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Dépistage d’agents mutagénes

dans I'eau de mer *

par James M. Parry

(Département de génétique, University College de Swansea)

La tache du toxicologue en génétique est
de veiller a mettre Phommne a abri des
produits mutagénes qui pourraient exis-
ter dans I'environnement. Ce. risque est
important dans la mer, les produits muta-
génes quelle contient pouvant nous par-
venir par les chaines alimentaires. Les
dépister dans ce milieu nécessite une
longue et patiente recherche pour obtenir
des tests de la siireté voulue.

Pour se diviser et perpétuer leur espéce, les
organismes vivants ont besoin de I'informa-
tion qui est conservée dans leurs génes sous
forme de séquences chimiques spécifiques de
la molécule I’ADN, l'acide désoxyribonu-
cléique. De nombreux systémes enzymati-
ques se sont développés pour protéger cet
ensemble d’information des dommages que
peuvent causer les produits chimiques et les
radiations, mais de temps en femps, il se
produit des changements dans cette infor-
mation, que l'on appelle des mutations. La
figure 1 donne des exemples des mécanismes
selon lesquels des changements dans la sé-
quence de la molécule d’ADN peuvent indui-
re des mutations, soit lorsque 'une des bases
nucléiques de la chalne de codage vient a
changer, soit lorsqu’elle est ajoutée ou reti-
rée. ;

Tumeurs

Les preuves que les mutations peuvent aussi
Jouer un réle important dans le développe-
ment des cancers chez 'homme, se sont
accumulées. Les travaux de nombreux cher-
cheurs, tels que le professeur Bruce Ames
(US.A)), ont démontré que Ia trés grande
majorité des produits chimiques qui engen-
drent le cancer chez 'homme et I'animal, se
comportent comme des mutagénes quand
on les engage dans des essais biologiques
convenables. Ces produits chimiques parais-
sent réagir, directement ou indirectement,
avec PADN des organismes vivants en y
produisant des chiangements de I'informa-
tion codée. A leur tour, ces changements se
répercutent dans les cellules somatiques,
C’est-a-dire dans les cellules de 'organisme
autres que celles qui sont liées 4 la reproduc-
tion, avec pour conséquence l'apparition
possible d’une tumeur, ou encore la trans-
mission du gene défectueux aux générations
suivantes. Mais, jusqu’a présent, on n’a pas
prouvé irréfutablement que le cancer décou-
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Dans tous les cas, au changement de P’infor-
mation portée par PADN correspond un
changement dans la chaine des aminoacides
de la protéine dont la synthése est dirigée par
l'information altérée.

Chez 'homme, les mutations sont générale-
ment nuisibles car elles ménent i la synthése
de protéines défectueuses incapables de rem-
plir le role de la protéine normale. De
nombreux problémes médicaux proviennent
de défauts génétiques transmis a la suite de
mutations passées. Parmi les désordres pro-
pres 4 ’espéce humaine et qui s’expliquent de
la sorte, on peut citer la dystrophie myotoni-
que, la cystite fibreuse, et ’hémophilie A, qui
se rencontrent aux fréquences moyennes de
0,2, 0,5 et 0,1 pour mille individus nés
vivants. On peut estimer qu’environ 30 %
des personnes hospitalisées dans les pays
développés le sont pour des troubles dans
lesquels un défaut génétique joue un role
plus ou moins important. La tiche du toxi-
cologue en génétique est de s’assurer que la
population humaine est protégée des agents
qui, dans son environnement, [eraient appa-
raitre des mutations a un rythme plus élevé
et qui incorporeraient ces mutations dans le
patrimoine des générations futures.

le directement de mutations survenant dans
les cellules somatiques; on sait seulement
qu’il existe une étroite corrélation entre la
faculté d'un produit chimique d’induire des
mutations, et sa faculté d’induire le cancer.
Les chercheurs de nombreux pays ont mis au
point des systémes de dépistages variés qui
emploient la réaction d’un organisme pour
mettre en évidence Pactivité mutagénique
d’un produit chimique donné présent dans
I'environnement. Les organismes employés
vont de la bactérie, qui est une cellule
relativement simple, aux cultures de tissus de
mammiféres. Dans tous ces systémes, le
principe est d'exposer des cellules dont le
génotype est connu a I'agent étudié, selon un
certain processus. A I'issue de ce traitement,
on recherche s’il s’est produit des mutations,
en cultivant les cellules dans un milieu
spécial, qui ne peut convenir qu'aux cellules
transformées. Celles-ci seront les seules a se
développer tandis que les autres dépériront.

