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METHODES SENSIBILITE QUA|ITTTE D'ADN
QUA]\ITIFIEE (ue)

AVANTAGES ET INCONVENIENTS REFERENCES

IIPLC.EC 80HdG/t0'dc

0.01 8oHdc/l06dc

10-100 Simplicité, spécificité et sensibilité
Artéfacts d'oxydations de dG lors des protocoles d'extraction et
d'hydrolyse de I'ADN
Dosage possible dans les urines
Oxydation de I'ADN limitée par le TEMPO, le froid, les temps
d'incubation courts et avec des chimiques pauvres en métaux de
transition (Hofer et Môller, 1998)

Ames, 1988
Floyd el al., 1986

Shigenaga el al., 1990, 1994
Loft et al.- 1993 

'

Tagesson et a1.,1995
Adachi et a1..1995
Topp e/ a1.,2000

GC-SM.SIM I 8oHdc/l06dc 50 Large speche de lésions oxydatives déterminées
Même sensibilité que HPLC-EC
Surexpression de la 8-OHùG/HPLC : hydrolyse et dérivation vont
contribuer à I'oxydation de la dG (taux basaux 8-OHùG)

Dizdaroglu, 1994
Cadet et al.. 1998

Kasai. 1997
Toraason,1999

ELISA 0,5 80Hdc/t0'dc l0 -100 Rapide, sensible et hès spécifique (colonne d'immunoaffinité)-
Bonne corrélation avec HPLC-EC mais niveaux ELISA plus élevés
Méthode semi-quantitative et réactions croisées avec d'autres types
dedommages à I'ADN

Degan et al., 1991
Yin et al., 1995

Radak er a1.,2000

Takahashi et a1.,1998
Garçon et al.,200la
Garçon et a|.,2001b

Immunohistochimie Ne nécessite qu'un petit échantillon
Absence d'extraction ou d'hydrolyse de I'ADN limitant I'auto-
oxydation
Méthode semi-quantitative et réactions croisées avec d'autres gtpes
de dommages à I'ADN

Endonucléases de
réparation

r-5 8oHdc/r0'dc l 0 Sensibilité et pas d'extraction et d'hydrolyse de I'ADN (limite I'auto
oxydation)
Conversion des pyrimidines oxydées en cassures du brin d'ADN au
niveau des sites de dommages oxydatifs
L'utilisation d'endonucléases spécifiques comrne la FPG donne des
valeurs plus basses de 8-OHdG que celles mesurées oar HPLC

Collins et al.. 1996
Gedik et al., 1998

Beckman et a1.,2000

Elution alcaline 0.1 8OHdG/l0"dc l 0 Bonne sensibilité
Utilisée en association avec HPLC-EC

Gabelovael a|. ,1997

Postmarquage au'P r  8oHdc/r0'dG I Bonne sensibilité
Long et dfficilement applicable en routine
Ne nécessite qu'un petit échantillon
Surestimation par rapDort à HPLC-EC

Cadet et al..1998
Schuler et al.l997
Môller el al.. 1998

Postmarquage au rH 0,5-3 80HdG/10"
dG

100 Analyse simultanée de plusieurs nucléosides dans I'ADN et I'ARN
Transmutatio n p o s s ib I e

Kwee et al., 1998

Tableau VI : Principales méthodes de mesure de la 8-OHdG

HPLGEC: Chrcûutogrâphie liquide haut€ p€rfommce av€. détection élcctrochimiquq GC-SM: ChrcinÂtoglæhie grzeu!€ couplé€ à ùn spectronrètre de mr!€e; SIM:
sel€ct€d ion monitoring; ELISA : cnzyme link€d inrllrno a$sây : TEMPO : 2,2,6,6-tctnrnethytpiperidine-N-oxyl; FPG : fontrmidopyrimidin€-ADN glycosylase
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Tableau VrI : Etudes rapportées dans la littérature portant sur la mesure de la lipoperoxydation et de la g-OHdG chez les mammifères

