G2 (MEIJER, 2003).

111.3. La gardiennne du génome p53 et régulation du cycle cellulaire :

Le suppresseur de tumeur p53 est un facteur de transcription activé sous I’effet de
multiples facteurs (endommagement de I’ADN, hypoxie, choc thermique, par exemple). Il est
responsable de I’induction d’un grand nombre de genes conduisant a des réponses multiples et

en particulier a un arrét du cycle cellulaire ou au déclenchement de I’apoptose.

Dans les conditions normales, p53 se fixe au facteur MDM2 (« murine double minute
2 », Hdm2 chez I’homme), ce qui conduit a sa dégradation et explique la faible abondance de
p53 dans les cellules en bon état. En revanche, lorsque I’ADN est endommagé, trois
mécanismes contribuent a une stabilisation trés marquée de p53 et, en conséquence, a une forte
augmentation de son activité transcriptionnelle. Tout d’abord, la kinase ATM est activée et
phosphoryle MDMZ2, inhibant I’interaction MDM2/p53, ce qui libére et stabilise ainsi p53. Par
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ailleurs, ATM phosphoryle p53 (directement ou indirectement, par Chk2), renforgant sa
stabilité. Enfin, p53 induit la transcription du locus ARF du locus INK4A. La protéine p14ARF
se fixe sur MDM2 et induit sa dégradation rapide, renforcant encore davantage la stabilisation

et I'accumulation de p53.

On comprend tout I’intérét de rechercher des inhibiteurs de I’interaction MDM2/p53,
qui devraient conduire a une stabilisation de p53, avec pour conséquence l’arrét de la
prolifération cellulaire ou I’apoptose des cellules soumises a un stress (Figure 42).
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Figure 42: Fonctions de p53 dans la réponse a I’endommagement de I’ADN (MEIJER,
2003).

I11.4. Activités oncosuppressives de la protéine p53 :

P53 est un oncosuppresseur qui agit principalement comme un facteur de transcription.
Suite & différents stress cellulaires comme I’hypoxie ou des dommages a I’ADN, p53 régule
I’arrét du cycle cellulaire, la réparation de I’ADN ou encore I'induction de I’apoptose. Ainsi,
suite & des dommages de I’ADN, la protéine p53 induit un arrét du cycle cellulaire qui permettra
de réparer I’ADN ou bien I’apoptose qui permettra d’éliminer les cellules dont I’ADN est

endommagé et donc potentiellement dangereuses pour I’organisme.
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I11.5. p53 et la réparation de I’ADN :

Il existe de nombreux mécanismes de réparation de I’ADN (comme le systeme MMR,
NHEJ, NER et BER). La proteine p53 peut participer a la réparation de I’ADN via ses activités

transcriptionnelles ou indépendamment de celles-ci.
a) Activités non transcriptionnelles de p53 :

D’une part, il a été montré que la protéine p53 posséde une activité exonucléase 3’-5’.
Cette activité lui permet de se lier a des bases mal appariées au niveau des cassures doubles
brins de I’ADN et de participer a leur excision. D’autre part, la protéine p53 est impliquée dans
le systeme de réparation BER.

b) Activités transcriptionnelles de p53 :

Plus classiquement, p53 participe également a la réparation de I’ADN en régulant
I’expression de genes codant pour des protéines impliquées dans les systemes de réparation
NER et MMR. p53 induit ainsi I’expression des protéines XPC (Xeroderma Pigmentosum C)
et p48XPE (Xeroderma Pigmentosum E), impliquées dans le systeme NER et celle des
protéines MSH2 (MutS protein Homolog 2), MLH1 (MutL Homolog 1) et PMS2 (Postmeiotic
Segregation increased 2) impliquées dans le systeme MMR.

I11. 6. Réversion génétique suite a un dommage a I’ADN :
Dans le domaine de la biologie de I'évolution, la réversion est le retour d'un caractére
a un état primitif se manifestant par une mutation génique dans I'ADN permettant de retrouver

les fonctions d'un gene apres qu'il les a perdues suite a une premiére mutation.

Un des meilleurs exemples est la restauration de la voie de recombinaison homologue
par réversion génetique. En effet des études réalisées sur des cellules pancréatiques cancéreuses
mutées pour BRCA2 ont montré que la sensibilité au cisplatine ou aux inhibiteurs de PARP
peut étre éliminée par la réversion génétique qui permet de restaurer la fonction de BRCA2

dans la recombinaison homologue et d’induire une résistance au traitement anti-cancéreux.

I11.7. Variation allélique dans les génes de la DDR (DNA damage response) :

Les mutations des genes de la DDR affectent aussi la réponse a la chimiothérapie. Un
des exemples le plus connu est les mutations du géne TP53 qui code pour la protéine p53 et qui
affecte ~50% des tumeurs. Ces mutations peuvent aboutir a la perte de I’expression de la

protéine ou peuvent altérer sa fonction (mutations faux sens) en lui conférant une activité
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dominante négative ou un gain de fonction. On observe ce type de mutations chez les individus
atteints du syndrome de Li-Fraumeni, un syndrome génétique prédisposant au cancer. Des
études ont montré que certaines mutations de la p53 perturbent I’expression de la p73, dont la
fonction semble étre déterminante pour la sensibilité cellulaire aux agents anticancereux,

induisant ainsi une résistance a la chimiothérapie.
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CHAPITRE VII : Cancerogénese.

l. Introduction :

Le cancer reste aujourd’hui I’'une des maladies les plus redoutables malgré les progres
réalisés en matiére de prévention, détection et traitement. 1l est responsable d’un déceés sur huit
dans le monde et plus de 12 millions de nouveaux cas sont diagnostiqués chaque année.

Elucider le processus de la tumorigenése et comprendre comment un cancer nait et
évolue, est I’un des principaux buts de la recherche. Concernant ce sujet, plusieurs équipes ont
montré que la tumorigenese chez I’homme est un processus complexe comportant plusieurs
étapes. Ces étapes refletent les altérations génétiques que subit une cellule normale pour se

transformer en cellule cancéreuse.

Il. La cellule cancéreuse :

La cellule cancéreuse est une cellule anormale douée d’un pouvoir de multiplication
indéfinie et incontr6lée ayant tendance a détruire et & envahir les tissus voisins. La cellule
cancéreuse apparait généralement différente des cellules normales. Ses caracteres permettent
de l'identifier, & I'état isolé et dans le tissu tumoral.

a) Caracteres nucléaires :
e Le noyau est de taille augmentée, il peut étre multiple ;
e |l est de forme anormale, encochée, bourgeonnante, polylobée ;

e La chromatine est abondante (polyploidie), irréguliérement répartie, souvent
condensée contre la membrane nucléaire. Les nucléoles sont volumineux, souvent multiples ;

e L’aspect du noyau varie d’une cellule a I’autre (anisocaryose). Ce polymorphisme
est un bon argument cytologique de malignité.

b) Caractéres cytoplasmiques :

e Le cytoplasme est plus ou moins abondant, mais le rapport nucléo-cytoplasmique
est toujours augmenté ;

e || est basophile en raison de sa richesse en ARN comme dans toute cellule jeune ;

e Il peut contenir diverses inclusions et des vacuoles.
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Mais ces caracteres ne sont pas spécifiques, il n’existe aucun critére cytologique
constant de malignité. Aucun de ces caractéres morphologiques n'est constant. Une cellule
cancéreuse peut avoir une morphologie strictement normale, méme en microscopie

électronique.

c) Caractéres physiologiques :
1. Division cellulaire :
Les mitoses sont nombreuses, elles sont irrégulieres, multipolaires, avec un
asynchronisme du déplacement des chromosomes et des anomalies chromosomiques. La mort

de la cellule peut survenir au cours de la mitose (mitonécrose).

