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Résumé

La pollution atmosphérique particulaire fine (PM, 5) constitue un des facteurs d’exposition contribuant a I'induction de
certaines pathologies cardiopulmonaires, et notamment les cancers broncho-pulmonaires (CBP). Toutefois, la relation
causale n’est pas suffisamment documentée quant aux mécanismes d’action potentiellement impliqués. En raison de son
réle de suppresseur de tumeurs, TP53 est muté dans la majorité des CBP. L'objectif de cette étude a donc été de rechercher
les mutations susceptibles d’altérer la fonctionnalité de ce facteur de transcription dans un modéle de cellules pulmonaires
épithéliales humaines (A549) exposées a la fraction fine d’un aérosol atmosphérique particulaire d’origine urbano-industrielle.

Un échantillon particulaire de granulométrie fine a été collecté a Dunkerque par impaction en cascade. Sa caractérisation
physico-chimique a révélé la présence de nombreux composés inorganiques et organiques, dont la toxicité intrinséque est
connue. La recherche des mutations altérant la fonctionnalité de la protéine P53 a été effectuée 72 h apres I'exposition des
cellules A549 a la concentration létale a 50 % (CLsgg, 118,60 pg/mL = 31,63 pg/cm2) de I'aérosol, a l'aide du Functional
Analysis of Separated Alleles in Yeast (FASAY).

Seize mutations altérant la fonctionnalité de P53 ont été détectées suite a I'exposition des cellules A549 a I'aérosol
particulaire : huit délétions de un ou deux nucléotides et huit substitutions de nucléotides, principalement des transitions
A>G et G>A. Ces mutations sont décrites dans la littérature comme pouvant étre causées par des mécanismes endogenes.
Cette mutagenese indirecte est généralement en rapport avec le phénomene du stress oxydant, potentiellement induit par
les teneurs de I'’échantillon particulaire en métaux/métalloides susceptibles de former des Especes Réactives de I'Oxygene
(ERO), via la réaction de Fenton et I'activation métabolique de composés organiques adsorbés a la surface des particules
atmosphériques. L'implication du stress oxydant dans I'apparition des mutations de TP53 a été confortée par la détection d’un
adduit oxydatif a ’ADN, la 8-hydroxy-2’-désoxyguanosine (8-OHdG), dans les cellules A549 exposées a I'aérosol particulaire.
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Abstract

Environmental exposure to fine airborne particulate matter (PM,5) is thought to be responsible for cardiopulmonary
diseases, including lung cancer. However, the mechanisms of action potentially involved in PM, g5 toxicity are not yet fully
described. Mutations in the TP53 gene are the most common alterations in human solid tumors. TP53 mutational patterns
have sometimes been linked to carcinogen exposure. The purpose of this study was to determine the mutations that alter the
functionality of this transcription factor in a model of human epithelial lung cells (A549) exposed to the fine particulate
fraction (PM, 5) of an atmospheric aerosol sampled under urban and industrial influences.

PM, 5 was collected in Dunkerque City by cascade impaction. Its physicochemical characterization revealed the presence
of many inorganic and organic compounds, including some that are known for their toxicity. The search for mutations altering
the functionality of the P53 protein was performed 72 h after exposure of A549 cells to PM, 5 at its lethal concentration at
50% (LCg, 118.60 nug/mL = 31.63 pug/cm?2), using the Functional Analysis of Separated Alleles in Yeast (FASAY).

Sixteen mutations altering P53 function were detected after A549 cells exposure to the collected PM, 5: eight deletions of
one or two nucleotides and eight nucleotide substitutions, mainly transitions A > G and G > A. These mutations are described
in the literature as possibly caused by endogenous mechanisms, such as oxidative stress. This kind of alteration can be
induced by metal content of the PM, 5, as well as by metabolic activation of the organic compounds coated onto its surface.
Involvement of oxidative stress in TP53 mutations was confirmed by the detection of an oxidative DNA adduct, 8-hydroxy-2'-
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deoxyguanosine (8-OHdG), in A549 cells exposed to the collected PM.
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Introduction

L'impact sanitaire de la pollution atmosphérique,
di en majeure partie aux composés chimiques
produits par combustion, reste important de nos jours
malgré les faibles concentrations qui prévalent
désormais dans I'air ambiant des villes d’Amérique du
Nord et d’Europe occidentale [1]. Les données scien-
tifiques actuelles indiquent que la pollution atmo-
sphérique urbaine provoque un ftrés large spectre
d’effets sur la santé, allant de l'irritation des yeux a la
mort [2]. L'implication de cette pollution dans le déve-
loppement du cancer du poumon a ainsi été mise en
évidence de maniére forte lors de nombreuses
enquétes [3-6]. En 2002, au niveau européen, le
risque de développer un cancer du poumon a cause
de la pollution atmosphérique a été estimé a 10,7 %,
ce qui représente plus de 25 000 cas/an, soit environ
1 %, tous cancers confondus [7]. Parallélement, aux
Etats-Unis, la mortalité par cancer du poumon
augmente de 8 % a chaque fois que les teneurs en
particules fines s’accroissent de 10 ug/ms3 [5]. Ces
particules sont des particules solides ou liquides en
suspension dans l'air. Toutefois, en dépit de l'intensité
des relations de causalité mises en évidence par les
épidémiologistes, les données concernant les méca-
nismes d’action possibles demeurent fragmentaires,
d’ou un intérét croissant pour les développer [8]. |l
faut toutefois remarquer que pour des raisons d’ordre
pratique, seules des études de la fraction particulaire
des aérosols atmosphériques sont envisageables lors
d’études in vitro.

Le cancer est classiquement présenté comme
une pathologie liée a I'accumulation de modifications
stables et transmissibles du matériel génétique abou-
tissant a la sélection progressive de cellules insen-
sibles aux contréles exercés par I'environnement
tissulaire et par 'organisme entier [9].

L'étude de la génotoxicité forme le premier rang
des recherches d’effets cancérogeénes. Lorsqu’une
cellule est mise en présence d’un xénobiotique, diffé-
rents processus de détoxication et de réparation de
I’ADN interviennent. Si ces mécanismes de protection
sont dépassés, des mutations peuvent apparaitre.
Une mutation est une modification permanente du
nombre ou de la structure du matériel génétique dans
un organisme, qui aboutit & une modification des
caractéristiques phénotypiques de I'organisme. Les
altérations peuvent impliquer un géene unique (i.e.
mutation génique telle que les mutations ponctuelles),
un ensemble de génes ou un chromosome entier,
pouvant entrainer des modifications structurelles ou
numériques. En fonction de la spécificité, de la stabi-
lité et de la transmissibilité des mutations au génome
des cellules filles, la cellule exposée peut étre engagée
dans la phase d’initiation tumorale qui précede les
phases de promotion, de progression et d’invasion.

