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a prévention des can-
cers d’origine professionnelle
passe notamment par 1'identifi-
cation des agents suspectés d’étre
cancérogénes, mutagénes ou re-
protoxiques (CMR), I’analyse des
procédés de travail, la mesure
de l'exposition des travailleurs
et I'évaluation des risques. Elle
vise a mettre en ceuvre tous les
moyens permettant d’éviter les
atteintes a la santé.

Des disciplines comme l'épidémio-
logie, associées a des méthodes
de Dbiométrologie*, apportent
des connaissances essentielles
pour cette prévention. Par défini-
tion, l'épidémiologie « étudie la
fréquence et la répartition dans
le temps et dans l'espace des pro-
blemes de santé dans des groupes
humains, ainsi que le role des fac-
teurs qui les déterminent ».Elle vise
a identifier les causes des mala-
dies et a évaluer leurs traitements
et les moyens de prévention [1]. La
biométrologie, ou surveillance bio-
logique, quand elle est utilisée en
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milieu professionnel, participe a
I'évaluation ou évalue 'exposition
des travailleurs a des substances
chimiques ou biologiques de l'en-
vironnement de travail. Elle s’ap-
puie sur l'utilisation de biomar-
queurs. Un biomarqueur étant
défini par l'organisation mondiale
de la santé (OMS) comme « toute
substance, structure ou processus
pouvant étre mesuré(e) dans le
corps humain ou les matrices biolo-
giques, susceptible d'influencer ou
de prédire I'incidence ou l'appari-
tion d’'une maladie ». On distingue
ainsi des biomarqueurs d’exposi-
tion, des biomarqueurs d’effet et
des biomarqueurs de susceptibi-
lité [2].

Si les biomarqueurs d'exposition
sont liés aux expositions pro-
fessionnelles et requierent des
mesures pour caractériser des
atmospheres de travail, les bio-
marqueurs deffet mettent en
évidence des conséquences de
l'exposition ala ou aux substances
sur lorganisme ; ils sont bien
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“Encadré1

>GLOSSAIRE

ADN : Acide
désoxyribonucléique, acide
nucléique constitué de deux
brins enroulés en double
hélice, porteur de I'information
génétique.

Alléle : Variante d’un géne.

Anémie hémolytique
corpusculaire : Destruction des
globules rouges a la suite d’une
anomalie intrinséque.

Aneugéne : Qui provoque
un nombre anormal de
chromosomes.

Aneuploidie : Nombre anormal
de chromosomes dans une
cellule.

Aplasie médullaire : Baisse de la
production de cellules sanguines
par la moelle osseuse.

ARN : Acide ribonucléique,
produit par la transcription de
I'ADN.

Bases de I’ADN : Les brins

d’ADN sont constitués d’'une
succession de nucléotides.
Chaque nucléotide est constitué
par un groupement phosphate,
un sucre (le désoxyribose) et une
base azotée. Les bases peuvent
étre 'adénine, la thymine, la
guanine ou la cytosine.

Biomarqueur : Toute substance,
structure ou processus pouvant
é&tre mesuré(e) dans le corps
humain ou les matrices
biologiques, susceptible
d’influencer ou prédire
I'incidence ou I'apparition d’'une
maladie.

Biomarqueur d’exposition :
Substance exogéne, métabolite

primaire ou réponse a une
interaction entre un agent
xénobiotique et une molécule ou
cellule-cible, mesurée dans un
compartiment de I'organisme.

Biomarqueur d’effets : Altération
biochimique, physiologique,
comportementale ou autre,
mesurable dans un organisme,
qui selon son ampleur, peut étre
reconnue comme étant associée
a une atteinte confirmée ou
possible de I'état de santé ou a
une maladie.

Biomarqueur de susceptibilité :
Indicateur de la capacité innée
ou acquise d’un organisme

a répondre a I'exposition a

une substance xénobiotique
spécifique.

Biométrologie ou surveillance
biologique : Discipline
scientifique ayant comme
principal objectif I'évaluation
du risque chimique et qui, en
milieu professionnel, cherche

a objectiver 'imprégnation

de salariés ayant été exposés

a des substances chimiques,

ou biologiques (endotoxines,
mycotoxines) au moyen de
mesures de concentration de
substances ciblées, et/ou de
leurs métabolites, dans des
matrices biologiques (urine,
sang, condensat de l'air exhalé)
recueillis lors de déplacement en
entreprise.

Caryotype : Arrangement de
I'ensemble des chromosomes
d’une cellule, a partir d’'une vue
microscopique, par paire et par
taille.

Chromatide : Un des deux
filaments identiques qui
constitue le chromosome, relié a
I’'autre au niveau du centromeére.

Chromatine : ADN, ARN et
protéine au sein du noyau sous
une forme non structurée.

Chromosome : Constitué d’'une
molécule d’ADN et de protéines
(histones et protéines non
histones). Correspond a une
structure condensée de 'ADN
caractéristique en une forme de
X, de Y ou de batonnet.

Clastogéne : Qui provoque des
cassure dans la molécule d'ADN.