2. Activité fonctionnelle :
La cellule cancéreuse peut présenter une baisse ou une modification de son activité

fonctionnelle qui se traduit par des modifications morphologiques.

3. Comportement :
Le comportement des cellules cancéreuses vis-a-vis des cellules qui les entourent n'est

pas le méme que celui des cellules normales :

- Perte de la cohésion entre les cellules, ce qui facilite leur essaimage ;

- Immortalité : il n'y a plus d'homeéostasie tissulaire ni de régulation des mitoses. Les
cellules cancéreuses se multiplient activement et pénétrent les tissus qui les entourent et leurs
vaisseaux ;

- Perte de I’inhibition de contact : en culture les cellules normales cessent de se
diviser quand elles entrent en contact les unes contre les autres ; cependant les cellules

néoplasiques continuent a proliférer de fagon anarchique sur plusieurs couches.

I1l. Relation mutation — cancer

Le cancer est une cause majeure de décés dans le monde. Il est a présent établi que les
mutations de l'information génétique des cellules initient et participent a son développement, et
que certaines mutations transmises au sein des familles prédisposent a son apparition. C'est le
cas notamment des mutations des genes BRCAL et BRCA2 qui prédisposent aux cancers du
sein et de l'ovaire. Les protéines produites par ces génes sont directement impliquées dans la
protection de l'information génétique puisqu'elles participent a la réparation des cassures se
produisant dans le support de cette information : I'ADN.
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L'ADN peut étre endommagé par diverses lésions mais les plus déstabilisatrices de
I'information génétique sont les cassures double-brin. Afin de protéger son génome, la cellule
possede de nombreux mécanismes de réparation (Figure 43) dont la recombinaison homologue
qui permet une réparation fidele, c'est-a-dire sans perte ou modification de Il'information
génétique, permettant ainsi de prévenir I'apparition du cancer. La recombinaison homologue
repose principalement sur l'activité de la protéine RAD51 qui nécessite l'utilisation des
mediateurs BRCA2 et PALB2. Tout comme les génes BRCA1 et BRCA2, PALB2 est un géne
suppresseur de tumeur et ses mutations ont été associées avec une susceptibilité aux cancers du

sein, de l'ovaire et du pancréas.
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Figure 43 : Représentation schématique du processus du maintient de I'intégrité du génome
(https://lwww.fondation-arc.org/cancer/quest-ce-quun-cancer).

IV.  Théories du développement du Cancer :

On ne parle pas d’existence d’un cancer mais plut6t des cancers. Selon HANAHAN
et ses collaborateurs, ce vaste catalogue des cancers peut résulter de la manifestation de six
altérations physiologiques typiques caractérisant les cellules cancéreuses et permettant le

développement et la dissémination de la tumeur.

Il est important de comprendre comment chacune de ces caractéristiques peut étre utile
pour la tumorigenése : Une cellule cancéreuse est d’abord caractérisée par I’autosuffisance en
signaux de prolifération. En effet, dans un tissu normal, la production des facteurs de
prolifération est bien controlée afin d’assurer I’hnoméostasie en nombre de cellules et de
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maintenir la bonne architecture et I’adéquate fonction tissulaire. Cependant, dans un tissu
cancéreux, cette production est dérégulée ; les cellules cancéreuses ont acquis la capacité de
produire elles-mémes ces facteurs et induire une stimulation autocrine de la prolifération ou,
aussi, la capacité de stimuler les cellules normales qui entourent la tumeur pour qu’elles leur
produisent les facteurs nécessaires. Une derégulation du nombre ou de la structure des
récepteurs a la surface des cellules cancéreuses peut aussi augmenter leur sensibilité aux

facteurs de prolifération.

En plus de sa capacité a induire ses propres signaux de prolifération pour contrdler son
destin, une cellule cancéreuse doit aussi réussir a contourner les mécanismes qui régulent
neégativement la prolifération cellulaire. Beaucoup de ces mécanismes dépendent sur I’action
des génes suppresseurs de tumeurs tels que les génes codant pour les protéines RB
(retinoblastoma-associated) et TP53. La protéine RB integre des signaux provenant de diverses
sources extra- et intracellulaires puis décide en fonction de ces sources si la cellule doit rentrer
ou non dans le cycle cellulaire. Ainsi les cellules cancéreuses deficientes en RB proliférent de
facon permanente. Tandis que RB participe a la transmission des signaux inhibiteurs de la
croissance, provenant le plus souvent de I’extérieur de la cellule, TP53 saisit les signaux émis
par les senseurs intracellulaires de stress et, en fonction du degré du dommage, contribue soit a

I’arrét du cycle cellulaire soit a I’apoptose.

Les cellules cancéreuses possédent aussi un potentiel réplicatif illimité, leur permettant
d’acquérir I'immortalité et de générer des tumeurs macroscopiques. Cette immortalité
réplicative est absente dans un tissu normal ou les cellules subissent un nombre limité de
division. Plusieurs études ont montré un role des télomeres dans I’acquisition de ce pouvoir. En
effet dans les cellules non-immortalisées, les téloméres, connus depuis longtemps pour leur role
de protection des chromosomes et pour leur contribution au maintien de I’intégrité du matériel
génétique, se raccourcissent progressivement aprés chaque cycle cellulaire limitant ainsi le
nombre de division. La perte des téloméres induit des fusions entre les extrémités des
chromosomes et, par conséquence, une instabilité génomique. Lorsqu’un seuil-limite est atteint,
c’est-a-dire que I’extrémité du chromosome a été "rongée" par les divisions successives, un
signal antiprolifératif se déclenche et la cellule entre en sénescence puis en crise pour mourir

finalement.

103



Génotoxicologie-L3 Dr. DJILALI-DOULA F

V. Oncogénes, génes suppresseurs de tumeur et cancers :

Trés schématiquement deux types de genes interviennent dans la formation d’un
cancer : les protooncogenes et les génes suppresseurs de tumeur. En effet, il existe un équilibre
dynamique entre un contr6le positif, exercé par les proto-oncogénes, et un contréle négatif,
dépendant des génes suppresseurs de tumeur. Dans la cellule normale, ces deux types de génes
régulent la prolifération et la différenciation. La transformation d’une cellule normale en cellule

cancéreuse est le résultat de la rupture de I’équilibre entre les deux types de genes.

V.1. Proto-oncogenes/oncogenes :
Les proto-oncogénes, genes normalement présents dans la cellule, jouent un réle dans
la croissance et la différenciation cellulaire et participent également a la transduction du signal

entre I’environnement cellulaire et le noyau par des mécanismes variés.

Ces différents proto-oncogénes sont des genes dominants. Leur activation en
oncogeénes correspond a un gain de fonction ; ils sont alors dotés de propriétés transformantes.

Cette activation peut étre liée a un virus ou non.