Toutes les mutations n’entrainent pas heureuse-
ment des effets en termes d’initiation d’'un processus
de cancérogenese. Les mutations critiques portent en
général sur les génes impliqués dans 'embryogenese,
la différentiation cellulaire ou la régulation du cycle
cellulaire, comme le gene Tumor Protein 53 (TP53)
de la famille des génes dits suppresseurs de tumeurs.
Le role essentiel de sa protéine P53 au cceur des
processus de réponse aux dommages de I'ADN
(i.e. arrét du cycle cellulaire, réparation des lésions,
apoptose) lui confere le titre de « Gardien du génome ».
La perte de fonction des génes P21 et TP53 coincide
avec la transformation maligne dans de nombreux
processus tumoraux. TP53 est le géne le plus étudié
puisqu’il se retrouve muté dans la majorité des
cancers humains.

La recherche d’un effet cancérogene nécessite
une période de latence longue qui s’écoule entre le

132 POLLUTION ATMOSPHERIQUE N° 213-214 - JANVIER-JUIN 2012



début de I'exposition et les premiéres manifestations
de la maladie. Des tests de mutagenése, et en parti-
culier le test d’Ames, ont été initialement développés
afin de combler le besoin de disposer de méthodes
donnant des résultats plus rapides. Afin de raffiner la
méthode, de nombreux autres essais de génotoxicité
ont ensuite été développés notamment sur des cultures
de cellules humaines.

Parmi ces derniers, le test FASAY (Functional
Analysis of Separated Alleles in Yeast), mis au point
en 1993, se propose d’identifier les mutations du
géne TP53, susceptibles d’entrainer une altération de
la fonctionnalité de la protéine P53 [10]. Ce test est
apparu comme particulierement novateur, car il
permet de caractériser uniquement les mutations
déléteres. Loriginalité de cette approche tient au fait
que la mutagenése est étudiée directement sur un
géne clé de la cancérogenése humaine et qu’une
comparaison directe des spectres obtenus est pos-
sible avec les spectres mutationnels des tumeurs
humaines, recensés par le Centre International de
Recherche sur le Cancer (CIRC). Le test FASAY
permet de s’affranchir de la double co-transformation,
car il repose sur l'analyse de la fonctionnalité de la
protéine P53 sur des alléles séparés. Cette méthode
fait appel a deux principes qui sont, d’'une part,
l'incorporation de ’ADNc de TP53 dans un vecteur
par recombinaison homologue chez la levure, et les
propriétés de facteur de transcription de P53, d’autre
part.

Dans I'objectif d’évaluer I'action génotoxique des
aérosols atmosphériques particulaires, un échantillon
de granulométrie fine (PM25) a été collecté a
Dunkerque, agglomération industrielle du Nord de la
France. L’effort de recherche s’est porté sur les capa-
cités de I'’échantillon collecté a induire une réponse
cytotoxique, des altérations oxydatives, des phéno-
menes inflammatoires, ainsi que des mécanismes
pro-apoptotiques ou génotoxiques dans des modéles
de culture in vitro [11-14]. Dans le cadre du présent
travail, nous nous sommes intéressés a l'impact
toxique in vitro de I'aérosol atmosphérique particulaire
sur une lignée de pneumocytes de type Il qui dérivent
d’'un carcinome humain (A549). Suite a la mise en
évidence d’atteintes liées a la cytotoxicité globale de
I’échantillon et en s’appuyant sur la relation dose-
réponse ainsi déterminée, une altération cellulaire de
type oxydatif a été recherchée : I'’hydroxylation de la
désoxyGuanosine composant I’ADN. Les atteintes a
’ADN sont susceptibles d’entrainer la création de
mutations critiques altérant la fonctionnalité des
protéines codées par les génes atteints. Lorsque le
géne TP53 est muté, notamment au niveau du domaine
de fixation a I’ADN, la protéine P53 peut étre absente
ou inactivée, ce qui peut aboutir a la présence de
mutations, d’aneuploidie, ou de défauts de mitose
entrainant sa mort. Le géne TP53 est muté dans la
plupart des cancers humains. Afin de déterminer le
profil mutationnel de [I'’échantillon particulaire
atmosphérique urbano-industriel collecté, le test fonc-
tionnel FASAY a été mis en ceuvre.
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Matériels et méthodes

Matériels chimiques

Les réactifs de culture cellulaire proviennent
d’InVitrogen (Cergy-Pontoise, France). Le dioxyde de
Titane (IV) en poudre (anatase ; pureté : 99 % ;
@ :0,2 um) est fourni par Acros Organics (Noisy-le-
Grand, France). Les amorces pour I'amplification en
chaine par polymérase (Polymerase Chain Reaction ;
PCR) ont été synthétisées par Proligo France SAS
(Paris, France). Les autres réactifs nécessaires pour
la transcription inverse (Reverse Transcription ; RT)
et la PCR sont fournis par Roche Diagnostics
(Meylan, France). La nucléase P1 et la phos-phatase
alcaline sont fournies par Sigma-Aldrich (Saint-
Quentin-Fallavier, France).

Particules atmosphériques :
collecte, caractérisation physico-chimique

Collecte [15]

Les PM ont été collectées a Dunkerque (51° 04’ N ;
2° 38’ E), une ville industrialo-portuaire du Nord de la
France. Le prélevement a été effectué en continu
pendant neuf mois, a I'aide d’un impacteur en cascade
a grand volume de prélevement. La récupération des
particules par grattage des plaques d’impaction
séchées a été effectuée deux fois par mois avant
conservation des particules a — 20 °C, afin d’éviter la
dégradation des constituants particulaires.

Caracteérisation physique [14]

La distribution granulométrique de I'échantillon
particulaire collecté a été déterminée par analyse en
microscopie électronique a balayage puis confirmée
par granulométrie laser.

Caractérisation chimique [14]

La fraction inorganique de I'échantillon a été
quantifiée par spectrométrie d’émission atomique
couplée a un plasma inductif (Inductively Coupled
Plasma — Atomic Emission Spectrometry, ICP-AES).
Les particules ont été minéralisées par digestion
acide (mélange de trois acides de qualité Suprapur®
Merck, HNO3s, HCIO4 et HF). Aprés évaporation des
acides, le résidu est repris dans un volume d’eau
ultrapure puis acidifiée en vue du dosage des
éléments Al, Ba, Ca, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Na, Pb, Ti, Sr
et Zn par ICP-AES (spectrométre d’émission Varian
Liberty Il). La fraction ionique a été étudiee par
chromatographie ionique et spectrophotométrie
visible. Les ions étant fortement solubles dans I'eau,
ils sont extraits par de I'eau ultrapure et au moyen
d’ultrasons. Le lixiviat est filtré avant I'analyse par
chromatographie ionique (Dionex DX 500) ou spec-
trophotométrie visible (Unicam helios).