Délétion : Perte/suppression
d’un fragment d’ADN.

FISH (Fluorescent in situ
hybridation) : Technique utilisant
des morceaux spécifiques d’'une
région de 'ADN, permettant

de repérer avec un microscope

a fluorescence la position d’'un
géne ou d’une séquence sur les
chromosomes. Cela permet de
repérer des positions anormales
dues a des translocations par
exemple.

Histone : Protéine du noyau
se liant a 'ADN, indispensable
pour former les différentes
structures de ’ADN
(chromatine, chromatide...),
elles interviennent aussi dans
I'expression des génes.

Hydrolyse : Réaction chimique et
enzymatique ayant pour effet de
rompre une liaison covalente a
I'aide d’'une molécule d’eau.

Hyperplasie : Développement
anormal par multiplication
cellulaire.

Inversion : Renversement d’'une
portion d’ADN.

Liaison covalente : Liaison
chimique ou deux atomes
partagent des électrons par

paire, c’est une liaison forte qui
nécessite de I'énergie pour étre
rompue.

Métabolite : Composé issu d’'une
transformation biochimique
d’une molécule initiale.

Métaphase : Phase de la

mitose (processus de division
des cellules somatiques) et

de la méiose (processus de
division des cellules germinales)
consistant au rassemblement
des chromosomes a I'équateur
de la cellule avant d’étre séparés
lors de |a phase suivante.

Méthylation de I’ADN : Ajout
d’un groupe méthyle (CH3)

au niveau principalement des
cytosines et adénines de ’ADN.

Phosphorylation : Ajout d’'un
groupement phosphate.

Polymorphisme : Variation au
sein d’une population créant des
caractéristiques différentes entre
les individus ou des groupes de
population.

Polymorphisme génétique :
variation dans I'information
génétique créant un phénotype
(caractére visible) différent.

Thrombose : Obstruction d’'une
veine ou d’une artére par un
caillot.

Transcription : Synthése d’ARN a
partir d’ADN.

Translocation : Echange
réciproque de régions, morceaux
de chromosome entre des
chromosomes non homologues.

Xénobiotique : Se dit d’'une
molécule étrangére a un
organisme vivant et considérée
comme toxique.
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souvent reconnus comme étant
la signature d’'un effet biologique
délétere. Compte tenu de leur im-
portance, bon nombre de travaux
s'attachent a décrire et valider
de nouveaux marqueurs d'effet.
Ceux-ci sont d’autant plus perti-
nents en prévention quils sont
précoces, c'est-a-dire qu'ils sont
prédictifs d'une pathologie en lien
avec une exposition sans pour
autant que la pathologie ne soit
déclarée. Idéalement, les meilleurs
biomarqueurs d'effets devraient
étre suffisamment précoces pour
que lon puisse, en supprimant
I'exposition, limiter I'évolution de
la pathologie ou mieux, permettre
la réversibilité de ses effets.

Pour la prévention des risques
professionnels, I'identification de
substances ou de meélanges can-
cérogenes pour 'Homme est une
problématique majeure. Les effets
cancérogenes de ces composés
étant en général différés, et donc
difficiles a relier a une exposition
souvent ancienne, il est indispen-
sable d’'identifier ces agents et de
caractériser les expositions le plus
t6t possible, avant méme que des
effets sur la santé ne se mani-
festent. Dans un souci d'efficacité,
il conviendrait de déterminer des
marqueurs de cancérogenese per-
tinents sur lesquels reposeraient
des mesures de prévention avant
méme la survenue de la patholo-
gie et de sa symptomatologie.

La toxicologie, dans ses approches
de biologie moléculaire, peut
d'ores et déja fournir un certain
nombre doutils capables d'iden-
tifier des biomarqueurs deffet
précoces et de répondre ainsi aux
exigences de la prévention. Lob-
jectif de cet article est d'évoquer
quelques techniques de toxico-
logie génétique développées et
utilisées en épidémiologie, en les
illustrant avec des exemples d'uti-
lisation. Dans l'idéal, la mise en

ceuvre de ces outils doit étre facile,
non invasive et de faible cott.

Les atteintes de I'ADN (acide
désoxyribonucléique) mises en
évidence au travers des tests de
génotoxicité constituent des bio-
marqueurs deffet. Certains de
ces tests peuvent dores et déja
étre utilisés dans le cadre d'études
épidémiologiques et de biométro-
logie. En dehors de ces domaines
scientifiques  spécifiques, leur
utilisation reste limitée car ils
nécessitent de l'expertise, un peu
de matériel, et leur pertinence
est associée a une connaissance
approfondie du contexte (sujets,
environnement de travail, facteurs
de confusion, matrice utilisée...).