Le mécanisme prédominant d’activation des proto-oncogenes est dans la plupart des
cas non viral : il peut s’agir ainsi d’amplifications géniques, de mutations ponctuelles, de
délétions ou de translocations chromosomiques avec translocation d’un proto-oncogéne a
proximité d’une zone transcriptionnellement active, ou encore de modification du promoteur

du gene.

V.2. Les génes suppresseurs de tumeurs :

Contrairement aux oncogénes qui deviennent hyperactifs dans les cellules
cancéreuses, les genes suppresseurs de tumeurs perdent leurs fonctions dans les cancers
humains. Il peut s'agir soit de délétions d'une région du chromosome contenant le géne, soit de

mutations ponctuelles qui détruisent ou altérent sa fonction (Figure 44).

Pour que la fonction d’un géne suppresseur soit perdue, il est nécessaire que les deux
copies du gene soient inactivees. Le premier gene suppresseur de tumeur, Rbl, a été découvert
dans le réetinoblastome, un cancer de I’eil chez I’enfant. Par la suite de nombreux génes
suppresseurs ont été découverts. Certains sont inactivés dans des cancers trés spécifiques, a
I'instar de BRCA1 et BRCAZ2 dans les cancers du sein, d’/APC dans les cancers du célon, ou de

WT1 dans les cancers du rein. D’autres genes suppresseurs de tumeurs ont un spectre
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d’inactivation plus large comme p53 ou p19ARF qui sont inactivés dans un grand nombre de

types de cancer.

Cycle cellulaire normal :

e e )

Passage controlé

deG2aM
Activation des Inactivation des
proto-oncogénes anti-oncogénes
Cycle cellulaire dérégulé Facteur
aprés mutation des oncogénes de croissance

et des anti-oncogénes :

C =)

Passage incontrolé

deG2aM
Activation /, \

permanente des

Inactivation

oncogénes permanente des

T anti-oncogénes
Mutation des Motatiin des

proto-oncogenes anti-oncogénes

Figure 44 : lllustration du déséquilibre entre les 2 familles de génes contrdlant le cycle
cellulaire (Proto-oncogénes et Suppresseurs de tumeurs).

VI.  Le processus multi-étapes des cancers :

Différentes étapes ont été identifiées dans le développement d'un cancer : I'initiation,

la promotion et la progression (Figure 45).

Dans un premier temps, il se produit une lésion majeure au niveau de I'ADN d'une
cellule ; il en résulte une transformation de cette cellule. Dans un second temps, la cellule
transformée se développe et prolifere en formant un groupe de cellules transformées
identiques. Enfin, dans un troisieme temps, la cellule acquiert les caractéristiques d'une cellule
cancéreuse : elle se multiplie de facon anarchique, en perdant en partie son caractere différencié

(son identité liée au tissu auquel elle appartenait).
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Initiation Promotion Progression

Cand and Iud-

Cellule Cellule Lésion Tumeur
normale initiée précancéreuse  maligne

Figure 45 : lllustration du processus multi-étapes de la transformation néoplasique.

L'évolution se fait d'abord localement, puis peut s'étendre via le sang et la lymphe a
d'autres endroits du corps ou se forment les métastases (Figure 46).

Cellules Cellules
anormales cancéreuses

Vaisseau

\<_\ \émphatique
Vaisseau
sanguin

Tumeur maligne

\(_\ %\ Angiogenese

Cancer pnmaiire

Invasion
locale

‘\__ Meéetastase

Figure 46 : lllustration de I'évolution de la cellule cancéreuse vers des métastaes.

VII.  Les évenements cellulaires impliqués dans le développement tumoral :

Le développement des cancers passe par I’accumulation de multiples mutations
oncogéniques qui conferent aux cellules un phénotype malin caractéristique, qui leur permettent
par exemple d’échapper a I’apoptose, aux points de contrdles du cycle cellulaire, d’avoir un
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potentiel réplicatif augmenté, de surexprimer certains facteurs de croissance et par conséquent

de devenir incontrdlables.

En 2000, HANAHAN et WEINBERG expliquent que le développement d’un cancer
dépend de six capacités biologiques distinctives : la capacité a éviter I’apoptose, la possibilité
de se diviser de maniére indéfinie, la capacité de développer des métastases, I’insensibilité aux
inhibiteurs de croissance, la capacité a induire I’angiogenése et I’autosuffisance en signaux de
croissance (Figure 47).

Onze années plus tard, un deuxiéme article de ces auteurs permet d’ajouter deux
nouveaux parametres a cette liste : la capacité a éviter la destruction par le systeme immunitaire
et la dérégulation du métabolisme énergétique des cellules. lls mettent aussi en évidence deux
caractéristiques favorisant les cancers (mais qui ne sont pas qualifiées de capacités distinctives),
il s'agit de I'inflammation, favorisant les tumeurs, ainsi que I'instabilité et les mutations du

génome.

Autosuffisance en
signaux de prolifération

| Echapper aux inhibiteurs
de croissance

Résistance a la mort Immortalité réplicative I

cellulaire

Instabilité génomique et Inflammation tumeur-
pdations dépendante
| Angiogenése active PO;V:tlaf:tl:::;f et

Figure 47 : Les caractéristiques principales du cancer (HANAHAN et WEINBERG, 2000).

VIII.  Instabilité génomique et cancers :

L’acquisition de toutes ces capacités est favorisée par I’instabilité génomique et les
mutations qui vont accorder aux cellules cancéreuses des avantages prolifératifs. Pour cette
raison, les cellules cancéreuses se mobilisent pour augmenter le taux de mutation, soit en
augmentant leur sensibilité aux agents mutagenes soit en perturbant la machinerie responsable

du maintien de I’intégrité du genome.
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La perturbation de la machinerie de maintenance de I’ADN passe par la perturbation
des génes connue sous le terme de ‘care-takers’ ; ce sont les génes impliqués dans la détection
des dommages de I’ADN, I’activation des voies de réparation, la réparation elle-méme et
I’inactivation des mutagénes avant qu’elle attaque I’ADN.

En plus de I’instabilité génomique, I’inflammation tumeur-dépendante facilite aussi
I’acquisition des capacités déja décrites par les cellules tumorales. En effet, et contrairement a
toute attente, I’inflammation tumeur dépendante jouera un r6le positif dans la progression
tumorale, en fournissant au micro-environnement tumoral des molécules bioactives (facteurs
de croissance et de survie, signaux de prolifération, facteurs pro-angiogéniques...) ou des
molécules mutagenes (ROS).
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CHAPITRE VIII : Tératogénese.

I.  Définition
La tératologie est la branche de I'embryologie qui étudie les anomalies
(malformations) du développement, qu'elles soient structurales, fonctionnelles ou biochimiques
présentes a la naissance avec ses manifestations typiques telles que le développement feetal
insuffisant, l'avortement ou la mort in-utero, la carcinogenése et les malformations. La
tératologie vient de "teras", "teratos" qui signifient monstre et "logos" la science. La
tératogenese est I'étude de I'évolution embryologique des malformations.

Caractére héréditaire et caractére congénital ? Jusqu'au milieu des années 30,
"congénital” et "héréditaire” étaient interchangeables et souvent synonymes. Actuellement,
"congenital” correspond a un caractere, (un élément du phénotype), de I’individu a la naissance,
méme si ce caractére n'est pas décelable immédiatement. "Héréditaire" se dit d’un caracteére
transmissible & la descendance. Aujourd'hui, il est clair que 90% des malformations
congénitales sont provoquées par des facteurs de I'environnement (identifiés ou non), et ne sont

donc généralement pas transmissibles.