La fraction organique a été déterminée par
chromatographie en phase gazeuse couplée a la
spectrométrie de masse. Les analyses ont été effec-
tuées a l'aide de I'appareil Varian Saturn 4D, équipé
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d’une colonne « 60 m J&W DB1 MS column ». L'extrac-
tion de la fraction organique fortement adsorbée au
noyau inorganique particulaire s’est révélée étre une
phase critique. En effet, la détection en GC-MS
nécessite l'injection instantanée de la totalité de la
fraction organique dans la colonne, pour des raisons
liées au temps de rétention propre a chaque composé
organique étudié. Plusieurs techniques d’extraction,
distinctes mais complémentaires de maniére a pallier
leurs déficiences respectives, ont di étre appliquées :

* L’extraction traditionnellement utilisée s’effectue a
I’aide du dichlorométhane par la technique du Soxhlet
car elle préserve l'intégrité de la matiere organique. Il
s’agit d’'une extraction solide-liquide, reposant sur le
principe de la percolation d’un solvant a travers un
échantillon solide contenu dans une cartouche poreuse,
mais le reflux maintenu lors de I'extraction entraine la
perte des composés organiques les plus légers.
L’éluat recueilli puis concentré a été injecté dans la
colonne de la GC-MS.

e Une nouvelle méthode de désorption thermique a
été mise en ceuvre, afin de pallier les limites de la
technique d’extraction précédente. Elle consiste en la
désorption de I'échantillon a 300 °C avec mise en
place d’'un piege froid (cold trap) a —150 °C. Les
composés organiques désorbés dans le four sont
ainsi condensés dans le piége refroidi par une circu-
lation d’azote quasi liquide. Un flash thermique
permet ensuite leur injection instantanée en GC-MS.
Cette technique permet la quantification de la fraction
organique légére. Cependant, la température de
désorption maximale de I'appareil s’est révélée étre le
facteur limitant I'analyse des composés organiques
de volatilité intermédiaire. Les particules précédem-
ment chauffées a 300 °C ont donc subi une nouvelle
désorption a 500 °C avec mise en ceuvre d’'un piége
froid « éthanol-azote liquide » a — 114 °C afin de
compléter les mesures quantitatives obtenues a
300 °C. Léchantillon de PMz25 atmosphérique est
déposé dans le tube du four du Chrompack® obturé
par de la laine de silice préalablement chauffée a
400 °C afin d’en éliminer les impuretés. Neuf désorp-
tions successives du méme échantillon, effectuées
durant une période de huit jours, ont permis de détecter
la majeure partie des composés organiques légers et
semi-lourds adsorbés a la surface des particules.

* Les composés organiques polychlorés ont été
quantifiés par chromatographie en phase gaz couplée
a la spectrométrie de masse a haute résolution
(HRGC/HRMS) en accord avec les méthodes 1613 et
1668 proposées par 'US-EPA. Aprés extraction au
toluene, les PolyChloroDibenzo-p-Dioxines et -Furanes
(PCDD-F) et les PolyChloroBiphényles (PCB) ont été
purifiés par chromatographie liquide, puis injectés en
HRGC/HRMS. La GC (HP6890, Agilent Technologies,
Massy, France) est équipée d’un injecteur split/splitless
et d'une colonne capillaire « 60 m J&W PB 5 MS ».
Le MS est un spectrometre de masse a haute résolu-
tion de géométrie EB (Mass Spectrometry Instru-
ments, Manchester, Royaume-Uni) (résolution : 10 000 ;
température de la source : 250 °C ; tension d’élec-

trons : 30 eV ; courant de la chambre d’ionisation :
300 pA). Cette technique a également permis la mise
en évidence de furanes (PCDF).

Désorption thermique
des particules atmosphériques [15]

La désorption consiste en I'élimination de la phase
organique que renferment les particules atmosphé-
riques sans affecter leur structure fine inorganique.
A cette fin, la technique choisie est la désorption
thermique couplée a un vide progressif (T = 400 °C ;
P = 10-7 Pa). Des Analyses Thermiques Différen-
tielles et Analyses Thermo-Gravimétriques (ATD-ATG)
ont montré l'efficacité relative de cette désorption, qui
n‘aurait toutefois pas réussi a désorber lintégralité
des composés organiques les plus lourds. La déter-
mination de la surface spécifigue de I'’échantillon
désorbé (50 m2/g) a confirmé la disponibilité de la
surface particulaire pour la fixation de composés
organiques. L'utilisation de concentrations équivalentes
(CL Eq ou LC Eq), intégrant la perte de la fraction
organique adsorbée, a permis d’exposer les cellules
A549 aux mémes teneurs en composés inorga-
niques.

Matériel biologique

L’homme respire en moyenne 15 m3 d’air par jour,
et la zone d’échange gazeux de I'appareil respiratoire
représente une superficie pouvant atteindre 100 mz2.
Le poumon constitue ainsi I'interface la plus impor-
tante entre le milieu extérieur et I'organisme, ce qui,
par son rble dans I'oxygénation des différents tissus,
lui confere un intérét particulier en toxicologie. Il est
une cible privilégiée pour les différents agents
toxiques et polluants susceptibles de se trouver dans
I'air que nous respirons. Notre choix s’est ainsi orienté
vers un modéle de pneumocytes de type Il d’origine
tumorale : la lignée de cellules A549 (numéro ATCC :
CCL-185). Les pneumocytes de type |l ont pour fonc-
tion principale la sécrétion du surfactant pulmonaire
par les corps lamellaires. Toutefois, grace au surdé-
veloppement de leurs réticulums endoplasmiques et
appareils de Golgi, ces cellules sont dotées de capa-
cités métaboliques substantielles. Les cellules A549
ont la propriété de se multiplier et d’étre maintenues
en survie grace a un repiquage hebdomadaire. Leur
temps de doublement théorique est de 24 h.

Culture des cellules A549

Les cellules A549 ont été ensemencées dans des
flacons de culture stériles de 75 cm2 (Corning ; Thermo
Fisher Scientific, Courtabceuf, France) contenant du
Milieu Essentiel Minimum (MEM) avec des sels de
Earle et sans L-glutamine. Ce dernier a été supplé-
menté a 1 % (v/v) avec une solution de L-glutamine
(200 mM) et avec une solution d’antibiotiques (péni-
cilline : 10 000 U/ml — streptomycine : 10 000 ug/ml)
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et a 5% (v/v) avec du Sérum de Veau Foetal. Les
cultures de cellules ont été effectuées sous conditions
contrélées (T= 37°C; CO2= 5% et humidité =
100 %). Des passages successifs ont permis
d’obtenir, a partir dune méme ampoule de cellules
meres, un nombre suffisant de cellules en phase
exponentielle de croissance afin d’appliquer le proto-
cole d’exposition.