Les systémes les plus fréquemment employés
dans nos laboratoires sont fondés sur I’em-
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RNA sequence converted
to sequence of amino
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non-functional protein

acid 1

Each triplet of RNA bases specifies one amino acid
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Frameshift mutation

acid 1
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Base change mutation A-B-C— D-@—F —G-H=sl—J-K-L—M--~--
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Change in one amino acid in protein

Base D deleted

A-B-C—E-F-G—H-1-J—K-L-M--=----

Al_ BI_CI_ EI—FI—G"—HI—ll—J"—‘ KI_LI_MI_ ______

Amino —— Amino —— Amino — Amino -~ ==~~~

acid X acidY acidZ

All amino acids from the position of
the deletion onwards are changed

Traduction du texte anglais
a) Séquence de bases nucléiques de 'ADN.

b) Transcription dans la séquence correspondante d’ARN.
Chagque triplet de bases de I'ARN spécifie un amino-acide particulier.

¢) Conversion de la séquence d’ARN en une séquence d’acides aminés constituant une protéine

fonctionnellement correcte.

d) Mutation par changement d'une base nucléique :

1) Base changée,

2) Amino-acide changé dans la séquence de la protéine.

e) Mutation par glissement de séquence :
3) La base D a disparu,

4) A partir de cette position, tous les amino-acides de la chaine sont différents.

Figure 1. Principes de la mutation illustrant comment la chaine des amino-
acides est altérée par le changement ou la disparition d’'une base nucléique dans

la séquence correspondante ¢’ ADN.

ploi de bactéries ou de levures ayant déja
subi des mutations qui les rendent incapa-
bles de produire certains acides aminés, tels
que Thistidine, et auxquelles on doit par
conséquent fournir ces acides aminés pour
assurer leur croissance. On dit gue ces
cellules sont auxotrophes. En présence de
mutagénes, de telles cellules subissent de
nouvelles mutations qui en font des cellules
prototrophes, auxquelles il n'est plus néces-
saire de fournir l'acide aminé particulier

précédent. Quand des cellules prototrophes
sont incorporées 4 un milieu de culture qui
ne contient pas I'acide aminé en question,
elles croissent et forment des colonies que
lon peut dénombrer aprés une certaine
période d'incubation & une température ap-
propriée. D'une fagon générale, le dénom-
brement des colonies prototrophes est consi-
déré comme une évaluation du pouvoir
mutagéne du composé chimique testé.

Systémes de détection

Le type d’activité mutagéne d’un produit
chimique peut se déterminer par I'utilisation
d’une série de souches d’essais pouvant se
muter en cellules prototrophes, soit par
changement de I'une des bases nucléiques,
soit par un changement portant sur Pensem-
ble d’une séquence de bases, appelé glisse-
ment de la chaine ’ADN. Ces altérations
sont expliquées dans la figure 2.
Evidemment les cellules simples des bacté-
ries ne se comportent pas métaboliquement
de la méme fagon qu'un mammifére dans son
ensemble, de sorte que nous considérons
qu’il est en général nécessaire d'opérer sur
des extraits tissulaires pour simuler dans nos
essais le métabolisme d’'un mammifére. Nous
utilisons plus particuliérement lextrait de
foie de mammifére. De nombreuses autres
modifications sont venues s’ajouter pour
augmenter la sensibilité des cellules a Pactivi-
té mutagéne et pour les rendre capables
d’absorber des molécules chimiques de gran-
de dimension, mais de telles considérations
débordent le cadre du présent article.