Il.  Frégquence des malformations congénitales :

Les malformations congénitales représentent, dans les pays industrialisés, la 1° cause

de mortalité infantile. Leur fréquence est difficile a évaluer dans la mesure ou :
1) Une forte proportion d’embryons malformés n'arrive pas au terme de la gestation.
2) Certaines anomalies peuvent passer completement inapercues.

La fréquence des malformations congénitales est estimée d'environ 6 % a 5 ans de vie.

I1l.  Les facteurs tératogenes :

Les malformations congénitales résultent de l'action délétere de facteurs tératogenes
sur le développement de I'embryon ou du feetus. On définit comme tératogene tout médicament,
substance chimique, biologique ou polluant qui perturbe le développement normal de I'embryon

et du faetus.
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a) Les facteurs externes, ou facteurs de I'environnement : sont responsables d'environ

12% des anomalies du développement.

b) Les facteurs internes, endogenes ou génomiques : correspondant a des anomalies
chromosomiques ou génétiques, sont responsables denviron 8% des anomalies du
développement. Dans 20 % des cas de malformations congénitales, on invoque une étiologie
multifactorielle. Le plus souvent (60% des cas), la naissance d'un enfant malformé reste sans

explication.

I11.1. Les facteurs tératogénes externes :

111.1.1 Facteurs nutritionnels :

e Les carences et les exces vitaminiques ;
e Les carences en acides aminés ;

e Les troubles hormonaux.

111.1.2. Facteurs physiques :

e Radiations ionisantes ;
e L 'hyperthermie ;
e Les champs magnétiques ;

e Les ultrasons (destruction de calculs rénaux, par ex.).
111.1.3. Les facteurs biologiques :

e Les virus (La Rubéole) ;
e Les parasites (La toxoplasmose) ;

e Les bactéries (La listériose) ;

111.1.4. Médicaments :

Historiquement, le tératogéne le plus connu est la thalidomide, un médicament anti-
nauséeux et hypnotique-sédatif également utilisé dans le traitement de la lepre et de la
tuberculose. Ce désastre des années 1960 a dementi l'idée, autrefois trés répandue, selon
laquelle le placenta pouvait protéger le feetus contre les médicaments. En effet, a la suite de son
administration, entre le 27 ®™ et le 42 °™ jour aprés la conception, de graves malformations aux
membres sont apparues avec, en dehors de cet intervalle, des anomalies cardiaques et rénales.

Bien que 20 a 30 % des feetus aient été atteints de maniére caractéristique, I'effet tératogene est
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rest¢ méconnu pendant des années, engendrant par la suite la crainte que n'importe quel
médicament pris au cours de la grossesse puisse représenter un danger. La Thalidomide
provoque un syndrome polymalformatif chez 20% des feetus exposés en début de grossesse,

méme apres une prise unique (Figure 48).

Figure 48 : Bébé de thalidomide (Source : Internet : https://www.alamyimages.fr/photos-
images/bébé-thalidomide.html?sortBy=relevant).

111.1.5. Facteurs toxiques :

A. Le syndrome d'alcoolisation fcetal (SAF) :

Le SAF associe une hypotrophie feetale, un retard mental, des anomalies faciales et
cardiaques. Le syndrome complet apparait a partir d'une consommation de 90 ml d'alcool pur
par jour, mais on n'a pas déterminé de dose seuil. Il est plus sage d'éviter toute prise d'alcool,
méme ponctuelle, au cours de la grossesse. La prévalence du syndrome d’alcoolisation feetale
(SAF) dans le monde occidental est environ de 0,5 a 3 cas pour 1 000 naissances vivantes, alors
que I’ensemble des troubles causés par I’alcoolisation feetale (ETCAF) est estimé a 9 cas pour
1 000 naissances vivantes. 700 a 3 000 enfants sur 750 000 naissances par an auraient un SAF
grave notamment avec une incidence plus élevée dans certaines régions en particulier la
Normandie d’apres I’Inserm en 2001. Elle est la premiére cause d’handicap mental d’enfant
d’origine non genétique. De ce fait, le message recommandant « Zéro alcool » pendant la
grossesse reste d’actualité (Figure 49).
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Figure 49 : Exemple d'affiche informative.

B. Les métaux lourds (Mercure, méthylmercure et plomb) : Malformations du systéme
nerveux.

C. Insecticides : (DTT) Bien que sans effet tératogéne démontré, Il présente des effets
cestrogeniques chez le rat male (diminution de la taille du testicule, effets néfastes sur
la spermatogenese).

D. Drogues : Elles ont le potentiel d'interferer avec I'établissement des connections
neuronales. D’apres le barométre de santé 2010, le cannabis semble étre la drogue la
plus consommeée étant donné sa facilité d’acces dans les différentes échelles sociales.
37,6% des femmes de 15-30 ans ont déja fumé du cannabis. Entre 20 et 25 ans, les
niveaux d’usage régulier sont les plus importants, quel que soit le sexe. L’exposition
prénatale au cannabis serait a I’origine de diverses complications obstétricales,
développementales et de troubles cognitifs pouvant avoir des conséquences a long
terme.

E. Le tabagisme maternel : Chez une femme fumant plus de 10 cigarettes/jour, le poids
de I'enfant a terme sera inférieur a 2,5 kg. Des composants de la fumée de tabac
(nicotine) ont un effet vasoconstricteur sur les artérioles utérines. De plus, le sang
maternel n'est pas oxygéné de facon optimale (hypoxie feetale due au dioxyde de
carbone).

111.1.6. Dose tératogene :

L’embryon est souvent plus sensible que la mere a I’action toxique. Ainsi, une
molécule administrée a dose non toxique pour la meére peut se révéler tératogene chez

I’embryon.
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111.2. les facteurs internes, endogénes ou génomiques :

111.2.1. Sensibilité génétique :

La réaction de I’embryon aux agents tératogénes dépend de sa constitution génétique.
Pour une méme exposition médicamenteuse ou toxique, la réponse embryo-feetale est

extrémement variable. 2 hypotheses sont possibles :

1) La variation individuelle du métabolisme maternel ;
2) Lasensibilité intrinseque liée au génotype embryo-feetal susceptible de modifier

le métabolisme médicamenteux.

111.2.2. Sensibilité spécifique de I’embryon :

L’embryon est plus sensible que I’adulte a I’action des médicaments a cause de
I’immaturité métabolique (Foie) et notamment I’absence de mécanismes de conjugaison

nécessaires a la détoxification.

111.2.3. Facteurs immunologiques :

Tel que la maladie hémolytique par incompatibilité feeto-maternelle dans le systéeme
rhésus ou allo-immunisation anti-Rh (anti-D) : la mére est Rh- et porte un enfant Rh+ et le sang
maternel contient des anticorps anti-Rhésus. Dans les formes sévéres, une hémolyse massive a

lieu in-utéro.

111.2.4. Facteurs génétiques :

1) Echelle moléculaire : mutation génétique.
e Substitution d’une base par une autre ;
e Addition ou suppression d’une base (radiation, produits chimiques et I’influence
de I’age des géniteurs).
2) Echelle chromosomique : mutation ou aberration chromosomique.
e Accidents de la méiose :
- Non disjonction méiotique ;
- Cassures chromosomiques ;
- Division anormale du centromere.
e Accidents des premieres mitoses du zygote :
- Perte d’un chromosome ou d’un chromatide ;

- Non disjonction des chromosomes ;
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- Un remaniement structurel.