Traitement des cellules et prélévement

Afin d’obtenir un nombre suffisant de cellules
(>6.10° cellules/flacon) apres 72 h d’exposition, les
flacons ont été ensemencés avec 0,75.10° cellules/
flacon. Aprés adhésion des cellules, les milieux ont
été renouvelés pour n’exposer que des cellules vivantes
aux Particules (PM) en suspension dans le milieu de
culture a leur Concentration Létale (CL) a 10 %
(i.e. CL1o = 23,72 pg PM/mL ou 6,33 ug PM/cmz2) ou
a 50 % (i.e. CLgg= 118,60 ug PM/mL ou 31,63 ug
PM/cm?2) pendant 24, 48 ou 72 h, sans renouvelle-
ment du milieu de culture. Ces concentrations |étales
ont été déterminées lors d’une étude précédente [14].
Les cellules non exposées ont servi de témoins, alors
que les cellules exposées au TiO2 et aux Particules
désorbées (dPM) a des concentrations équivalentes
ala CL1o et a la CLso de la fraction inorganique des
particules totales, c’est-a-dire intégrant la perte de
masse liée a la désorption effective de la fraction
organique, ont constitué des témoins particulaires
(i.e. Eq CL1o= 19,42 ug/mL; ou 5,18 ug/cm2 ;
Eq CLso = 97,13 pug/mL ; ou 25,90 pg/cmz2). Des la fin
du temps d’incubation, les cellules ont été prélevées,
lavées, puis des aliquotes de culots cellulaires ont été
rapidement congelés dans I'azote liquide et conser-
vés a — 80 °C jusqu’a l'extraction de '’ADN ou des
ARN.

Spectre mutationnel de TP53 (FASAY)

TP53 est I'un des génes les plus fréquemment
mutés dans le cancer chez ’'Homme. De par I'impor-
tance de la fonction de suppresseur de tumeurs que
possede la protéine P53 correspondante, dans l'inhi-
bition des processus de cancérogenese, I'étude de
ses altérations lors de I’exposition a un xénobiotique
revét, alors, un intérét extrémement fort quant a la
compréhension des mécanismes physiopatho-
logiques de l'initiation tumorale.

Vérification du statut de TP53 dans la lignée A549

Dans le cadre de la recherche de mutations du
géne TP53 altérant la fonctionnalité de la protéine au
sein de la lignée A549 de pneumocytes humains de
type Il exposée a un aérosol particulaire urbano-
industriel, il est indispensable de définir au préalable
le statut de ce géne dans cette lignée cellulaire. Il est
absolument primordial que le géne codant pour cette
protéine soit exempt de toute mutation au sein de la
lignée cellulaire avant exposition. Pour cela, le
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séquencage direct des exons 5 a 9 qui présentent un
fort taux de mutations recensées dans les cancers a
été effectué aprés amplification par PCR touchdown
et marquage a I'aide d’un thermocycleur Eppendorf et
du kit réactionnel « Big Dye Terminator », avant ana-
lyse par un séquenceur 3130 Genetic Analyser
(Applied Biosystems). La réaction de séquencage se
décompose en trois étapes : (i) le marquage aléatoire
par incorporation de terminateurs marqués, (ii) la puri-
fication des produits synthétisés, et (iii) I'électropho-
rese capillaire des fragments obtenus. L'alignement a
I'aide du logiciel « Blast 2 Sequences » (Basic Local
Alignment Search Tool ; http://blast.ncbi.nim.nih.gov/
bl2seq/wblast2.cgi ; NCBI) a permis de vérifier
I’'homologie des séquences ainsi déterminées avec la
séquence sauvage de TP53. Cette étude n’ayant mis
en évidence qu’un polymorphisme (SNP) au niveau
du nucléotide 59 de lintron 7 (G >T), mais aucune
mutation sur les exons 5 a 9 du géne TP53, il a été
possible d’étudier la génotoxicité vis-a-vis de TP53
des échantillons particulaires atmosphériques urbano-
industriels collectés a Dunkerque sur la lignée A549
de pneumocytes humains de type Il.

Spectre mutationnel de TP53 par le test FASAY

Apres exposition durant 72 h des cellules A549
aux particules totales a leur CLsp, aux particules
thermodésorbées a leur concentration équivalente a
la CLso, les ARN totaux ont été extraits a partir des
culots secs, a I'aide du « RNeasy Mini Kit » (Qiagen)
(figure 1, adaptée de Flaman et al. [16]). Les ADNc
obtenus par Reverse Transcription (RT) ont été ampli-
fiés spécifiquement par Polymerase Chain Reaction
(PCR). Les séquences des amorces utilisées sont :
P3 5-ATT-TGA-TGC-TGT-CCC-CGG-ACG-ATA-
TTG-AA(S)C-3" et P4 5-ACC-CTT-TTT-GGA-CTT-
CAG-GTG-GCT-GGA-GT(S)G-3’, ou (S) représente
la position d’'un groupement phosphorothioate. Le
fragment amplifié se situe entre les codons 42 et 374,
ce qui correspond a une séquence nucléotidique de
998 paires de bases. Les ADNc néosynthétisés de
TP53 ont été insérés par recombinaison homologue
dans le vecteur d’expression pSS16 extemporané-
ment digéré. Ces plasmides ont permis ensuite la
transformation des levures ylG397. Lorsque la protéine
P53 est fonctionnelle, elle se fixe sur les Ribosomal
Gene Clusters (RGC) intégrés au niveau de la
séquence promotrice du gene ADE2. Elle rend ainsi
possible la transcription de ce géne, entrainant la
pousse de colonies blanches (figure 1a). En revanche,
si la protéine P53 n’est plus fonctionnelle, la trans-
cription du gene ADEZ2 n’est plus possible, entrainant
la croissance de colonies rouges (figure 1b). Cette
coloration rouge provient de I'accumulation d’un pré-
curseur de I'adénine au sein des colonies.

Apres dénombrement complet des levures blanches
et rouges, ces derniéres ont été récupérées et mises
en culture séparément, afin de disposer de matériel
suffisant pour en extraire les ADNc de TP53. Apres la
lyse de la paroi des levures a l'aide de Zymolyase,
I’extraction des inserts d’ADN intégrés aux plasmides
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Figure 1.
Principe du test FASAY avec ADE2 comme géne rapporteur.

FASAY principle FASAY with ADEZ2 as reporter gene.
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s’est effectuée a I'aide du kit « Pure Link Quick Plasmid
Miniprep Kit » (InVitrogen). Avant de procéder au
séquencage, '’ADNc a été amplifié par PCR en utili-
sant les amorces P5: 5-TCT-GTG-ACT-TGC-ACG-
TAC-TCC-3’ et P6: 5-CCA-ACA-ACA-CCA-GCT-
CCT-CT-3'. Lutilisation du kit « Dye Terminator Cycle
Sequencing with Start Kit » (Beckman Coulter) a per-
mis de séquencer chaque échantillon dans les sens
5’-3’ et 3’-5’, en fonction de I'amorce utilisée (i.e. P5
ou P6). Les échantillons marqués ont ensuite été puri-
fiés par précipitation « éthanol-acétate de sodium »
avant remise en suspension et analyse par le séquen-
ceur multicapillaire CEQ 8000 Beckman Coulter de
I’'Unité Génétique et Reproduction du Centre Hospi-
talier Régional Clémenceau de Caen.