AGENTS CANCEROGENES
ET OUTILS DE BIOLOGIE
MOLECULAIRE

Les agents cancérogénes sont clas-
sés en deux groupes : le groupe
des agents « génotoxiques », qui
exercent une action directe sur
I'ADN dans les premiéres phases
de la cancérogenese, et le groupe
des agents « non génotoxiques »,
dontl'action n'est pas directe. Pour
cette derniere catégorie, qui ne
sera pas abordée dans le cadre de
cet article, aucune modification de
la séquence d’ADN n'est observée ;
néanmoins, l'expression des genes
codés par cet ADN peut étre modi-
fiée par des mécanismes dits « épi-
génétiques » et se traduire par des
modifications biochimiques de
I'ADN (méthylation...), des modifi-
cations du métabolisme cellulaire,
de la réponse immunitaire. Au
niveau des organes ou de l'orga-
nisme, des modifications mor-
pho-pathologiques peuvent étre
observées suite a l'intervention
de mécanismes épigénétiques (in-
flammation, hyperplasie...).

Aujourd’hui, la plupart des mé-
thodes utilisées en surveillance
biologique sont celles détectant
des effets génotoxiques des subs-
tances, donc celles qui mettent en
évidence une altération du maté-
riel génétique porteur de l'infor-
mation, 'ADN contenu dans le
noyau des cellules qui composent
l'organisme. Lobjectif de ces tech-
niques n'est pas de mettre en évi-
dence des cellules cancéreuses,
mais de rechercher, dans des
cellules normales, des atteintes
de I'ADN pouvant conduire a des
mutations qui, a long terme, pour-
raient induire des cancers.

Les cellules de l'organisme com-
portent un noyau contenant la
molécule d’ADN. Cette molécule
porte I'information génétique a la
base de la constitution et du fonc-
tionnement de l'organisme. LADN
est compacté a I'aide de multiples
familles de protéines maisla struc-
ture est dynamique et plusieurs
états de 'ADN peuvent co-exister
au sein du noyau. Létat sous forme
de chromosome ne se retrouve
que lorsque les cellules entament
leur division. En dehors de cette
période de division, TADN apparait
sous une forme moins structurée,
appelée chromatine.

Les cellules humaines sont dotées
de mécanismes de réparation de
I'ADN qui, en cas de dommages, ré-
parent et permettent de conserver
l'intégrité de I'ADN. Lorsque ces
mécanismes sont dans l'impos-
sibilité de réparer les dommages,
ou de corriger les erreurs d'écri-
ture du code génétique, la cellule
enclenche alors un processus
de mort cellulaire programmée,
appelée apoptose. Mais dans cer-
taines situations, les dommages a
I'ADN peuvent persister sans pour
autant entrainer la mort de la cel-
lule. Des erreurs (mutations - réar-
rangements  chromosomiques)
sont ainsi introduites dans I'ADN,
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MISE AU POINT

Tests de génotoxicité : identifier
des biomarqueurs d'effet lors des
expositions a des agents cancérogenes

ce qui peut conduire a la forma-
tion de cellules cancéreuses.

Un ensemble de tests est au-
jourd’hui disponible, faisant appel
a des meéthodologies devenues
classiques en toxicologie et consti-
tuant des outils faciles a mettre en
ceuvre pour la mise en évidence

des atteintes directes de I'ADN par
les agents cancérogenes qui pos-
sedent cette propriété. Le test des
cometes (figure 12) détecte les cas-
sures de I'ADN, le test des aberra-
tions chromosomiques (figure 1c)
détecte les anomalies de réarran-
gements, des cassures de chromo-

some, consécutives a des erreurs
lors de la division cellulaire, le test
des micronoyaux (figure 1d) met
en évidence la présence dADN ex-
tra nucléaire, le test H2AX (figure
1b) recherche la présence dune
histone phosphorylée a proximité
d’'une cassure.

Figure 1: Les tests utilisés pour la mise en évidence des effets des agents cancérogénes génotoxiques.
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CASSURES DE 'ADN

TEST DES COMETES

Les cassures de I'ADN peuvent
étre mises en évidence a l'aide
du test des cometes, également
appelé SCGE (Single cell gel elec-
trophoresis). Cette technique per-
met de mesurer des cassures de
I'ADN induites directement par
la substance chimique sur cette
biomolécule, ou indirectement
par des processus enzymatiques
défectueux de réparation. Initia-
lement mise au point par Osting
et Johanson, en 1984 [3], pour dé-
tecter les cassures double brin, la
technique a ensuite été améliorée
par Singh et al, en 1988 [4], avec
I'adjonction d'un agent alcalin qui
permet de détecter également les
cassures simple brin et les sites
alcali-labiles (sites sensibles aux
conditions alcalines, conduisant a
une cassure de 'ADN). Aujourd hui
I'introduction d'une étape de di-
gestion enzymatique permet en
plus de mettre en évidence des
modifications des bases compo-
sant 'ADN.

Le principe de la technique est de
soumettre a un champ électrique
IADN cellulaire préalablement
inclus dans un gel d’agarose et de
le traiter en conditions alcalines.
Sous leffet du champ électrique,
les fragments d’ADN se déplacent
dans le gel d'agarose plus rapi-
dement que I'ADN intact de plus
grosse taille. Apres marquage de
I'ADN par un agent fluorescent,
I'ensemble de 'ADN (intact et dé-
gradé) est facilement visualisable
et quantifiable avec un micros-
cope a fluorescence. Les fragments
clivés de 'ADN donnent la queue
de la comete, 'ADN intact restant
sous une forme compacte (figure
1a). C’est cet aspect de « comete »
qui est révélateur de cassures de
I'ADN et qui est quantifiable.