L’un des problémes principaux posés par les
sociétés industrielles dans lesquelles nous
vivons, consiste A savoir se débarrasser des
déchets. La mer a servi et sert encore a la
décharge délibérée et accidentelle des pro-
duits chimiques, et il se peut que certains
d’entre eux, en trés petit nombre, on veut
I'espérer, soient des toxiques génétiques se
montrant capables de provoquer des muta-
tions dans les organismes vivants au contact
desquels ils se trouvent. De tels dommages
peuvent occasionner des changements dans
architecture génétique des élres marins. Les
proportions relatives de certains de leurs
génes peuvent changer, ou exister sous des
formes différentes, et comme ces tissus modi-
fiés font partie de I'alimentation de Thomme,
celui-ci se trouverait expose, sans le savoir,
aux risques inhérents a de telles modifica-
tions. Aussi avons nous décidé, il y a quel-
ques années, d’étudier s'il pouvait se trouver
dans l'eau de mer des agenls mutagenes
capables d’étre un danger a la fois pour
I’homme et pour la vie marine.

On peut envisager la recherche des mutage-
nes dans I'eau des mers et des océans par des
procédés largement différents dans leurs
principes. La démarche la plus compliquée,
¢t empreinte d’une certaine naiveté scientifi-
que, consisterait 4 analyser des échantillons
d'eau, en cherchant & identifier tous les
composés chimiques présents, puis a tester
individuellement leur pouvoir mutagene en
utilisant les systémes d’indicateurs déji men-
tionnés. Ce serait une tiche d'une formidable
ampleur, car il se trouve dans ces échantil-
lons un grand nombre de substances chimi-
ques, naturelles ou provenant de l'activite de
'homme, et toules devraient étre considérées
avee attention. Ce serait aussi une méthode
cofiteuse. Des programmes de ce genre ont
é1é entrepris aux Etats-Unis d’Amérique sur
une gamme de plus de 300 substances qui ont
été trouvées dans I'eau potable.

Une seconde maniére de procéder pourrait
consister 4 prélever des échantillons d’eau de
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Culture 1 carrying a base change
mutation which confers a requirement for a
specific amino acid in the growth medium

7

Cells plated on selective medium

SR

Control Treated
Small number Large number of
of spontaneous colonies if chemical

mutant colonies

Culture + Mutagen +
-—— Mammalian tissue extract ——

is base-change mutagen

Culture 2 carrying a frameshift
mutation which confers a requirement for a
specific amino acid in the growth medium

7

Cells plated on selective medium

ol

Control Treated
Small number Large number of
of spontaneous colonies if chemical

mutant colonies is frameshift mutagen

Traduction du texte anglais

Culture 1. Les cellules ont subi une mutation par changement de base nucléique qui rend
indispensable la présence d’un certain acide aminé dans le milieu de culture pour assurer la

croissance.

Culture 2. Les cellules ont subi une mutation par amputation d’une base nucléique et glissement
de séquence d’ADN qui rend indispensable la présence d’un certain acide aminé dans le milieu de

culture pour assurer la croissance.

a) Culture + agent mutagéne + extrait tissulaire de mammifére.

b) Cellules déposées sur un milieu de culture dépourvu de Pacide aminé discriminant.
Témoin : petit nombre de colonies prototrophes apparues spontanément.

Test : grand nombre de colonies prototrophes si P'agent mutagéne est actif dans le remplace-

ment d’'une base.

Témoin : petit nombre de colonies prototrophes apparues spontanément.
Test : grand nombre de colonies prototrophes si 'agent mutagéne est actif dans le glissement

par amputation d’une base.

Figure 2. Processus des essais de recherche d’activité mutagéne.

mer et d’océan, a concentrer les produits
chimiques qui s’y trouvent, puis & exposer
une gamme de systéme biologiques de dépis-
tage aux liqueurs concentrées ainsi obtenues.
Mais une telle fagon de faire souffre d’au
moins deux limitations fondamentales, I'une
chimique et l'autre biologique.

Les méthodes de concentration soulévent
des problémes considérables parce que les
échantillons renferment un grand nombre de
composés dont la stabilité est inconnue. Ces
¢chantillons peuvent aussi contenir des subs-
tances qui sont des poisons pour les systémes
vivants utilisés dans les essais mutagéniques.
Si les liqueurs concentrées contenaient a la
fois des mutagénes et des poisons actifs, les
cellules mutantes seraient tuées, et on abou-
tirait a I'interprétation erronée qu’il n’y a pas
d’agent mutagéne dans I'échantillon.