La séquence d’ADN issue de chaque échantillon
a été alignée avec la séquence sauvage de TP53 a
I’aide du logiciel « Blast 2 Sequences » afin de déter-
miner le pourcentage de similitude et de souligner la
présence de mutations [17,18]. Les mutations confir-
mées par séquencgages sens et anti-sens ont ensuite
été mises en relation avec la base de données du
CIRC (IARC TP53 database — version R14, novembre
2009 — http://www-p53.iarc.fr/P53main.html), qui recense
les mutations de TP53 ayant fait I'objet de publica-
tions, soit plus de 25 000 mutations (24 810 muta-
tions somatiques et 399 mutations germinales) [19].

Atteinte oxydative de I’ADN :
dosage de I’adduit d’oxydation 8-OHdG

Certains composeés de la fraction inorganique des
particules collectées, tels que le fer, constituent des
inducteurs puissants de la production d’Espéces
Réactives de I'Oxygene (ERO), a l'origine d’altéra-
tions oxydatives cellulaires dont I’hydroxylation de la
désoxyGuanosine composant ’ADN. Suite a I'exposi-
tion et au prélévement des cellules A549, 'ADN a été
extrait a l'aide du kit « Generation Capture Plate Kit »
(Qiagen) selon les recommandations du fabricant,
puis dosé par spectrophotométrie. Des aliquotes de
10 ug d’ADN ont été dénaturés a 100 °C. La solution
de nucléase P1 a été ajoutée aux échantillons
incubés a 37 °C pendant la nuit. Les nucléotides ont
ensuite été déphosphorylés (phosphatase alcaline) a
37 °C. Le dosage des adduits d’oxydation repose sur
l'utilisation du kit « 8-OHdG ELISA kit » (Gentaur,
Bruxelles, Belgique) [20] et d’un lecteur de micro-
plagues MRX (Logiciel : Revelation v3.2 ; Dynex
Technologies, Issy-les-Moulineaux, France). Cette
mesure quantitative consiste en un dosage immuno-
enzymatique (Enzyme Linked Sorbent Assay, ELISA)
compétitif. Le taux d’adduits 8-OHdG détecté repré-
sente une variable aléatoire quantitative pour laquelle
les valeurs de chaque groupe (contréles particulaires
et concentrations croissantes de I'aérosol) ont été
comparées a celles du groupe témoin grace au test
non paramétrique U de Mann-Whitney. Le risque
d’erreur de premiére espéce (o) consenti est de 0,05.
Le traitement des données est réalisé avec le logiciel
d’analyses statistiques SPSS (v.12.0.1 pour Windows,
nov. 2003 ; SPSS France).
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Résultats

Caractéristiques physiques
de I’échantillon particulaire collecté

L'échantillon présente une granulométrie comprise
entre 0,33 um et 5,0 um, avec un pic a 0,45 um. Il est
majoritairement composé de PM25 (92,15 %) et peut
se décomposer en cing classes granulométriques :
0,33-0,5 um (33,63 %), 0,5-1,0 um (30,61 %), 1,0-
1,5 um (14,33 %), 1,5-2,0 um (8,69 %) et 2,0-2.5 um
(4,89 %). La surface spécifique de I’échantillon
collecté, mesurée par porosimétrie a azote, est de
1 m2/g.

Caractéristiques chimiques

Les éléments majeurs de la fraction inorganique
des particules atmosphériques collectées sont les
suivants : Fe (7,84 %), Al (5,83 %), Ca (4,95 %),
Na (1,88 %), K (0,97 %), Mg (0,81 %), Pb (0,80 %) et
Ti (0,51 %). Les ions détectés sont les suivants :
S04% (8,12 %), NO3- (5,15 %), CI- (1,8 %) et NHa+
(0,68 %). La fraction organique est particulierement
riche et dierse. Elle comporte de nombreux HAP et,
parmi eux, onze des seize composés classés comme
prioritaires par I'agence américaine de protection de
I’environnement (US-EPA) : Naphtaléne (38,1 ppm),
Méthylnaphtalene (141,9 ppm), Diméthylnaphtalene
(90,2 ppm), Anthracéne (47,1 ppm), Phénanthrene
(28,3 ppm), Fluoranthéne (4,7 ppm), Acénaphténe
(11,1 ppm), Fluorene (6,3 ppm), Pyréne (4,7 ppm) et
Benzo[a]anthracéne ou Chryséne (4,9 ppm). Les
composeés organiques légers et semi-lourds adsorbés
a la surface des particules étaient les suivants :
Benzéne (106,5 ppm), Toluéne (42,2 ppm), Nonéne
(9,3 ppm), Xyléne (65,4 ppm), Styrene (13,5 ppm),
1-Ethényltrimethylbenzéne (15,4 ppm), Décane
(64,9 ppm), Diéthylbenzeéne (170,3 ppm), Limonéne
epoxyde (20,5 ppm), Tétraméthylbenzene (89,5 ppm),
Heptadécane (15,1 ppm), Dibutylphtalate (110,1 ppm),
Eicosane (1,4 ppm), Hénicosane (5,2 ppm), Docosane
(17,4 ppm), Tricosane (8,7 ppm), Tétracosane (39,7 ppm),
Pentacosane (12,2 ppm) et Bis(éthyl,hexyl)phtalate
(41,4 ppm). Des composés organiques polychlorés
(PolyChloroDibenzo-p-Dioxines et —Furanes, PCDD-
F, et PolyChloroBiphényles, PCB) ont pu étre détectés,
notamment : 1,2,3,7,8-PentaCDD (115,28 pg/g PM,
soit 57,64 pg I-TEQ/g PM), HxCDD (902,33 pg/g PM,
soit 90,2 pg I-TEQ/g PM), HpCDD (2 645 pg/g PM,
soit 26,45 pg I-TEQ/g PM), OCDD (10’918 pg/g PM,
soit 10,92 pg I-TEQ/g PM). En regard de la durée et
des conditions de prélevement de I'aérosol, des
teneurs atmosphériques particulaires en dioxines
liées a la fraction particulaire étudiée ont été estimées
a 0,1 pg/m3, alors que celles des furanes seraient de
0,05 pg/m3. Parmi les PCB détectés, on notera la pré-
sence de congénéres de type dioxine en quantités
significatives (37’757 pg/g PM).

Spectre mutationnel de TP53 (FASAY)

L’application du test FASAY a permis de mettre en
évidence des mutations affectant le gene TP53 dans
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tous les échantillons étudiés, y compris les cellules
A549 non exposées, malgré I'absence de détection
de mutations touchant les exons 5 & 9, lors de I'étude
préliminaire.