IV.  Les périodes de sensibilité aux agents tératogenes :

Le stade du développement embryo-feetal excerce une grande influence sur I’impact
des facteurs tératogénes sur I’embryon ou le feetus (Figure 50).

IV.1. La période dite d'insensibilité tératogénique : (période du tout ou rien)

Elle s’étend de la fécondation jusqu’a la fin du stade blastula et dure environ 2
semaines. Elle inclut par conséquent la période de la vie libre de I'embryon (de la fécondation
au 6°™ jour) et la nidation (6°™ au 11 °™ jour). Aucune anomalie ne peut étre déterminée durant

cette période, exception faite de mosaiques chromosomiques.

IV.2. La période de grande sensibilité tératogénique :

Elle correspond a la période embryonnaire du 15°™ jour a la fin de la 8 *™ semaine de
la Gestation. Durant cette période, les facteurs tératogenes déterminent des anomalies graves
qui sont souvent létales, ou au moins tres visibles et/ou invalidantes. Chaque organe présente

une période de sensibilité qui lui est spécifique :

1. Le systéme nerveux central (SNC) est sensible du 18 °™ jour (date d’apparition de la
plaque neurale) jusqu'apres la naissance.

2. Les périodes de grande sensibilité du ceeur (20 ®™ au 50 °™ jour) et de I’ceil (20 ™ au
60 ™ jour) sont précoces ; celle des organes génitaux externes est plus tardive (7 ™ -

10°™e semaine).

Un agent tératogéne affecte souvent, simultanément, le développement de plusieurs
organes ayant la méme période de sensibilité. En d'autres termes, la période d'exposition a un
agent tératogene est parfois plus importante que sa nature dans la genese d'une association
donnée d'anomalies (syndrome malformatif). 1l existe cependant de nombreux agents
tératogénes dont les actions sont spécifiques, soit parce qu’ils agissent en se liant a des

récepteurs, soit parce qu’ils s’accumulent dans des structures spécifiques. Exemples :

1. Lesandrogenes n'ont d'action que sur les organes génitaux externes et internes qui sont
leurs organes cibles normaux (seuls ces organes expriment le récepteur des
androgenes) ;

2. L'iode et les anti-thyroidiens n'agissent que sur la thyroide feetale ;
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3. Les psychotropes s'accumulent dans le SNC et perturbent son développement de fagon
préférentielle.

IV.3. La période de sensibilité tératogénique modérée :

Elle couvre la période feetale (de la 8 ™ & la 38 °™ semaine). Les anomalies
déterminées durant cette période constituent des feetopathies. Les anomalies déterminées durant
la période feetale sont tres souvent viables : plus que les embryopathies, les feetopathies posent
un probleme de prise en charge par la société.

Périodes critiques du développement (périodes les plus sensibles en rouge)

Période embryonnaire (semaines) ———————1—Période fcetale ———— f— terme
1 2 3 4 5 6 7 8

Période de division
cellutaire

et dimplantation SNC

embryonnaire
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[« aux tératogénes’
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1

Fausse couche Anomalies morphologiques majeures Anomalies morphologiques mineures

Figure 50 : Périodess critique du développement embryonnaire et feetal (Source : Intérét de
la consultation préconceptionnelle, 2008).

V. L’effet tératogéne dépend étroitement de plusieurs facteurs :

e | ’agent ;

e La dose et la durée de I’exposition ;

e La voie d’administration ;

e Les autres expositions concomitantes ;

e La période d’exposition pendant la grossesse ;

e La prédisposition genétique de I’individu.
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VI. Relation mutagenése et tératogenése :

La tératogenése est la formation et le développement in-utéro d'anomalies aboutissant
a des malformations ou a des monstruosités. La mutagenése est la production des mutations,
qui désignent une modification irréversible de la séquence d'un génome (ADN ou ARN). Les
mutations peuvent étre dues a des erreurs de copie du matériel génétique au cours de la division
cellulaire, ou a I'exposition a des agents mutagénes (radiations, agents chimiques, virus). Une
tres grande partie des erreurs commises au cours de la réplication du génome sont corrigées
immédiatement par des mécanismes complexes et efficaces de réparation de I'ADN, et seule
une faible part de ces erreurs deviennent des mutations transmises aux cellules-filles. Si une
mutation affecte les cellules sexuelles (dites germinales), elle est transmise aux descendants de

I'individu mutant. La nouvelle séquence du géne est alors appelé un alléle.

Dans certains cas, cette mutation peut procurer un avantage sélectif ou au contraire
étre défaillant. (C’est la sélection naturelle). En revanche, pour la plupart des mutations
accidentelles (provoquées par irradiation ou substances chimiques), si elles affectent les cellules
non sexuelles (dites somatiques), la mutation ne se transmet pas et n'affectera donc que le sujet
I'ayant subie directement. S’il y a une surproduction incontrélée des cellules, il y a possibilité
de création d'une tumeur pouvant évoluer vers un cancer. Au contraire, sans division excessive

I’effet est négligeable.

VI.1. Les types de mutations :

A. Les mutations géniques :

Elles affectent la structure du matériel génétique au sein d'un seul géne. Dues a des
erreurs lors de la réplication de I’ADN, elles sont & I’origine de I’apparition d’alléles nouveaux.
Si elle porte sur un seul nucléotide, on parle de mutation ponctuelle. Il peut y avoir :

-Substitution d'un nucléotide par un autre ;

-Addition (insertion) et suppression (délétion) : décalent le cadre de lecture, donc

modifient tous les codons qui suivent.
B. Les mutations chromosomiques et génomiques :

Modifications quantitatives de l'information héréditaire. Ce sont des changements

profonds dans la structure d'un ou de plusieurs chromosomes (mutations chromosomiques) ou
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des variations du nombre des chromosomes (mutations génomiques). Ces anomalies sont

cytologiquement decelables et se définissent par un caryotype particulier.

V1.2. Origine des mutations :

A. Mutations spontanées :

Les mutations spontanées résultent d'un processus naturel, et se produisent au moment
de la réplication cellulaire. En général, elles sont rares et aléatoires, et donc elles constituent la

principale source de diversité génétique, moteur de I'évolution.
B. Mutations induites par les agents chimiques et tératogenes :

De nombreuses tentatives ont été faites pour déterminer le rdle éventuel des mutations
induites chimiquement, vis-a-vis de la genése des malformations. Certains auteurs ont montré
que le cyclophosphamide, tératogéne trés connu, administré a la souris le 12°™ jour de la
gestation, provoquait simultanément des malformations variées ainsi qu’un effet mutagéne
(micronoyaux et échange de chromatides sceurs) dans les hépatocytes du feetus. Les auteurs
suggérent que ces effets mutagénes peuvent contribuer indirectement a la présence des
malformations. L’expression des deux phénomeénes chez le méme individu n’implique pas

obligatoirement une causalité de I’'un a I’autre.