Organismes relais

Nous avons essay¢ de surmonter les problé-
mes fondamentaux de la seconde démarche
en mettant a profit la propriété bien connue
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qu’ont de nombreux organismes marins de
concentrer dans leurs tissus certains compo-
sés chimiques présents a I'état de traces dans
leur environnement. Par ce biais, on se
prémunit aussi contre I'effet de masque d’une
activité toxique car il est raisonnable d’esti-
mer qu’une action toxique aurait déja tué
I'organisme relais.

Au cours de notre travail initial, conduit
avec M. Al-Mossawi venu d’Irak, aprés son
dipléme, pour effectuer un travail de recherche,
nous avons ramassé une variété comes-
tible de moules, Mytilus edulis, dans
une série de lieux ou I'eau était claire, et dans
d’autres, proches d’installations industriel-
les, ou la pollution était apparente. Pour
chaque lot de moules, les tissus ont été
extraits a 'aide de divers solvants organi-
ques, et ces extraits ont été filtrés sur des
filtres & pores assez fins pour retenir toutes
les bactéries (Figure 3). Enfin, ces extraits
ont servi a plusieurs types de tests d’activité
mutagéne analogues a celui que nous avons
déja décrit. Au début de ce travail, les extraits
tissulaires étaient obtenus par I'alcool éthyli-
que, et il nous a été possible de voir que les

moules ramassées prés de certains sites in-
dustriels contenaient des produits mutagé-
nes dans leurs tissus, tandis que celles que
nous avions ramassées dans I’eau claire n’en
contenaient pas.

Le tableau I est un exemple des résultats
obtenus. Il présente le classement de moules
ramassées en des points de plus en plus
¢loignés de la zone industrielle de Swansea
Bay, vers’'Ouest. Le test est celui de I'appari-
tion de colonies phototrophes dans une
culture de cellules de levure. Initialement ces
cellules ne pouvaient effectuer la synthése de
I’histidine et du tryptophane, et la mutation
prototrophe a été estimée séparément pour
chacun de ces deux acides aminés. 1] est clair
que les moules de Mumbles et de Caswell
Bay, les deux sites les plus proches de la zone
industrielle, ont produit des accroissements
trés nets de transformation prototrophe,
tandis que les moules des sites plus éloignés
de la zone industrielle (Oxwich, Port Eynon
et Rhossilli) n’ont produit aucune augmenta-
tion significative.

Tableau 1. Comptages des colonies
prototrophes induites par les extraits
totaux de moules ramassées en divers
points de la zone de Gower, dans le
sud du pays de Galles. Primitive-
ment, les cellules de levure employées
nécessitent de Phistidine et du trypto-
phane pour leur croissance.

Traduction du texte anglais

a) Origine du lot.

b) Mutations prototrophes par 10° cellules
relativement au tryptophane.

¢) Mutations prototrophes par 10° cellules
relativement a lhistidine.

d) Témoin 1.

e) Témoin 2.

e) Mumbles.

/) Caswell Bay.

g) Oxwich.

h) Port Eynon.

i} Rbhossilli.

Treatment trp prototrophs his prototrophs
per 105 treated per 10° treated
cells cells

Contral 1 19719 71+£12

Control 2 242422 89+13

Mumbles 6214111 247-56+70

Caswell Bay 492-9+7-0 1320+36

Oxwich 342£1-8 151+1-2

Port Eynon 29017 9-2+09

Rossilli 313225 6411

Amélioration des tests

Nous nous sommes apergus trés tot au cours
de ces €tudes que les systémes biologiques
servant a ces tests ne donnaient guére satis-
faction sous la forme ou nous les mettions en
ceuvre, et qui consiste, comme il est normal
de le faire, a cultiver les cellules aprés leur



traitement sur des couches d’agar-agar ne
contenant pas les acides aminés discrimi-
nants.

Le probléme est que les extraits tissulaires
contiennent, le plus souvent, de petites quan-
tites de ces acides aminés discriminants.
Dans ces conditions, les cellules auxotrophes
peuvent accomplir quelques divisions, ce qui
augmente la probabilité d’apparition spon-
tanée de mutants. Cet effet peut masquer
celui d’une activité mutagéne faible, bien que
son importance soit probablement négligea-
ble quand l'activité mutagéne est forte. Nous
en sommes arrivés a conclure que les cultures

sur agar-agar, et plus particuliérement
quand I'acide aminé discriminant est I'histi-
dine, ménent & des Lests peu « robustes », qui
ne conviennent pas aux essais d'extraits
tissulaires.