Mutations de TP53
affectant les cellules non exposées

Quatre mutations ont ainsi été identifiées dans les
cellules A549 non exposées (tableau 1). Parmi celles-
ci, une insertion de trois nucléotides, qui correspond
a la répétition du codon 261 situé sur les exons 7 et 8
(Ex 7/8), a pu étre détectée trois fois (43 %). Cette
insertion n’est pas spécifique car il semblerait que sa
localisation au niveau d’un site d’épissage explique-
rait sa présence dans les spectres mutationnels obtenus,
a I'aide du FASAY, pour d’autres composés [21-23].

Le taux de mutations identifiées, a I'exception de

l'insertion précédemment explicitée, par rapport aux
échantillons extraits ayant intégré le gene TP53 est

de 8,89 %. Puisque ces mutations ponctuelles ont
également été retrouvées au sein de cellules exposées,
il ne peut s’agir de mutations spontanées dont la sur-
venue serait aléatoire. Ces clones correspondraient,
par conséquent, a des mutants préexistants au sein
de la lignée cellulaire étudiée, non détectés lors du
séquencage réalisé au préalable.

Spectre mutationnel des particules désorbées (dPM)

L’exposition a la fraction désorbée a 400 °C sous
pression réduite de I'’échantillon particulaire atmo-
sphérique collecté a Dunkerque a provoqué, dans les
cellules A549, la formation de 23 mutants, dont
5 concernent des mutations précédemment décrites
dans les Témoins, parmi lesquelles 1 insertion Ex 7/8.
Le spectre mutationnel obtenu est nettement dominé
par les transitions G > A (44 %) identiquement répar-
ties entre les Guanines situées au niveau des sites
CpG et les autres (tableau 2).

Tableau 1.
Mutations de TP53 identifiées par la technique du FASAY
dans une lignée cellulaire de pneumocytes humains d’origine tumorale (A549) non exposés.
Summary of TP53 mutations found using FASAY in unexposed-A549 cells.

N° Exon Codon |Nucléotide Nucléotide muté Acide aminé muté | Nature de la mutation
1-2 5 157 470 GTC — GCC Val — Ala Faux-sens
3 6 195 584 ATC — ACC lle — Thr Faux-sens
4 7 245 734 GGC — GAC Gly — Asp Faux-sens
5-7 7/8 261-262 781 AGT — AGT AGT Frameshift
Tableau 2.

Spectre mutationnel de TP53 des particules désorbées (dPM)
établi dans une lignée cellulaire de pneumocytes humains d’origine tumorale (A549) par la technique du FASAY.
Summary of TP53 mutations found using FASAY in desorbed PM (dPM) exposed-A549 cells.

N° Exon Codon |Nucléotide Nucléotide muté Acide aminé muté | Nature de la mutation
1 6 195 584 ATC — ACC lle — Thr Faux-sens
2-4 7 245 734 GGC — GAC Gly — Asp Faux-sens
5 7/8 262-263 781 AGT — AGT AGT Frameshift
6-9 5 150-151 450-451 | ACA CCC CC — ACC CCC Frameshift
10-11 5 151 451 CCC—TCC Pro — Ser Faux-sens
12 5 152 455 CCG CCC — CGC CCG Frameshift
13 5 175 524 CGC — CAC Arg — His Faux-sens
14 5 181 542 CGC — CAC Arg — His Faux-sens
15 7 238 713 TGT — TAT Cys — Tyr Faux-sens
16 7 244 731 GGC — GAC Gly — Asp Faux-sens
17 8 277 830 TGT — TAT Cys — Tyr Faux-sens
18 8 280 839 AGA— ACA Arg — Thr Faux-sens
19 8 281 842 GAC — GGC Asp — Gly Faux-sens
20 8 282-283 846-847 |CGG CGC AC — CGG CAC Frameshift
21 8 283 848 CGC — CAC Arg — His Faux-sens
22 8 298 892 GAG — TAG Glu — STOP Faux-sens
23 8 300 898 CCC CCA G — CCC CAG Frameshift

138 POLLUTION ATMOSPHERIQUE N° 213-214 - JANVIER-JUIN 2012



Les délétions constituent le deuxiéme type de
mutation le plus fréquent (38 %) et concernent
presque exclusivement les nucléotides Guanines et
Cytosines. La transition A> G et les transversions
G>C et G>T ne correspondent qu’a une seule
mutation identifiée. La mutation G > T (n° 22) altere la
structure primaire de la protéine au niveau d’un acide
glutamique modifié en codon STOP. La transversion
A>C n'est, quant a elle, pas retrouvée dans le
spectre mutationnel de TP53 des particules désor-
bées. Le taux de mutations identifiées, a I'exception
de l'insertion au niveau des exons 7 et 8, par rapport
aux échantillons extraits ayant intégré le gene TP53
est de 30,14 % ; 24,66 % lorsque les deux autres
mutations retrouvées dans les Témoins (n° 1-4) ne
sont plus prises en compte.

Spectre mutationnel de TP53 de I'échantillon
particulaire atmosphérique collecté a Dunkerque

L’exposition a I'aérosol atmosphérique particulaire
(PM2;5) collecté a Dunkerque a entrainé, dans la
lignée cellulaire de pneumocytes humains d’origine
tumorale (A549), la formation de 25 mutants, dont
huit concernent des mutations précédemment décrites
dans les Témoins, parmi lesquelles six insertions
Ex 7/8. Le spectre mutationnel obtenu fait apparaitre
quatre délétions correspondant a la moitié en fré-
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quence des mutations constatées (tableau 3). Les
transitions A > G et G > A constituent également un
type de mutation important avec une fréquence de
19 % chacune. Les transversions A>T et G>T ne
sont représentées que dans un échantillon chacun
(6 %). Le taux de mutations identifiées, a I'exception
de l'insertion au niveau des exons 7 et 8, par rapport
aux échantillons extraits ayant intégré le gene TP53
est de 18,95 % ; 16,84 % lorsque les deux autres
mutations (nos 1-2) retrouvées dans les Témoins ne
sont plus prises en compte.

Atteinte oxydative de ’ADN

Seule I'exposition a la concentration CL1o Eq de
TiO2 n’a pas entrainé d’augmentation significative de
la formation d’adduits 8-OHdG dans I’ADN des pneu-
mocytes par rapport aux cellules témoins. Ainsi, la
formation d’adduits 8-OHdG est significativement
augmentée lors de I'exposition cellulaire pendant 72 h
a la concentration la plus forte de TiO2 et aux deux
concentrations testées de l'aérosol atmosphérique
particulaire natif ou désorbé. Une augmentation dose-
dépendante de la teneur en adduits hydroxylés a été
constatée lors de I'exposition aux échantillons parti-
culaires (figure 2).

Tableau 3.
Spectre mutationnel de TP53 des particules atmosphériques
établi dans une lignée cellulaire de pneumocytes humains d’origine tumorale (A549) par la technique du FASAY.
Summary of TP53 mutations found using FASAY in PM exposed-A549 cells.