Le test nécessite I'obtention de cel-
lules nucléées ou de leurs noyaux
intacts. On l'utilise donc princi-
palement en biosurveillance hu-
maine a partir de prélevements
sanguins (lymphocytes), de cel-
lules buccales ou de sperme.

A titre d'exemple, le test des
cometes a été utilisé pour déter-
miner les effets génotoxiques de
l'exposition au formaldéhyde et
au dioxyde d’azote dans une ville
italienne, a partir de prélevements
buccaux chez des enfants [5]. Au
Brésil, c'est a partir de sang total,
que l'équipe de Moro et al. a dé-
montré que l'exposition au ben-
zéne a des effets génotoxiques
sur des personnels de station d'es-
sence [6].

Cette technique permet de quan-
tifier les dommages a I'ADN et
peut mettre en évidence des rela-
tions dose-effet. Elle est relati-
vement sensible, mais n'est pas
spécifique d'un agent. Elle néces-
site donc d’étre complétée par la
recherche de marqueurs d’expo-
sition (recherche de I'agent ou de
ses métabolites chez les sujets tes-
tés). Par ailleurs, certains facteurs
comme le tabac doivent étre pris
en compte car ce sont des facteurs
confondants qui peuvent aussi
induire des cassures de 'ADN. Si
la réalisation du test ne nécessite
que quelques heures, son analyse
est un peu plus longue en raison
de la nécessité d’acquérir au mini-
mum une centaine d'événements
par échantillon afin de renforcer
le traitement statistique. La tech-
nique nécessite un minimum de
matériel : un microscope a fluo-
rescence, un logiciel d’analyse
d’'image, le matériel d'électropho-
rése... et un prélevement cellulaire.
Les cellules sanguines restent le
matériel de choix dans ce type
d’étude. Lavantage de tels échan-
tillons sanguins est qu’ils peuvent

étre traités immédiatement ou
congelés pour étre testés plus tard.

PHOSPHORYLATION DE LA PROTEINE
yH2AX

H2AX est une protéine histone,
distribuée de fagon ubiquitaire
sur tout le génome. Cette histone
participe a la réparation de 'ADN.
Pour cela, elle se lie a'ADN a proxi-
mité des cassures double brin
ou elle est rapidement phospho-
rylée. Ainsi, le nombre de foyers de
H2AX phosphorylés est corrélé au
nombre de cassures double brin
de I'ADN ; leur comptage permet
donc de déterminer le nombre
de cassures double brin de 'ADN
(figure 1b).

Cette technique consiste a placer
les cellules préalablement prépa-
rées en présence d'un anticorps
spécifiquement dirigé contre la
forme phosphorylée de H2AX et
de le coupler ensuite avec un anti-
corps secondaire fluorescent afin
de pouvoir dénombrer les foyers.
Ainsi, I'analyse peut se faire par
microscopie a fluorescence ou par
cytométrie en flux (détection du
marquage par passage d'un flux
de cellules isolées devant un laser).
Dans le cas de la biométrologie,
comme pour le test des cometes,
un prélevement sanguin est pré-
férable, méme si théoriquement
tout type de cellules nucléées peut
étre utilisé.

Cette technique pourrait étre une
alternative intéressante car, a par-
tir d'un prélevement sanguin, le
dénombrement des foyers et leur
analyse peuvent étre plus rapides
que ceux du test des cometes.
D’ailleurs, cette technique a été
utilisée pour déterminer les effets
génotoxiques du radon sur des
lymphocytes prélevés chez des
volontaires [7].

Cependant, si cette technique
n'est pas encore pleinement

MARS 2021 — REFERENCES EN SANTE AU TRAVAIL — N° 165

123



utilisée, c’est parce qu'elle souffre
de  quelques inconvénients.
D’abord, il existe une grande varié-
té de méthodes dans la littérature,
ce qui rend la comparaison des
résultats délicate. Ensuite, la répa-
ration des cassures double brin est
un processus cellulaire dynamique
et complexe ; en effet la présence
de yH2AX apparait rapidement
(30 min) apres 'apparition des cas-
sures, mais une grande partie dis-
parait presque aussi rapidement,
ce qui rend le dénombrement des
foyers délicat et incertain compte
tenu de l'étroitesse de la fenétre
d’analyse. Pour finir, il existe une
grande variabilité d’expression de
H2AX en fonction des cellules ou
tissus explorés, ce qui complique
l'interprétation des niveaux de
yH2AX.