Il faut remarquer que ces résultats sont obtenus avec une catégorie de substances bien
particuliére, celle des agents alkylants, qui sont des antimitotiques puissants, il faut donc éviter
de généraliser ces observations a d’autres classes de produits et dans I’état actuel des
connaissances, ne pas extrapoler de la mutagénese vers la tératogénese, il convient donc

d’évaluer le risque de chaque activité potentielle en tenant compte de ses modalités propres.
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CHAPITRE IX : Notions sur la stratégie, la législation des produits
mutagenes et la sécurité au laboratoire (étude de cas).

I. Généralités :

L’évaluation des risques sanitaires dans les établissements de santé est aujourd’hui encadrée
par plusieurs textes réglementaires concernant notamment les vigilances. Dans le secteur des
laboratoires de biologie moléculaire, les principaux risques professionnels source d’accidents de travail
sont les risques chimique et biologique, du fait méme de la nature de I’activité (manipulation de produits
chimiques et d’agents biologiques). Si le risque biologique est fréquemment évalué et fait I’objet de
mesures de prévention et protection importantes, il n’en est pas de méme du risque chimique parfois

sous ou mal évalué bien que concernant la majorité du personnel des laboratoires.

Le grand nombre et la diversité des produits manipulés rendent nécessaire une évaluation
périodique des risques afin de mieux cerner les situations dangereuses et de proposer au personnel des

solutions pratiques et adaptées.

Les produits Cancérigenes, Mutagénes et Toxiques pour la Reproduction (C, M et R)
notamment font I’objet de mesures réglementaires strictes quant a leur manipulation et aux protections
a utiliser ; leur identification est donc un préalable indispensable a une meilleure information et
protection du personnel. Elle doit également permettre de faciliter le suivi de son exposition et plus

globalement sa surveillance médicale par la médecine du travail.

Dans la mise en place d’une telle démarche, une des difficultés consiste dans le choix de la

méthode d’évaluation et dans son application rapide par un groupe de travail pluridisciplinaire.

Il.  Travail en laboratoire et risques pour la sante :

Les laboratoires de routine ou de recherche recouvrent des situations de travail tres
diverses. Le travail en laboratoire implique la mise en ceuvre de techniques et la manipulation
de substances qui peuvent étre différentes. Le secteur d’activité peut varier également : activité
de routine, activité publique ou privée, recherche publique dans les universités/centres
hospitaliers universitaires, organismes spécialisés (INSERM, INRA, INRS, CNRS, etc.) et
activité privée de type recherche industrielle. Il existe aussi des laboratoires ayant des activités
de production et de recherche, c’est le cas de I’Institut Pasteur en France. Il est aussi fréquent

que les personnels relévent de statuts différents dans un méme laboratoire.
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D’une facon générale, la précarité des contrats de recherche et le passage de nombreux
étudiants (thésards, formation continue, etc.) entrainent un turn-over important des personnels
rendant difficile la prévention, également du fait que les plus jeunes sont souvent peu sensibles
a celle-ci. De plus les mémes dosages réalisés dans des équipes différentes peuvent utiliser des
techniques diverses ; I’activité de laboratoire est multiple et refléte une grande variété de taches
nécessitant une étude spécifique pour connaitre I’exposition potentielle des personnels. La
surveillance médicale est ainsi difficile et surtout basée sur le respect des « bonnes pratiques de
laboratoires ». Malgré tout dans la majorité des cas les niveaux d’expositions sont faibles (du
fait de quantités utilisées généralement faibles : du microlitre & quelques litres) et varient en
fonction des périodes étudiées.

I1l.  Accidents et effets aigus sur la santé :

Le travail en laboratoire (laboratoire de recherche ou de routine) est associé a
I’exposition a de nombreux agents chimiques. Les produits chimiques peuvent étre a I’origine
d’incendies et d’explosions avec des conséquences dévastatrices : salariés blessés ou tués, biens
détruits, pollution de I’environnement. Les accidents (bris de tubes, déversement, erreurs de
manipulation, etc.) peuvent avoir des conséquences traumatiques plus ou moins importantes

pour I’individu, ainsi qu’un risque d’intoxication immédiat.

La survenue d’accident de travail peut étre révélatrice de situations dangereuses. Ce
risque accidentel touche le personnel technicien et chercheur travaillant dans les laboratoires
mais aussi et surtout les agents chargés des taches de ménage et de ramassage des déchets.

Ainsi une étude réalisée en 1993 dans un centre hospitalier universitaire aux Etats Unis
montre que I’exposition accidentelle professionnelle a des produits chimiques touche en
majorité les personnels chargés du nettoyage (60,1 accidents pour 1000 personnes/année) et de
la maintenance (18,6 accidents pour 1000 personnes/année). Les techniciens représentent dans
cette étude 13,1 accidents pour 1000 personnes/année. Ces accidents entrainent la plupart du
temps des lésions de type irritation et/ou brllure cutanée et mettent en cause des agents
désinfectants et des solvants dans la majorité des cas.

Les brilures sont des conséquences accidentelles fréquentes. Deux types de brllures
existent : les brdlures thermiques qui peuvent étre provoquées par des incendies ou des
explosions, par contact avec des produits trés chauds (vapeurs surchauffées) ou trés froids
(cryogéniques) comme I’air ou I’azote liquide ; les brilures chimiques résultent du contact

direct avec des produits corrosifs (acides ou bases concentrés) qui détruisent la peau, les
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muqueuses oculaires ou respiratoires. Les Iésions sont plus ou moins graves en fonction de la
nature du produit, de sa concentration, de la durée du contact et de sa localisation. Les bases
pénétrent plus profondément les tissus que les acides. Les dommages liés aux brilures des
solutions basiques sont donc potentiellement plus importants (en particulier pour les yeux).

IV. Travail en laboratoire et effets chroniques sur la santé :

L’intoxication chronique résulte d’une exposition prolongée ou répétée a des doses
faibles de produit. Les troubles se révelent lentement : difficultés respiratoires, fatigue, troubles
nerveux, digestifs, sanguins...etc. Les produits les plus utilisés dans les laboratoires, outre les
acides et les bases, sont les solvants. Une exposition réguliére a un ou plusieurs solvants peut
entrainer a plus ou moins long terme une atteinte souvent irréversible des organes cibles. La

pénétration dans I’organisme est cutanée et respiratoire.

Les solvants peuvent donner des atteintes neurologiques de type psychosyndrome
organique aux solvants (fatigue, troubles du sommeil, difficultés de concentration, pertes de
mémoire, troubles de I’humeur, dépression, altération des fonctions cognitives). Des atteintes
hématologiques sont aussi décrites pour le benzene et certains éthers de glycol.

Enfin les solvants étant en partie métabolisés par le foie et éliminés par les reins, ces
organes sont des cibles privilégiées. Les solvants sont responsables d’atteintes rénales et

hépatiques qui doivent étre prévenues.

V. Travail en laboratoire et risque cancérogéene :

A c6té de ces effets a court terme, ayant en général une cause facilement identifiable,
I’apparition d’effets a long terme (ophtalmologiques, respiratoires, rénaux, hématotoxiques,
hépatotoxiques) doit étre prévenue. Certains produits manipulés dans les laboratoires sont
connus ou suspectés d’étre cancérogenes, mutagenes ou tératogénes. Parmi eux on retrouve des
agents chimiques (solvants, agents alkylants, agents intercalants, amines aromatiques,
hormones, métaux lourds...), des agents biologiques (virus de I’hépatite B et C, virus HTLV,
mycotoxines, organismes génétiqguement modifiés) et des composés radioactifs (radio-isotopes,
radiations ionisantes). Les expositions multiples a plusieurs substances chimiques

simultanément, mais aussi a des agents biologiques et physiques, ne sont pas rares.