N° Exon Codon |Nucléotide Nucléotide muté Acide aminé muté | Nature de la mutation
1 5 157 470 GTC — GCC Val — Ala Faux-sens
2 6 195 584 ATC — ACC lle — Thr Faux-sens

3-8 7/8 262-263 781 AGT — AGT AGT Frameshift
9 5 135 403 TGC CAAC — GCC AAC Frameshift
10 5 143 427 GTG — ATG Val — Met Faux-sens
1 5 145 434 CTG — CCG Leu — Pro Faux-sens
12 5 150 448-449 | ACA CCC CC — ACC CCC Frameshift
13 5 151 451 CCC—TCC Pro — Ser Faux-sens
14 5 164 492 AAG — AAT Lys — Asn Faux-sens
15 5 168 503 CAC — CGC His — Arg Faux-sens
16 5 178 532 CAC CAT G — ACC ATG Frameshift
17 5 180 539 GAG — GTG Glu — Val Faux-sens

18-23 6 206 617 TTTGAT G — TTG ATG Frameshift

24 6 220 658 TAT — CAT Tyr — His Faux-sens

25 7 238 713 TGT — TAT Cys — Tyr Faux-sens
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Figure 2.

Atteinte oxydative de ’'ADN des pneumocytes A549
exposeés a la fraction particulaire d’'un aérosol atmosphérique collecté a Dunkerque.
Concentration en adduit oxydatif a ’TADN 8-hydroxy-2’-désoxyguanosine (8-OHdG) normalisée par rapport aux cellules témoins
dans des cellules A549 incubées durant 72 h en présence de dioxyde de titane (TiO2), de particules désorbées (dPM), de
I’échantillon particulaire atmosphérique collecté (PM). Les moyennes et écarts types ont été calculés grace a huit réplicats pour
les cellules non exposées (Control) et quatre réplicats pour les autres expositions (concentrations létales a 10 % :
LC10 = 23,72 ug/mL = 6,33 pg/cm?2 et a 50 % : LCs0 = 118,6 ug/mL = 31.63 ug/cm?) (* = p < 0,05 ; vs Témoins ; Test non paramé-
trique U de Mann-Whitney).
Oxidative damage in particulates-exposed cells

8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) DNA adduct concentration in A549 cells exposed during 72 h. Titanium oxide (TiO2) served
as particulate controls, whereas desorbed PM (dPM) representated the inorganic core of PM collected in Dunkerque City. A549
cells were also exposed to collected PM (PM). Means and standard deviations were determined using eight replicates for the
unexposed cells (Control) and four replicates for the other expositions (lethal concentrations 10 % : LC10 = 23.72 ug/mL =
6.33 pg/cm2 and 50 % : LCso = 118.6 pug/mL = 31.63 ng/cm2) (* = p < 0.05 ; vs Control ; Non parametric Mann-Whitney U-test).

Discussion

Les concentrations atmosphériques particulaires
ont pu étre corrélées a une augmentation des taux de
mortalité journaliers et annuels, ainsi qu’a la survenue
de cancers du poumon [5, 24-26]. A I'heure actuelle,
de par la difficulté de l'interprétation des résultats des
études épidémiologiques, notamment en I'absence
de caractérisation physico-chimique des aérosols, les
mécanismes physiopathologiques sous-jacents
responsables de leurs effets déléteres demeurent
encore peu connus. Or, de cette connaissance
dépend l'instauration de mesures de prévention
destinées a assurer une meilleure maitrise du risque
sanitaire environnemental que constitue la pollution
atmosphérique.

Notre travail s’inscrit dans un vaste projet de
recherche dédié a la détermination des mécanismes
d’action sous-jacents impliqués dans la toxicité
pulmonaire des aérosols anthropogéniques atmo-
sphériques. Un échantillon particulaire de granulo-
métrie fine (92,15 % de PMz2s) a été collecté a
Dunkerque, en milieu urbain sous linfluence du
complexe industriel. L’analyse chimique de I’échan-
tillon particulaire atmosphérique prélevé révéle la

présence de divers éléments inorganiques, parmi
lesquels certains refletent plutdt l'origine naturelle de
I'aérosol (e.g. Al, Ca, Mg, Na, Ti, Sr) alors que d’autres
corroborent son anthropogénicité (e.g. Ba, Cd, Cr,
Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Zn). La faible dimension de ces
particules leur confére une plus grande surface
spécifique, ce qui exacerbe leur réactivité et accroit
fortement leur capacité d’adsorption d’autres compo-
sés, notamment des COV (e.g. les BTEX), des HAP
(e.g. Naphtalene, Anthracene, B[a]P, Fluoranthéne) et
des composés organiques polychlorés, tels que les
dioxines. Cette composition confirme I'origine mixte
industrielle et routiere de I'échantillon collecté et
s’accorde avec la présence de nombreuses sources
d’émissions anthropiques a proximité du site de
préléevement.

L’effort de recherche s’est ensuite porté sur
'impact in vitro de I'’échantillon collecté sur une lignée
cellulaire de pneumocytes humains. Ont ainsi pu étre
étudiés la capacité de I’échantillon particulaire
atmosphérique a induire une réponse cytotoxique,
ainsi que les conséquences génotoxiques d’une telle
exposition. Les atteintes a I’ADN sont susceptibles
d’entrainer la création de mutations critiques altérant
la fonctionnalité des protéines codées par les géenes
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atteints. Le géne suppresseur de tumeurs TP53,
impliqué dans le contrdle du cycle cellulaire, est ainsi
retrouvé muté dans plus de la moitié des cas de
cancers humains. Le test fonctionnel FASAY, qui est
le seul test de mutagenése ciblant un géne clé de la
cancérogenése sur des cellules humaines, a permis
d’établir le profil mutationnel de ce géne induit par
I’exposition aux particules atmosphériques collectées
sous influence urbano-industrielle, mais aussi a un
échantillon desorbé de ces particules, afin de tester
I’hypothése, sous-tendue par les études épidémio-
logiques, du role de la protéine P53 dans les phéno-
menes de cancérogenese induits par I'exposition a la
pollution atmosphérique particulaire. Une autre
grande force de ce test fonctionnel est de ne sélec-
tionner que des mutations entrainant une perte de
fonctionnalité de la protéine P53, tout en ciblant la
partie centrale du géne, qui porte plus de 90 % des
mutations retrouvées sur TP53 chez ’'Homme. Enfin,
ce test présente une trés haute sensibilité (1 copie
mutée parmi 10 000).

La mise en ceuvre du test FASAY se heurte toute-
fois a plusieurs limites non négligeables, telles que la
relative lourdeur expérimentale générée par les diffé-
rentes étapes nécessaires a sa réalisation. Le
recours au processus de recombinaison homologue
peut générer un fort taux de mutants spontanés, et
donc de nombreux faux positifs qu’il faut ensuite
écarter [27].