On peut imaginer de nombreux perfection-
nements pour contrecarrer |'entrainement
d’acides aminés discriminants dans les ex-
traits tissulaires. Il est possible, par exemple,
de mettre en ceuvre des techniques d’extrac-
tion qui n'entrainent pas les acides aminés
ou d’envisager I'emploi des souches auxotro-
phes insensibles aux acides aminés entrainés
dans les liqueurs extraites. Bien que nous

ayons recouru & l'une et a Pautre de ces
solutions, nous avons trouvé que le reméde
le plus efficace était d’améliorer la robustesse
du test.

Nous avons arrété notre choix sur ume
évaluation par fluctuation, selon la techni-
que largement perfectionnée par Michael
Green, du Conseil de la recherche médicale
(Unité des mutations cellulaires, Brighton).
Sous la forme la plus simple, cette technique
consiste 2 mélanger des cellules d’une culture
de micro-organismes auxotrophes avec une
pelite quantité des acides aminés discrimi-
nants, dans un milieu contenant le réactif &

Chemicals concentrated
in tissue of shelifish

Tissue samples extracted in ethanol

5| Sample and microbial cells

Treated cells plated
upon the appropriate—————&
selective media

L

Industrial
pollution

Tissue samples removed from mussels

Control
culture

supplement

-
_

1

t

the presence of
Treated prototrophic cells

culture

Auxotrophic microbial cells
and selective medium +
small amount of growth

|
Culture divided
into 50 samples

Turbid tubes indicating

Auxotrophic microbial cells
and selective medium +
small amount of growth
supplement and mutagen

|
Culture divided
into 50 samples

|

Tubes incubated for 2 to 3 days at appropriate temperature

}

N

Z

bt Pt

Increase in the number of
turbid wells indicates the
presence of a mutagenic
chemical

N
BN

Traduction du texte anglais
a) Polluants industriels.

b) Produits chimiques concentrés dans les tissus des moules.

c) Tissus de moules disséqués.
d) Extraction des tissus par I'éthanol.

¢) Liqueur d'extraction et cellules microbiennes.
/) Aprés traitement, les cellules sont déposées sur un milieu de culture

approprié, en boite de Pétri.
g) Témoin.
h) Test.

Figure 3. Emploi de moules comme organismes relais
pour concentrer les produits chimiques dans un dépistage
d’agents mutagénes d'origine chimique.

Traduction du texte anglais
a) Cellules microbiennes auxotrophes + milieu de culture dépourvu

aminés.

d'acides aminés discriminants + petites quantités de ces acides

b) Lot témoin, divisé en 50 échantillons.

+ agent mutagéne,

¢) Cellules microbiennes auxotrophes + milieu de culture dépourvu
d’acides aminés discriminants -+ petites quantités de ces acides aminés

d) Lot d'essai, divisé en 50 échantillons.
¢) Tubes incubés pendant 2 ou 3 jours, & température voulue.
f) Mutations prototrophes spontanées, indiquées par le trouble du

milieu.

g) Un plus grand nombre de tubes troubles indique des mutations
prototrophes induites par 'agent mutagéne.

Figure 4. Principe de I'analyse du pouvoir mutagéne par

fluctuation.
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étudier. On divise ensuite ce mélange en
50 échantillons de chacun 2 millilitres qui
sont incubés simultanément a la températu-
re voulue. Durant cette incubation, les cellu-
les restées auxotrophes se divisent deux ou
trois fois puis cessent de se diviser quand la
petite quantité d’acides aminés discrimi-
nants se trouve épuisée. Au contraire, s'il
existe des cellules devenues prototrophes,
elles peuvent se diviser continuellement, ce

Dans le manteau

Dans nos premiers essais qui tendaient a
démontrer la présence de produits mutagé-
nes dans les moules, nos extraits étaient
préparés a partir de la totalit¢ de I'organis-
me. La question suivante était de rechercher
si les mutagénes se localisaient ou non dans
un tissu particulier de I'animal. Dans ce but,
nous avons préparé des extraits des diffé-
rents tissus de "animal aprés dissection, avec
pour solvant I'’éthanol. Les liqueurs extraites
ont ensuite été testées, séparément, a la fois
avec la levure et les bactéries. Nous avons
ainsi considéré séparément le manteau, le
muscle, le pied, I'hépatopancréas et le syste-
me reproducteur. Il est indubitable d’aprés
nos résultats que I'activité mutagéne se loca-
lise dans le manteau. Avec des cellules de
levure comme indicateur les extraits de man-
teau produisent de huit & onze fois plus de
colonies prototrophes 4 la fois pour I'histidi-
ne et pour le tryptophane (Tableau 2).