COMPOSES ETTJDIES ORGANISMES DOSE CONDITIONS
D'EXPOSITION

ORGANES STRESS OXYDANT ET 8-OHdG AUTEIJRS

Nitrilotriacétate de fer
(Fe-NTA)

Rats mâles 100 pM Fe-NTA 4,24 et  48
heures

Hépatocytes 1 8-OHdG en fonction de la durée
d'exposition, après 48H (x7,4)
l VOA après 24 heures (x12)

Morel e/ al..1997

Lignée
cellulaire

d'hépatome

1 8-OHdG en fonction de ta auree
d'exposition: plus forte induction après 4gH,
pas de dosage du MDA

Nitrilotriacétate de fer Rats mâles 15 mg/Kg i.p. I heure Rein 18-OHdG après I heure (x1,6)
l UOA après I heure (x1.7)

Qi et al.,1999

2-Nitropropane Rats mâles Intubation gastrique
(mg/Kg):
H:660
L:360

2 semaines Foie 1 8-OHdG pour la dose L (x 1,8) et H (x2,9)
I lipoperoxydation (TBARS) pour la dose L

(x I,6) et H (x3,4)

Sai et al..1998

Nitrilotriacétate de fer Rats I mM Fe/4 mM NTA 2 heures à37"C Foie (coupes)

Lignée
cellulaire

1 lipoperoxydation (TBARS) pour le tissu
entier (x7)et les noyaux (x4), rien pour la

lignée cellulaire
Faible induction 8-OHdG pour les 3 essais

Wang et Hu,2000

Bromotrichlorométhane
Bromobenzène
2-Nitropropane

l m M Faible induction de la lipoperoxydation pour
le tissu (x 1,4), rien pour la lignée cellulaire

Pas d'induction 8-OHdG

Acide &
aminolevulinique

Rats mâles 40 mg/Kg i.p. 2 semaines Foie 1 8-OHdG après I 5 jours de haitement (x I ,4) Karbowniket al.,
2000

Membrane
Microsomale

hépatique

1 MDA et 4-HDA après l5 jours de
traitement (x 1,3)

Hématite (FezO.) Rats mâles 3 mg/200 pL instillé
intra-trachéal

48 heures Poumon 8-OHdG: x2 avec B(a)P
x24 avec FerO, + 916;P
MDA : x2 avec Fe2O3, B(a)P et les 2

Garçon et al.
2001bBenzo(a)pyrène (B(a)P)

Fe2O3 + B(a)P

4-HDA:4-hydroxyalkénal;i.p.:intrapéritonéal;MDA:malondialdéhyde;8-OHdG:8-hydroxy-2'-déoxyguanosine
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Tableau vIlI : Etudes rapportées dans la littérature portant sur I'exposition de vertébrés ou invertébrés aquatiques à des métaux
COMPOSES

ETT]DIES
ORGAIIISMES DOSE CONDITIONS

D'EXPOSITION
ORGAI\ES LIPOPEROXYDATION ET

STRESS OXYDAI\T
AUTEURS

Cadmium Bivalves / marin
Mytilus edulis

40mgtL 6 jours Glandes
digestives
Branchies

rien pour les 2 tissus-
MDAlff i

Viarengo et al., 1988Cuivre 0,04 mg[L
Zinc 0,08 mgll.

Cadmium Bivalves / marin
Ruditapes decussatus

5; 50; 500 pgll. 20 minutes :

fraction 59 incubé
20 mn à25"C

In Vitro

Glande
digestive

Branchies

A 500 pgll, TBARS 1 dans les G
et B, avant pas de variation
TBARS 1 dès 6,25 pg CuiL dans
les branchies et les glandes
digestives
TBARS 1 dès 0,5 pg Hg/L dans
les branchies et les glandes
digestives