CORDIER et ses collaborateurs (1995) comparent les populations exposée et témoin
en fonction du domaine d’activité (biologie moléculaire, génétique, etc.) et des produits
manipulés (substances chimiques, agents biologiques, rayonnements) pour les différentes
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localisations de cancers survenus chez les salariés de I’Institut Pasteur ; ils notent en 1995 que
la plupart des sujets avaient travaillé en biologie moléculaire, en contact a la fois avec des
substances comme I’acrylamide, des agents biologiques comme les ADN recombinants, et des
produits radioactifs (32 Phosphore principalement).

V.1. Cancers cérébraux :

Plusieurs études rapportent des exces non significatifs de cancer du cerveau chez les
personnels de laboratoires de recherche. L’étiologie des tumeurs cérébrales est encore mal
connue et les seules causes externes reconnues sont les radiations ionisantes et peut-étre
certaines nitrosamines. Les produits chimiques utilisés couramment dans les laboratoires
comme I’acrylamide, le chlorure de vinyle, I’oxyde de propyléne et oxyde d’éthyléne induisent
des tumeurs cérébrales chez I’animal. Cependant aucun de ces produits carcinogénes n’ont été

reconnus neuro-oncogenes chez I’humain pour I’instant.

V.2. Cancers du sein :

Plusieurs études retrouvent un risque élevé de cancer du sein chez les femmes
travaillant dans un laboratoire mais peu d’études prennent en compte les antécédents
gynécologiques ou les habitudes de contraception. La plus récente est une étude de cohorte
associée a une étude cas témoin ; elle retrouve un SIR de 1.67 (IC 95%, 1.22-2.24) pour
I’ensemble des femmes travaillant en laboratoire aprés une période de 20 ans d’exposition.

Pour certains types de laboratoires (recherche, biologie moléculaire, contrdle qualité,
routine, médecine nucléaire), on retrouve des SIR significativement élevés quand on ajuste le
risque sur une durée d’exposition de 20 ans. Bien qu’aucun facteur de risque professionnel n’ait
été identifié avec certitude, plusieurs auteurs ont rapporté une augmentation non significative
de la mortalité par cancer du sein parmi les personnels des laboratoires. Ce risque accru pourrait
étre d0 aux caractéristiques socio-démographiques de la population visée ; en effet, une parité
faible et un age tardif au premier enfant, ainsi qu’une premiére période d’allaitement tardive et

courte, constituent des facteurs de risque avérés.

V.3. Cancers cutanés :

Plusieurs études trouvent un excés de risque significatif de mélanome chez le
personnel de laboratoire et notamment chez les femmes. Ce risque est notamment corrélé a la
durée de travail en laboratoire. Un excés de risque avait déja été établi dans les populations de
chimistes, par exemple dans la cohorte de salariés de Dupont de Nemours.
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V.4. Cancers hématopoiétiques :

Les premiéres études réalisées sur le personnel des laboratoires notent des exceés de
risques non significatifs de cancers hématopoiétiques. Dans une étude conduite a I’Institut
Pasteur de Paris le personnel travaillant dans des unités de microbiologie génétique et de
biologie moléculaire avait une tendance a développer des cancers hématopoiétiques avec
respectivement un OR (odds ratio) de 12.1 [1.9-76] et 12.6 [1.9-86] en particulier des
lymphomes malins non Hodgkiniens (OR=13.8 - 25 - [1.5-125] et OR=51.5 [3.7-722],
respectivement). Les cas auraient été plus exposés aux agents alkylants et intercalants qui
comprennent la méthyl-nitrosoguanidine, I’éthylméthanesulfonate, I’acrylamide, le bromure
d’éthidium, I’ADN recombinant et le 32P.

Parmi les agents chimiques auxquels est exposé le personnel de laboratoire, le benzene
est reconnu comme une cause de leucémie. L’oxyde d’éthylene, le formaldéhyde sont suspectés
de provoquer des leucémies. Ce dernier a d’ailleurs été classé dans la catégorie 1 du CIRC

(cancérogéne pour I’homme) en juin 2004 en ce qui concerne les cancers de I’oropharynx.

VI. Travail en laboratoire et fonction de reproduction :

Les effets sur la fertilité sont variables et recouvrent les effets néfastes sur la libido, le
comportement sexuel, I’ensemble des aspects de la spermatogenése ou de I’ovogenese,
I’activité hormonale, la réponse physiologique susceptible d’interférer avec la fécondation elle-

méme ou le développement de I’ovule fécondé y compris I’implantation.

Chez I’homme, plusieurs sites potentiels peuvent étre la cible des agents chimiques
toxiques pour la reproduction. Certains agents chimiques peuvent interférer avec la synthése
des hormones (Gn RH, LH, FSH, testostérone) impliquées dans la spermatogenéese. Ainsi des
oestrogenes peuvent bloquer la spermatogenese en inhibant la production des hormones FSH
et LH. La baisse de la libido peut étre liée a un déreéglement hormonal. Une autre cible est
localisée directement au sein du patrimoine génétique (ADN). Certaines substances vont ainsi
endommager I’ADN et interférer avec le processus de division cellulaire, conduisant a
I’inhibition de la production de sperme.

Comme pour les autres effets, les effets rapportés dans la littérature sont difficiles a
attribuer a un seul type d’agent du fait de la co-exposition fréquente a de nombreux produits.
Cependant on peut rappeler par exemple la toxicité des éthers de glycols tels que 'EGEE
(Ethylene Glycol Ethyl Ether), EGME (Ethyl Glycol Méthyl Ether) et leurs acétates

responsables d’une baisse de la fertilité masculine (diminution de la concentration du sperme
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en spermatozoides). Chez la femme, de nombreux événements pathologiques sont étudiés :
anomalies de fertilité : infertilité totale (conception impossible), réduite (augmentation du
temps nécessaire a la conception), avortements spontanés : précoces ou tardifs ; avec ou sans
anomalies chromosomiques, atteintes de I’enfant : mort-né ; mortalité néonatale accrue ;
malformations congénitales ; prématurité ; retard de croissance intra-utérin ; retard mental ;

cancers de I’enfant.

VII.  Classification des substances mutagénes :

Le terme «mutagéne» désigne les agents qui augmentent la fréquence des mutations

dans des populations de cellules et/ou d’organismes.

On distingue 3 catégories de substances mutagénes :
a) Mutagene de catégorie 1A :
Les substances mutagénes de catégorie 1A sont des substances dont la capacité
d’induire des mutations héréditaires dans les cellules germinales des étres humains est avérée.
La classification dans la catégorie 1A est fondée sur des résultats positifs provenant d’études

épidémiologiques humaines.

b) Mutagéne de catégorie 1B :
Les substances mutagenes de catégorie 1B sont des substances a considérer comme
induisant des mutations héréditaires dans les cellules germinales des étres humains.
La classification en catégorie 1B est fondée :
e sur des essais in-vivo de mutagénicité héréditaire sur des cellules germinales de

mammiféres qui ont donné un ou des résultats positifs ; ou

e sur des essais in-vivo de mutagénicité sur des cellules somatiques de mammiféres qui
ont donné un ou des résultats positifs, et sur certains indices montrant que la substance

peut provoquer des mutations dans les cellules germinales.

c) Mutagene de catégorie 2 :

Les substances mutagénes de seconde catégorie sont des substances préoccupantes du
fait qu’elles pourraient induire des mutations héréditaires dans les cellules germinales des étres
humains.