DETECTION DES ADDUITS A 'ADN [8]
Lorsqu’'un agent chimique pénetre
dans l'organisme, il peut étre éli-
miné sous sa forme native, ou
étre métabolisé (transformé) via
des réactions chimiques (conju-
gaison, oxydation, hydrolyse...). Le
plus souvent, les métabolites sont
moins réactifs et plus facilement
¢liminables. Cependant, certaines
¢tapes conduisent a la formation
d’intermédiaires réactifs qui réa-
gissent avec des protéines, des li-
pides et également avec des acides
nucléiques (ADN, ARN). Au niveau
de I'ADN, ils se fixent par des liai-
sons fortes, dites covalentes. On
parle alors d’adduits a 'ADN qui
peuvent créer une déformation,
une distorsion de la molécule qui
aboutit en regle générale a une
cassure de la molécule dADN. La
formation de ces adduits est vi-
sible quelques heures ou quelques
jours aprés lexposition suivant
la nature de la substance et les
individus. Certains adduits pro-
voquent des modifications des

bases de I'ADN dont la « lecture »
peut étre erronée lors de la répli-
cation de I'ADN. La formation
d’adduits peut ainsi conduire a
l'apparition de mutations et au
développement de cancers si ces
adduits ne sont pas éliminés ou si
I'ADN est mal réparé.

La détection de ces adduits peut
étre faite par des techniques de
post-marquage au phosphore
32 (incorporation de phosphore
radioactif au niveau de I'adduit),
d'immunomarquage (utilisation
d’anticorps dirigés contre les ad-
duits lorsqu'ils sont disponibles),
mais la technique aujourdhui
privilégiée est celle de la chro-
matographie en phase liquide
couplée a de la spectrométrie de
masse (LC-MS), une technique trés
sensible qui permet de mettre en
évidence des adduits a 'ADN spé-
cifiques de substances chimiques
et, le cas échéant, une relation
dose-effet.

Parmi les agents connus pour for-
mer des adduits de I'ADN, on peut
citer les hydrocarbures aroma-
tiques polycycliques (HAP) [9], les
nitrosamines [10], les mycotoxines
[11]. Les matrices biologiques uti-
lisées comme source d’ADN sont
souvent le sang, les cellules buc-
cales, les cellules retrouvées dans
l'urine.

Aujourd’hui, une bonne corré-
lation a pu étre établie entre la
présence d’adduits et l'exposition
a des cancérogeénes, méme si des
précautions d'usage dans l'ana-
lyse sont nécessaires (recherche
de facteurs confondants, capacité
meétabolique individuelle, poly-
morphisme - cf. Les facteurs de
confusion et les différences indi-
viduelles pp. 126-127). La difficulté
de la recherche des adduits réside
dans la technique d’analyse par
LC-MS qui nécessite un équipe-
ment lourd et onéreux.

ALTERATIONS
CHROMOSOMIQUES

ABERRATIONS CHROMOSOMIQUES
La recherche d’aberrations chro-
mosomiques est sans doute l'un
des tests de génotoxicité parmiles
plus anciens utilisés en biométro-
logie. LINRS l'avait utilisé des la
fin des années 8o pour détermi-
ner les effets du chrome, du nickel
et du manganese chez des sou-
deurs [12]. La technique consiste
a rechercher les anomalies au
niveau du caryotype ('ensemble
des chromosomes). Des modifica-
tions du nombre de chromosomes
(aneuploidie) sont recherchées,
ainsi que des anomalies de struc-
ture des chromosomes (délétions,
translocation, inversion...) (figure
1c). Cette technique peut utile-
ment étre complétée par de I'hy-
bridation in situ par fluorescence
(FISH), qui permet de déterminer
plus précisément les régions et sé-
quences chromosomiques impac-
tées, certaines d'entre elles étant
connues pour leur réle majeur
dans le développement de cancers.
Dans son principe, les cellules ana-
lysées doivent étre au stade meé-
taphase de la division cellulaire.
Le plus souvent, les cellules sont
cultivées puis bloquées au stade
recherché avec de la colchicine
(alcaloide bloquant la division cel-
lulaire). Les cellules doivent donc
pouvoir se diviser, c’est pourquoi
ce type d'analyse est réalisé sur
des lymphocytes issus de préleve-
ments sanguins.

Les anomalies chromosomiques
peuvent persister dansleslympho-
cytes, ce qui permet de mesurerles
effets d'expositions antérieures
et/ou cumulées. En revanche, cela
ne permet pas de relier directe-
ment ces modifications chromoso-
miques a une exposition récente.
Par ailleurs, cette technique néces-
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site d’avoir une population témoin
et d'établir une étude préalable
du contexte d'intervention et des
populations étudiées. A linstar
des autres tests, certains facteurs
confondants doivent étre identi-
fiés lors de l'analyse. Pour finir, ce
test est lourd et fastidieux, plus de
200 métaphases sont nécessaires
pour réaliser une analyse fiable.
Cest pourquoi le test des micro-
noyaux lui est préféré aujourd hui.