Roméo et Gnassia-
Barell i, 1997

Cuivre 6,25;12,5;25 pgtL

Mercure 0,005; 0,05; 0,5; 5
PEIL

Cuivre Bivalves lmarn
Ruditapes decussatus

5u pgtL 4 ,7 ,9 ,12  j ou rs
In Vivo

Glande
digestive

Branchies

TBARS 1 dans les gl"nd*
digestives après 7 jours
d'exposition

Roméo et Gnassia-
Barell i. 1997

Cuivre Bivalves / marin
Crassostrea virginica

); tv; zU;4Ui é0 ltglL 4,7, 14 jours
In Vivo

Glande
digestive

MDA 1 à partir de 40 pgtL
Pas d'effet sur IGSHI

Ringwood er a/.,
| 998

Cuivre Bivalves lmat'rn
Crassostrea virginica

zu ou u0 pg/L 2,4,7 jours
In Vivo

Glande
digestive

MDA 1 a ZO et 80 pg Cu/L
Lipoperoxydation (MDA) plus
élevée avec Cu + BSA que Cu
seul

Conners et
Ringwood,2000Cuivre + BSO BSO : 20 mg/L

Cuivre Poisson / marin
Dicentrarchus labrax

50; 250; 1000 ng/g
i.p.

I injection
sacrifice 48
heures après

Rein:
Fraction

microsomale

MDA 1 avec les concentrations
en Cu

Roméo et a1.,2000

Cadmium 500; 1000;2O00nglg
i.p.

Peu d'effet sur la
lipoperoxydation (pas d' induction
de MDA)

Arsenic Poisson / eau douce
Ictalurus punctatus

0,01;0,1; lmg/L 7 jours Foie TBARS : rien GSH : rien
Induction des MT hénafinr

Schlenk et al..1997

Cuivre Bivalves / eau douce
Unio tumidus

30 pelL 3 jours Glande
digestive

Branchies

Pas d'effet sur la lipoperoxydation Doyotte et a1.,1997

Thiram 100 pgll- Pas d'effet sur la lipoperoxydation

Cuivre * Thiram 30 pg Cu + 100 pg
TbIL

Augmentation significative du
MDA pour le mélange Cu+Th

SOD : sry€roxyde dismuras

*P,*:9:,lmj.fT,9j{P,-Y-'Yl9,P tl9h"-l$'9yoréérhyrase:MDA: mârona;mhyt", rrers ' sur"t nccsactiicsà I'ac. flriiraôi;;quc, Bso:surroxirnn.buthionine (inhibiteur de la synthèse de glutathion), i.p. : intra-péritonéal
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Tabl€au XI : Etudes rappodé€s dans la littérature portant sw la meswe de la 8-OHdG après exposition en laboratoire ou iz situ de vertébrés ou
iûvertébrés aquatiques à des xénobiotiques

COMPOSES ETT]DIES ORGAI\ISMES DOSE CONDITIONS
D'EXPOSITION

ORGAI\tES 8-OHdG AUTEI.]RS

Nitrofurantoine Poisson / marin
Parophrys vetulus

0 . 1 ,I, l0 mg/Kg 72 heures Foie
Rein
Sang

dose-réponse à 0.1-10 mg/Kg : x 8 à xl6
x2àl0mg/Kg
x 3 à l 0 m s / I ( e

Nishimoto el a/.,
t99l

Cinétique:
l0 mg/Kg

| , 2, 3, 5, 7 jours Foie Z maximale à J1 J2 et J3 (x 4)
\l aux contrôles à J. et J'

B(a)P Bivalves / marin
Mytilus galloprovinc i q I is

0.5 ,5 ,50 ,  100,
500, l000ppb

48 et72 heures Glande
digestive

dose-réponse de 0.5 à 100 ppb (x 2) puis
\j à Jzz

v àJ^o à 1000 oob (x 2.3)

Canova et al.,
1998

Branchies dose-réponse de 5 à 100 ppb (x 4) puis \l
à J n

V maximale à Jn" à Snnb (x 2)
t-BooH Poisson / eau douce

Ictalurus punctatus
Poisson / marin

Ameriurus nebulosus

40 mg/Kg i.p. 6.24 et 48 heures Foie A. nebulosus: pas de changement
L punctatus: 2 maximale à Ja6 (x 4)

chez I individu sur 6

Ploch el al.-1999

Cuivre (CuClu) Poisson / marin
Sparus aurata

0.17 melKe i.p. 2 jours Foie
Branchies

Sang

Rodriguez-Ariza
et al.- 1999Paraquat 42.5 mgtKgi.p. z 8-OHdG dans les branchies après 8 et