La classification dans la catégorie 2 est fondée sur les résultats positifs d’expériences

menées sur des mammiféres et/ou, dans certains cas, d’expériences in vitro.
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VII1.1. Etiquetage des substances mutagénes :

Toute matiere dangereuse doit étre correctement étiquetée. C’est a partir de sa
classification qu’est définie I’étiquette du produit chimique. L'étiquette constitue la premiére
information, essentielle et concise, fournie a I'utilisateur sur ces dangers et sur les précautions

a prendre lors de l'utilisation (Figure 51).

FRODUITS CHIMIGUES

Les 9

pictogrammes
de danger

Figure 51 : Les 9 pictogrammes du danger.
(www.inrs.fr/risques/classification-etiquetage-produits-chimiques).

VI1.2. Les bonnes pratiques de laboratoire :
o L affichage : A I’entrée de chaque laboratoire, une affiche indique le nom du laboratoire et
ses coordonnées, les consignes de sécurité, les avertissements, les dangers et les personnes

responsables ;
e Porter des lunettes de sécurité en tout temps ;

e Remplacer ses lentilles cornéennes par des verres correcteurs (les verres correcteurs ne sont

pas des lunettes de sécurité) ;
e Porter les équipements de protection et une tenue adéquate ;

e S’exposer le moins possible aux produits dangereux ;
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e Eviter le travail en solitaire et surtout en dehors des heures normales.

e Séparer les zones propres d’écriture et de lecture des zones de manipulation ;
e Ne pas porter de gants dans les zones propres ;

e Eviter les mouvements brusques, marcher au lieu de courir ;

e Fumer, manger ou garder de la nourriture dans les laboratoires est a proscrire. La nourriture
ne doit jamais étre en contact avec de la verrerie, des ustensiles ou des équipements de

laboratoire ;
e Les laboratoires sont réservés aux personnes autorisées seulement ;

e Se laver les mains en quittant le laboratoire et avant de consommer de la nourriture (en dehors
du labo).

VI1.3. Analyse des risques :

L'employeur exécute une analyse des risques pour toutes les activités ou peut avoir
lieu une exposition a des agents cancérigenes ou mutagenes. Cette évaluation doit étre répétée
a intervalles déterminés et au moins une fois par an. Dans tous les cas, elle doit étre a nouveau

réalisée a chaque modification des circonstances qui peuvent influencer I'exposition.

VI1.4. Mesures de prévention :
L'employeur applique les principes de prévention suivants dans l'ordre hiérarchique

ci-dessous pour prévenir I'exposition des travailleurs au laboratoire :

o Remplacer l'agent cancérigéne ou mutagéne par une substance, une préparation ou un
procédé qui dans les circonstances auxquelles il (elle) est utilisé(e) est moins dangereux
(se) ou ne I'est pas pour la santé et la sécurité des travailleurs ;

« Sicelan'est pas réalisable techniquement, faire se dérouler la production et l'utilisation

de l'agent cancérigene ou mutagene dans un systeme fermé ;

o Si cela n'est pas réalisable techniquement, limiter I'exposition des travailleurs a un

niveau aussi bas que possible.

VIII.  Législation :

L’évaluation des risques professionnels constitue un moyen essentiel de préserver la

santé et la sécurité des travailleurs au sein des laboratoires. En Algérie, I’obligation générale de
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sécurité incombe a I’employeur qui doit mettre en place toutes les mesures nécessaires pour

assurer la sécurité et protéger la santé des travailleurs

Plusieurs textes réglementaires inclus dans le journal officiel de la république

Algérienne guident cette évaluation.

VI 1. Les textes réglementaires :
Quelques extraits du journal officiel Algérien régulant I’utilisation des substances

toxiques sont représentés comme suit :

JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE ALGERIENNE N° 46/Chapitre
11/page 24 : 16 Dou El Kadada 1439 29 juillet 2018 :

Art. 256. — Un contrdle qualité des laboratoires est assuré par les services compétents du

ministére chargé de la santé conformément aux procédures et normes en la matiére.

Art. 257. — Le transfert de prélevements biologiques concernant les analyses spécialisées
est interdit a I’exception des cas et selon les conditions et les modalités fixées par voie

réglementaire.

JOURNAL OFFICIEL DE LA REPUBLIQUE ALGERIENNE N° 04/page 15/28 Dou
El Kadada 1425/9 janvier 2005 :

Art. 6. — Sans préjudice des dispositions législatives et réglementaires en vigueur, toutes
les substances, produits ou préparations dangereuses doivent étre étiquetés et marqués de

maniere & permettre leur identification et fournir les informations essentielles au sujet :

- de leur nom chimique ;

- de leur désignation ou de leur nom commercial ;
- de leur classification ;

- de leur symbole d’identification ;

- des dangers qu’ils présentent ;

- des conseils de prudence en matiere de sécurité.

Art. 8. — Le stockage doit étre entouré de précautions particuliéres destinées a préserver
les travailleurs, les biens et I’environnement, des risques qui s’y rattachent selon les regles

et les normes en vigueur.

Art. 12. -Les prescriptions particulieres de prévention a prendre par I’organisme employeur

pour assurer la protection des travailleurs sont les suivantes :
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-la surveillance médicale des travailleurs exposés aux substances, produits ou préparations

dangereuses ;
- les examens médicaux d’embauchage et périodiques obligatoires ;

- le remplacement du poste de travail n’entrainant pas I’exposition aux substances, produits ou
préparations dangereuses pour la santé de I’enfant a naitre ou du nourrisson pour les

travailleuses en état de grossesse ou d’allaitement.

IX. Etudedecas:le BET

Le bromure d’éthidium (BET) est bien connu des personnels de laboratoire. En
biologie moléculaire et cellulaire, cette substance chimique est largement utilisée mais n’en est

pas moins redoutée pour son caractere toxique et potentiellement mutagene.

Le BET est utilisée dans les laboratoires de biologie moléculaire et cellulaire comme
marqueur non radioactif des acides nucléiques. Il permet d’identifier et de visualiser des brins
d’ADN ou d’ARN dans les électrophoreses et dans d’autres méthodes de séparation. Le BET
est une substance cristalline rouge sombre, non volatile, modérément soluble dans I’eau et qui
produit facilement une fluorescence de couleur rose a rougeéatre lorsqu’il est exposé aux

ultraviolets.

Sa structure et sa conformation lui permettant de s’insérer entre les bases des acides
nucléiques, on qualifie le BET d’agent intercalant. Sa fluorescence, plus intense lorsque le BET
est intercalé dans une molécule d’ADN, fait de cette substance un indicateur trés sensible pour
la détection des acides nucléiques. C’est pour cette raison que son usage est trés répandu. Le
BET est aussi connu pour étre un inhibiteur de la synthése d’ ADN.

Le BET est un produit trés toxique et potentiellement mutagene. Le personnel de
laboratoire, le plus souvent informé des dangers de cette substance, I’utilise dans des analyses
de routine et est donc susceptible d’étre exposé sur de longues périodes. Il est donc

indispensable d’observer des procédures adaptées lors de sa manipulation et son élimination.
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