FORMATION DE MICRONOYAUX ADN
Ce test consiste a mettre en évi-
dence des « micronoyaux », qui
sont en fait des fragments de chro-
mosomes, ou des chromosomes
entiers, résultants d'un dysfonc-
tionnement au moment de la divi-
sion cellulaire qui se retrouvent
ensuite dans le cytoplasme (figure
1d). Ainsi, I'exposition a un agent
chimique peut conduire, soit a
un effet clastogene par cassure
d'un chromosome, soit a un effet
aneugeéne (élimination d'un chro-
mosome entier au moment de la
division cellulaire) en perturbant
la ségrégation chromosomique.
Schématiquement, a partir d'un
prélevement de cellules dont les
noyaux ont été marqués, les mi-
cronoyaux sont recherchés sur des
cellules ayant effectué¢ au moins
une division. Laugmentation du
nombre des cellules anormales
parmi les sujets exposés par rap-
port a une population témoin est
le signe d'une exposition a un pro-
duit génotoxique, et des relations
dose-effet peuvent étre mises en
évidence le cas échéant.
Aujourd’hui, la plupart des études
de biométrologie sont réalisées a
partir de prélevements sanguins.
Les lymphocytes issus de ces pré-
levements sont mis en culture
et proliferent pendant 2-3 jours,
avant d'étre bloqués a la fin de leur
division par un agent chimique

(la cytochalasine B) afin d'obte-
nir des cellules binucléées. Ces
cellules binucléeées sont le signe
d'une division entamée mais non
finie, permettant de conserver
d’éventuels micronoyaux. 11 ne
reste plus qu'a déterminer la fré-
quence d’augmentation de cel-
lules avec micronoyaux dans la
population exposée par rapport
a la population témoin. Chrome,
nickel, [13], chlorure de vinyle [14],
benzéne [6], radiations ionisantes
[15]... beaucoup d’études de biosur-
veillance mettent aujourd’hui en
ceuvre le test des micronoyaux sur
lymphocytes.

Le test sur prélevement de cellules
buccales est de plus en plus uti-
lisé car moins invasif que la prise
de sang. A titre d’exemple, I'INRS
mene actuellement, avec d’autres
partenaires, une étude épidémio-
logique sur les effets des brouil-
lards de fluides de coupe. Un des
volets de cette étude consiste a
évaluer les éventuels effets géno-
toxiques en réalisant un test des
micronoyaux sur les cellules buc-
cales de travailleurs volontaires
exposés ou non lors de l'accom-
plissement de leurs taches [16].
Aisé a mettre en ceuvre et d'une
lecture facile, le test des micro-
noyaux est aujourd’hui la tech-
nique la plus souvent utilisée. En
revanche, il faut s’assurer que les
cellules observées ont la capacité
de se diviser. La formation de mi-
cronoyaux étant reliée au taux de
renouvellement cellulaire, le mo-
ment de l'observation est a déter-
miner en fonction de la durée du
cycle de division cellulaire. Ce test
nécessite 'utilisation d'un micros-
cope et I'analyse des échantillons
est longue car il faut un nombre
minimal de cellules a analyser,
plus de 2 0oo par échantillon. Des
systemes de lecture automatisée
sont aujourd’hui disponibles : ils

permettent d'uniformiser les ana-
lyses, mais nécessitent des prépa-
rations de trés bonne qualité, par-
fois délicates a obtenir en fonction
de la provenance des échantillons.

MUTATIONS

Au-dela de ces tests « classiques »
de mise en évidence des atteintes
génomiques largement utilisés en
toxicologie, d’autre pistes, d'autres
biomarqueurs pourraient se révé-
ler pertinents au fur et a mesure
du développement des connais-
sances. La mise en évidence de
mutations acquises est de toute
évidence une piste a creuser. Les
tests de mutageneése actuels ne
permettent pas encore la détec-
tion directe de mutations chez
I'homme et nécessitent souvent
une étape préalable de culture
cellulaire. Mais la meilleure
connaissance de l'hémoglobinu-
rie paroxystique nocturne (HPN),
connue depuis la fin du XIXe siécle,
et qui se caractérise par une ane-
mie hémolytique corpusculaire,
une aplasie médullaire et la sur-
venue fréquente de thromboses,
pourrait permettre certaines évo-
lutions dans le domaine. En effet,
les travaux de recherche ont per-
mis de montrer que cette maladie
était causée par la mutation ac-
quise d'un gene codant pour une
enzyme, la phosphatidyl inositol
glycane classe A (PIG-A) [17]. Lélé-
ment important est que la muta-
tion d'un seul des deux alleles sur
le chromosome suffit pour causer
une HPN, ce qui en fait un facteur
sensible et facile a mettre en évi-
dence. Aujourd’hui, le test PIG-A
sur sang total est fondé sur la
mesure de la fréquence de cellules
déficientes pour le géne PIG-A qui
code une sous-unité enzymatique
impliquée dans la synthese de la
protéine d’ancrage GPI (glycosyl-
phosphatidyl-inositol). Les cellules

MARS 2021 — REFERENCES EN SANTE AU TRAVAIL — N° 165

125



circulantes dépourvues d’ancre
GP], et donc déficientes pour PIG-
A, peuvent étre détectées par cyto-
meétrie en flux.