Tout d’abord, l'application du test FASAY sur le
modeéle A549 a confirmé l'instabilité génétique géné-
ralement constatée dans les lignées cellulaires,
a fortiori dans celles dérivant de tumeurs puisque trois
mutations faux-sens ont été séquencées dans les
pneumocytes non exposés et correspondraient a des
mutants préexistants au sein de la lignée cellulaire
étudiée. Ces données ne mettent toutefois pas en
doute les résultats obtenus en regard des différentes
expositions. Bien au contraire, la détection de ces
mutants valide notre choix de technique d’étude, qui
se révele bien plus sensible que la méthode de
séquencage direct.

Malgré I'existence de nombreuses études ayant
porté sur la génotoxicité de I'air, aucune n’a cherché
a établir le spectre mutationnel de TP53 dans des
cellules humaines [28, 29]. Ce travail apparait donc
comme particulierement novateur. Les spectres des
échantillons particulaires atmosphériques natifs ou
désorbés peuvent étre explicités simultanément pour
plus de clarté, en raison de la forte homologie qui les
caractérise. La premiere propriété commune est la
forte proportion de délétions qui varie entre 38 et
50 %. Cette fréquence de délétions s’expliquerait par
I’origine tumorale de notre modéle cellulaire. La
deuxiéme caractéristique commune est I'importance
des transitions (38-50 %). Concernant les particules
désorbées, les transitions G > A constituent le type
prédominant et la moitié de ces mutations affectent
des sites CpG, exempts de toute transition lors de
I’exposition a I’échantillon particulaire atmosphérique
natif. La localisation préférentielle des transitions
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G > A au niveau des sites CpG est une caractéris-
tique propre des tumeurs sans étiologie clairement
associée a l'exposition a un composé génotoxique,
telles que les cancers pulmonaires chez les non-
fumeurs, les cancers du colon ou le syndrome de
Li-Fraumeni [30-32]. Cette transition représente aussi
la mutation spontanée la plus fréquemment détectée
dans certains modeles in vitro tels que le test HPRT
sur cellules ovariennes de hamster chinois (CHO-
HPRT) [33]. La transition G > A au niveau d’un site
CpG a habituellement pour origine des mécanismes
endogénes et peut caractériser un effet mutagéne
indirect. La survenue de mutation spontanée est alors
favorisée par des mécanismes physiopathologiques,
telle que le stress oxydant. Les particules désorbées,
et donc également celles collectées, renferment
pléthore de métaux parmi lesquels nombreux sont
ceux impliqués dans la survenue d’atteintes oxydati-
ves (e.g. Fe, Cr et Ni). Le caractére pro-oxydant des
échantillons particulaires, corrélé a la fréquence de ce
type de transition, se retrouve avec une plus forte
intensité au niveau des particules désorbées. Ce
paramétre peut étre expliqué par I’élimination au
cours de la désorption thermique des composés
organiques adsorbés a la surface de I'échantillon
particulaire atmosphérique, ce qui rendrait la fraction
inorganique plus accessible, et donc plus facilement
biodisponible au sein des cellules exposées.

L’échantillon particulaire atmosphérique collecté
provoque la transition opposée A > G avec une inten-
sité plus forte que I'’échantillon désorbé. La prédomi-
nance des transitions a été également constatée lors
de I'exposition aux échappements de moteurs diesel
du géne Lacl chez des rats transgéniques (G >A:
19 % ; A> G : 18 %) [34]. Toutefois, la protéine p53
de rat ne forme pas de mutations en cas d’exposition
aux particules diesel. Lors de la comparaison des
spectres mutationnels obtenus aprés exposition des
cellules A549 aux échantillons particulaires, la diffé-
rence résultante correspond essentiellement aux
transitions A>G qui trouvent probablement leur
source dans les spectres des composés organiques
ayant été désorbés. En effet, le spectre mutationnel
de chacun des chefs de files des deux grandes
classes de composés organiques (i.e. le benzéne
pour les COV et le B[a]P pour les HAP) a été déter-
miné a I'aide du test FASAY. Ces spectres comportent
environ 20 % de transition A > G, tout comme
I’échantillon particulaire collecté dans le cadre de ce
projet [35]. Par ailleurs, la faible fréquence des trans-
versions G>T (6 %) confirme le r6le mineur des
adduits encombrants a I’ADN, ce que suggérait
I'absence d’adduits quantifiables sur les autoradio-
graphies obtenues aprés exposition de cellules a
I’échantillon particulaire collecté ou aux particules
désorbées, lors d’'une étude antérieure [36].

D’autre part, le test FASAY offre I'opportunité
unique de permettre la comparaison directe des
spectres mutationnels obtenus in vitro a ceux des
tumeurs humaines, dans l'optique d’apporter des
arguments de plausibilité biologique a la recherche
des facteurs étiologiques des cancers.
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L'un des points forts du test FASAY est la possible
confrontation du spectre mutationnel obtenu avec la
base de données du CIRC. Bien qu’un seul des
points chauds de mutation des tumeurs pulmonaires,
le codon 175, n’ait été retrouvé muté apres exposition
a I’échantillon particulaire atmosphérique, il est impor-
tant de noter que la majorité des mutations identifiées
a l'aide du FASAY (56 %) ont été précédemment
décrites dans des biopsies de cancers bronchiques.
Cette conclusion est cohérente avec la proportion
relativement forte de transitions G > A décrites pour
cette localisation tumorale.

Au vu des principales conclusions tiréees de
I’application du test FASAY a I’étude de I'impact de la
pollution atmosphérique particulaire, il est apparu
nécessaire de confirmer I'implication de mécanismes
physiopathologiques endogénes, tels que le stress
oxydant, dans le processus génotoxique de notre
échantillon. Le biomarqueur classique d’interaction
des espéces pro-oxydantes avec I'’ADN a été dosé
apres 72 h d’exposition. La formation de I'adduit
8-OHdG est fortement et significativement induite lors
de I'exposition des pneumocytes A549 a I'’échantillon
particulaire désorbé ou natif.

Conclusions
et perspectives

Notre projet de recherche avait pour objectif I'étude
de la toxicité pulmonaire d’'un échantillon particulaire
atmosphérique urbano-industriel (PMz2,5) collecté a
Dunkerque. Nous nous sommes tout d’abord attachés
a sa caractérisation physico-chimique. Nous avons
ensuite montré I'impact mutagene de cet échantillon
a l'aide du test FASAY mettant en avant la formation
de mutations altérant la fonctionnalité de la protéine
P53, partiellement induites par des mécanismes de
stress oxydant.

Une des réflexions actuelles porte sur le modele
d’étude de la toxicité de I'échantillon particulaire. En
effet, si les résultats obtenus dans le présent travail
mené dans une lignée de pneumocytes humains
d’origine tumorale sont riches d’enseignement, il nous
semble aujourd’hui pertinent de complexifier ce
modele, notamment via des stratégies de co-cultures
constituées de cellules bronchiques ou de pneumo-
cytes, d’'une part, et de cellules macrophagiques
issues de lavages bronchiolo-alvéolaires réalisés
chez des patients sains, d’autre part.

(Convention n° 16848-2005).
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