24 heures. S après 48 heures
Malathion 6.38 mg/Kg i.p. 7 jours
Dieldrine 0.85 mglKg i.p, z 8-OHdG dans le foie (63%) mais pas

dans les autres tissus
Tamoxifène Invertébré / marin

Psracenfrotus lividus
1 , 2 . 5 , 5 , e t 7 . 5 x

l0-7M
2 heures

(gamètes mâles)
Embryons
(blastula)

dose-réponse de I à 2,5.10-' M
(x2àx4enmoyenne)

S aux fortes concentrations
(5  : 7 .5 .10 t  M)

Pagano et al.,
2001

ETUDE IN SITA ORGAIIISMES DOSE CONDITIONS
D'EXPOSITION

ORGAIIES 8-OHdG AUTEIJRS

Etude de transfert :
2 stations d'études

Redhead = site contrôle
Burwood = site oerturbé

Bivalves / marin
S ac co s tre a co mmercialis

Métaux (Pb, Hg,
Co, Ni)

3 mois Branchies Pas de différence de concentration entre
les 2 sites

Avery et al.,
1996

2 lacs du Canada :
Wabush
Shabogomo (référence)

Poisson / eau douce
Salvelinus namaycush

Fe3Oa et Fe2O3
279 pgFelL
<20 pgFelL

Foie = par rapport au site de référence Payne et al.,
1998

2 stations de la Baie de
Cadiz:

San Fernando = chantier
naval

Puerto Real = site oroore

Poisson lmarrn
Sparus aurata

HAPs
PCBs

métaux

Foie Taux de 8-OHdG plus élevé à San
Femando (x 1,5) par rapport au site de
Puerto Real

Rodriguez-Ariza
et al..1999

i.p. : intra-péritonéal ; ppb : ; partie par billion
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t :  7 iours t = 2l iours

Eloyes fuchettes lgney

Figure 19 : Concentrations moyennes de MDA mesurées dans les
branchies des bivalves exposés pendant 7 et2l jours sur la station
témoin et les cinq stations de la Moselle (n:6)

Figure 18 : Concentrations moyennes de MDA mesurées dans les glandes
digestives des bivalves exposés pendant 7 et 21 jours sur la station témoin
et les cinq stations de la Moselle (n:6)
* augmentation statistiquement significative par rapport aux niveaux de réference (p < 0,05)

Mitreuches Eloyes Archettes Igrcy Velle
s/Jvloselle

SeGPx J JJ
GPx Se-ind 1

GRd J JJ
GSH J

GSSG I

y=0 ,4846x+2 ,0095

I  t :Tjours n t :zr iours

Les Eloyes
Miûeuches

Archettes lgney Velle
s/Moselle

Tableau XWI : Récapitulatif des tendances des paramètres antioxydants chez les bivalves transferés sur les 5 sites le long de la Moselle (tout tissu et tour
temps d'exposition confondus)
SeGPx:glutathionperorydaseselenium-dependame;GPxSe-ind:glutathionperorydasesélârium-hdépendante;GRd:glutethionréductase;GSH:glutathionréduit;GSSG:
glutathion orydé

8 6Ê
Es
o
C L 4
E t
E 3

22
E r  ttr

ôo

= non significativement différent du témoin
JJ diminution par rapport au témoin (> 5æ/o)
ù diminution par rapport au témoin (<30%\
1 augmentation par rapport au témoin (<30%)

Figure 20: Représentation graphique des droites de corrélation et calcul du coeffîcient de
régression des branchies en fonction des glandes digestives concernant les deux temps d'
exposition des organismes

A t=T jou rs

O t=Zl jours

Témoin

l emon

Gradient théorique de contamination (amont-aval) Gradient théorique de contamination (amont-aval)

y = 0 . 4 1 9 3 x t 2 , 2 1 M

R'  = 0  4774
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