Ce gene peut donc étre utilisé
comme gene «sentinelle» ou
« rapporteur » d'apparition de mu-
tations. Grace a une telle méthode,
il devient donc possible, en mesu-
rant des cellules déficientes pour
I'ancre GPI, d’étudier et d’'identifier
des facteurs environnementaux
qui influencent la fréquence de
mutation. Cette technique est pro-
metteuse, et de premieres études
sur des populations de travailleurs
la mettent déja en ceuvre [18, 19],
mais elle nécessite encore des
développements et une bonne
compréhension des effets obser-
vés pour étre appliquée en biomé-
trologie humaine, notamment en
raison des facteurs confondants
comme l'age, l'hygieéne de vie..
[20, 21].

MISE EN EUVRE :
LIMITES TECHNIQUES,
REGLEMENTAIRES ET
ETHIQUES

LES MATRICES BIOLOGIQUES
Létude des biomarqueurs néces-
site une matrice, un échantillon,
en provenance des individus étu-
diés. Ongles, cheveux, lait, sperme,
urine, cellules buccales, sang sont
utilisés en fonction des objectifs
de recherche, mais le caractere in-
vasif de certains prélevements est
une limitation au déploiement de
beaucoup de ces techniques. Pour
la mise en ceuvre des tests de gé-
notoxiciteé, le principal écueil pro-
vient de la nécessaire obtention de
cellules nucléées. Le prélevement
sanguin estlaméthode la plus sou-
vent retenue mais cette méthode
est invasive, bien que des tech-
niques de prélevement nouvelles

et moins invasives apparaissent
(prélevement de goutte de sang
séché). Le prélevement de cellules
buccales ou oro-nasales, moins
invasif, est aussi possible mais
les rendements sont faibles et les
cellules présentes sont variées en
type et en proportions. Ces mémes
limites sont applicables aux préle-
vements urinaires et aux cellules
exfoliées qu'ils contiennent, qui
sont de provenance variée (trac-
tus urogénital, rein..) et en faible
quantité. L'utilisation de cellules
germinales (sperme) est aussi pos-
sible mais ne concerne qu'un seul
sexe, et ['utilisation de ces cellules
aux caractéristiques particulieres
pose encore aujourd’hui des pro-
blemes de méthodologie et d'in-
terprétation lors de la réalisation
des tests.

LES FACTEURS DE
CONFUSION

Les biomarqueurs deffet géno-
toxique sont influencés par des
facteurs confondants dont il faut
tenir compte dans l'analyse des
résultats des tests évoqués ci-des-
sus.L'age, 'hygiene de vie, le stress,
l'alimentation, les traitements
médicaux, lenvironnement, le
sexe sont autant de parameétres
qui sont et doivent étre pris en
compte dans les études épidémio-
logiques et de biométrologie en
milieu professionnel. La plupart
de ces facteurs sont connus et pris
en compte depuis longtemps par
les épidémiologistes. Les consom-
mations de tabac ou d’alcool sont
des facteurs cancérogenes établis.
Les substances générées par la
combustion du tabac et la fumeée
contiennent de nombreux can-
cérogenes qui peuvent induire
des effets génotoxiques, dont des
cassures de I'ADN. Ces dernieres
peuvent étre mises en évidence
au travers du test des cometes
ou des micronoyaux. Il en va de

méme pour certains traitements
meédicamenteux. Lavancée en age
est une autre source de biais, car
le vieillissement impacte 'ADN. A
titre d'exemple, les régions télo-
mériques situées a l'extrémité des
chromosomes se raccourcissent
au fil des divisions cellulaires,
entrainant une modification de
I'information portée par les extré-
mités de 'ADN [22].

Lalimentation joue également un
réle majeur en affectant le méta-
bolisme cellulaire ou la réponse
cellulaire : sucres, lipides, aliments
contenant des anti-oxydants,
des hormones veégétales ou ani-
males, sont autant de substances
pouvant affecter le fonctionne-
ment cellulaire et conduire a des
réponses cellulaires différentes en
fonction de leur consommation.
Dans une étude épidémiologique
en milieu professionnel, il est
donc tres important de recenser et
de prendre en compte toutes ces
données pour ne pas produire une
analyse erronée a partir des bio-
marqueurs étudiés.

LES DIFFERENCES
INDIVIDUELLES

Lanalyse des effets d'une exposi-
tion nécessite parfois l'apprécia-
tion et la recherche de facteurs
de susceptibilité. I s’agit de mar-
queurs reflétant une ou des ca-
ractéristiques d'un organisme le
rendant plus sensible aux effets
d'un agent aprés une exposition.
On parle de biomarqueurs de sus-
ceptibilité, de polymorphisme
génétique ou de susceptibilité in-
dividuelle. Apres pénétration dans
lorganisme, les xénobiotiques
sont le plus souvent métabolisés,
c'est-a-dire transformés par les
cellules de l'organisme afin d'étre
¢liminées. Les molécules ainsi
créées sont le plus souvent moins
toxiques mais ce n'est pas toujours
le cas. Ce processus de transforma-
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tion s'effectue grace au « bagage »
enzymatique des cellules qui peut
étre différent d'un individu a un
autre, d'une population a une
autre. Ainsi, la réponse cellulaire et
la métabolisation des substances
ne sont pas parfaitement iden-
tiques chez tous les individus.