Les méthodes précédentes ont aussi servi,
aprés modification, & tester I'activité mutage-
ne des contaminants a métaux lourds qui se
concentrent dans les tissus des moules. Al-
Mossawi et Munira Kadhim ont pu réunir
des preuves convaincantes montrant que les
extraits tissulaires des moules contaminées
par des métaux lourds témoignent d’une
forte activité mutagéne décelable par les tests
de fluctuation. Comme pour les mutagénes
organiques, les mutagénes a métaux lourds
se concentrent dans le manteau, quoiqu’on
en trouve aussi dans d’autres tissus, mais en
quantités moindres.
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qui produit une apparence de trouble dans le
liquide de culture. Quand le mélange initial
contient un agent mutagéne, il se forme une
quantité accrue de cellules prototrophes, et
le nombre de tubes de culture d’apparence
trouble est plus grand que dans le lot témoin.
On évalue simplement I’activité mutagéne en
comparant le nombre de tubes a apparence
trouble dans le lot étudi¢ et dans le lot
témoin (Figure 4).

Tableau 2. Résultats des traitements
d’une souche de cellules de levure
auxotrophes relativement a I’histidi-
ne et au tryptophane avec les extraits
de divers tissus de moules contami-
nées.

Traduction du texte anglais

a) Origine du lot.

b) Mutations prototrophes par 10° cellules
relativement au tryptophane.

¢) Mutations prototrophes par 10° cellules
relativement a Thistidine.

d) Témoin.

e) Muscle.

/) Manteau.

g) Hépatopancréas.

h) Pied.

i) Systéme reproducteur.

Treatment trp prototrophs his prototrophs
per 10° treated per 105 treated
cells cells

Control 191+18 367+23

Muscle 16614 410+289

Mantle 135787 6896 + 234

Hepatopancreas 279156 416+27

Foot 176+09 39421

Reproduclive 143+23 207+19

system

Selon ce principe, et en ajustant convenable-
ment la quantité ajoutée d’acides aminés
discriminants, deux étudiants diplémés, Mu-
nira Kadhim, d’Irak et William Barnes, des
Etats-Unis, ont prouvé, dans nos laboratoi-
res, qu'un tel test convenait idéalement bien
au dépistage a partir d’extraits tissulaires, et
qu'il était trés « robuste ».

Nous avons également utilisé les méthodes
mises au point pour les moules pour des
dépistages impliquant d’autres organismes
relais. William Barnes s'en est servi avec
succés pour une variété d’algue, et j’ai pu
montrer que ces méthodes conviennent aussi
aux huitres, aux palourdes et aux extraits de
foie de poissons, grice a des tissus fournis
par des collaborateurs des Etats-Unis.
Toutefois, ces essais se bornent & prouver la
présence d’un constituant possédant une
activité mutagéne. Bien qu’on puisse en tirer
indirectement des renseignements sur le mé-
canisme de cette activité mutagéne, on ne
doit en espérer aucune information directe
sur la nature de I'agent. Mais on dispose, par
ailleurs, d’'une gamme de procédés chimiques
pour séparer les constituants des extraits
biologiques, par exemple en s’appuyant sur
des différences de solubilité, de sorte que le
fonctionnement des extraits par différents
solvants est intéressant a considérer. Des
séparations de ce type simplifient considéra-
blement I'analyse, et 'on peut espérer décou-
vrir ainsi I'identité chimique de n’importe
quel constituant mutagéne actif. Une fois
connue la composition des fractions actives,
'utilisation des tests mutagénes 4 microbes
indicateurs permet de chiffrer l'activité propre
de chaque composant. Parallélement, de
telles études peuvent étre étendues aux essais
impliquant des cellules de mammiféres qui
semblent étre des indicateurs plus proches de
la toxicité génétique a I’égard de I'homme.
C’est dans cette direction que nous espérons
développer nos recherches dans I'avenir.