Le cas du cytochrome P450 est un
bon exemple. Il s’agit d'une famille
de métalloprotéines impliquées
dans des réactions d'oxydoréduc-
tion dans les cellules. Elles sont
aussi impliquées dans la transfor-
mation de molécules exogénes. On
compte aujourd’hui plusieurs cen-
taines de cytochromes différents
avec des activités enzymatiques
différentes. La « composition » en
cytochromes P450 et leur poly-
morphisme dans les populations
modifieront donc la réponse a la
présence dun xénobiotique [23].

ASPECTS REGLEMENTAIRES
ET ETHIQUES

Apres I'évaluation du danger des
substances, la surveillance biolo-
gique est un excellent outil pourle
repérage des effets infracliniques.
La recherche et l'utilisation de
biomarqueurs sont précieux dans
les études épidémiologiques afin
de mettre en relation les expo-
sitions professionnelles et leurs
effets précoces sur la santé. L'uti-
lisation d’échantillons humains
est précisément encadrée par la
législation. Avant tout préleve-
ment, il faudra s’entourer de bon
nombre de précautions comme
l'obtention d'un consentement
éclairé aupres des volontaires, la
mise en ceuvre de procédures et
d'outils garantissant la sécurité
et la confidentialité des données
meédicales individuelles et la ges-
tion rigoureuse des échantillons
biologiques. Ces mesures relevent
notamment du reglement géné-
ral sur la protection des données
(RGPD) et de la loi relative aux re-

cherches impliquant la personne
humaine (loi Jardé).

Par ailleurs, il convient de toujours
garder a lesprit que les biomar-
queurs de susceptibilité, choisis sur
des criteres de validité scientifique
et de pertinence pour la protection
des travailleurs, ne doivent pas étre
utilisés a des fins de dépistage et/
ou d'assurance et/ou d'aptitude a
tel ou tel emploi/tache. Ces biomar-
queurs devraient servir a réévaluer
les wvaleurs limites d'exposition
professionnelle ou a aménager les
postes de travail pour protéger 'en-
semble des travailleurs en tenant
compte des plus sensibles. La bio-
métrologie est un outil utile pour
améliorer les conditions de travail,
mais elle ne doit pas entrainer de
discrimination ou de réduction
d’acces a l'emploi. La prévention
des risques professionnels s'effec-
tue d’abord par la substitution des
agents dangereux s'ils ne peuvent
pas étre éliminés, et ensuite par le
développement et la mise en place
de protections collectives puis indi-
viduelles et le contréle des exposi-
tions.

Lorsque les tests décrits ci-dessus
sont utilisés dans des études de
populations au travail, la restitu-
tion des résultats doit étre réali-
sée en exposant le contexte des
situations de travail et les résul-
tats d'analyse des atmospheres
de travail. Méme si les résultats
sont obtenus pour chaque indi-
vidu, l'analyse de ces résultats
doit se faire al'échelle des groupes
d’'exposition caractérisés. Une
analyse et une restitution pour
chaque individu n’apparaissent
pas recommandées, en raison de
la sensibilité de ces tests aux fac-
teurs confondants, susceptibilités
individuelles, mécanismes de cas-
sures et réparations endogenes
qui génerent un « bruit de fond »
pouvant conduire a une mauvaise
imputation des effets.

CONCLUSION

Lutilisation des tests de génotoxi-
cité décrits brievement ci-dessus
présente des avantages non négli-
geables pour les études portant
sur la surveillance biologique de
populations de travailleurs. Le
premier d’entre eux est qu’au tra-
vers de ces analyses, ce n'est pas
seulement 'exposition, mais éga-
lement les effets biologiques qui
sont déterminés. En conséquence,
ils permettent d'évaluer le danger,
et par extension le risque, encou-
rus par les salariés exposés a des
substances ou mélanges de subs-
tances CMR.

Autre avantage, les effets mesu-
rés sont le reflet de l'exposition
« totale ». Ils ne sont pas, le plus
souvent (sauf conditions particu-
lieres), attribuables a un agent,
mais au mélange présent dans
I'atmosphere de travail. Il y a donc
tout intérét aujourd’hui a incor-
porer ce type de test, en plus des
mesures d'expositions, dans les
études épidémiologiques, lorsque
les prélevements de matrices
biologiques nécessaires sont pos-
sibles.

Do
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o Les agents cancérogenes sont dits « génotoxiques » si leur action
s'exerce directement sur 'ADN, en altérant le matériel génétique.

o Plusieurs tests toxicologiques sont disponibles pour mettre en
évidence des atteintes directes de I'ADN.

o Le test des cometes et le test yH2Ax mesurent les cassures de I'ADN.

o Le test des adduits a ’'ADN met en évidence la fixation d’une

substance ou de I'un ou de ses métabolites, sur TADN.

o Le test des micronoyaux et celui des aberrations chromosomiques
mesurent les altérations chromosomiques.

o Le test PIG A met en évidence une mutation de 'ADN.

o Les études épidémiologiques en milieu professionnel qui utilisent ces
tests doivent prendre en compte de nombreux facteurs de confusion et
respecter un cadre réglementaire précis.
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