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> Les tests de mutagenese actuels ne permettent
pas la détection directe des mutations géniques
chez ’lhomme et nécessitent souvent une étape
préalable de culture cellulaire. Le test PIG-A
sur sang total est fondé sur la mesure de la fré-
quence de mutation du gene sentinelle PIG-A par
la révélation par cytométrie en flux de cellules
circulantes déficientes en ancre GPI (glycosyl-
phosphatidyl-inositol). Il consiste a identifier
les cellules mutées pour le géne PIG-A apres mar-
quage des cellules par des fluorochromes spéci-
fiques de I’ancre GPIl ou des protéines qui lui sont
associées. Les dernieres avancées ont permis
d’améliorer la sensibilité et le débit d’analyse.
Les résultats de ce biomarqueur d’effet nouveau
et prometteur, réalisable chez ’lhomme ou le
rongeur, sont désormais disponibles en moins de
deux heures aprés le prélévement. <

Les champs d’application de la détection de mutations
induites par I"environnement sont aussi larges que la
démonstration d’innocuité en toxicologie réglemen-
taire, le diagnostic clinique ou I’étude de la suscep-
tibilité individuelle a des expositions génotoxiques
environnementales ou anthropiques!. Les tests actuels
permettant de mesurer les effets de ces expositions
sont souvent fastidieux a mettre en ceuvre et colteux.
Les délais pour obtenir les résultats sont générale-
ment de plusieurs jours et aucun ne permet encore la
détection in vivo de mutations géniques chez "lhomme.
Pourtant, la mise au point d’un test simple, fiable,
reproductible et rémanent capable de détecter un large
spectre d’expositions génotoxiques est un réel enjeu
pour la recherche en oncologie et en toxicologie régle-
mentaire et environnementale.

Le géne PIG-A (PIG-A chez I’lhomme et le primate, Pig-a
chez le rongeur) est impliqué dans la premiére étape de
la biosynthése de I’ancre glycosyl-phosphatidyl-ino-

Vignette (Photo © IMBE BSHE - Thierry Orsiere).

! Relatif & I"activité humaine.
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sitol (GPI) [1] (voir Figure I p. 436).
Il s’agit d’un gene sentinelle, haute-
ment conservé entre les espéces [2],
dont la fréquence de mutation est le
reflet de celle des mutations soma-
tiques acquises [3]. A ce titre, il a
récemment fait I’objet de nombreuses
recherches ayant permis le dévelop-
pement du «test PIG-A» qui estime
la fréquence des cellules mutées pour le gene PIG-A par la mesure de
la fréquence des cellules circulantes déficientes en ancre GPI [2, 4].
Le caractere innovant de cette approche réside dans la possibilité de
mesurer ex vivo, au niveau du sang périphérique, une fréquence de
cellules mutées sans avoir recours a une étape préalable de culture
cellulaire.

Cette revue présente les divers aspects conceptuels et techniques ainsi
que les perspectives d’utilisations du test PIG-A en recherche fonda-
mentale et en recherche clinique.

“ Département de Radiothérapie,
Hopital Nord, APHM, Aix-
Marseille Université (AMU),
Marseille, France.
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Le gene PIG-A et ’ancre membranaire GPI :
implications cliniques

Lancre GPI est un complexe glycolipidique d’ancrage membranaire
qui permet 'expression de nombreuses protéines au niveau de la
membrane plasmique de la cellule. Le géne P/G-A code une sous-
unité enzymatique impliquée dans la premiére étape de la synthése
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(=») Voir la Nouvelle de
S. Augui et €. Heard, m/s
n° 6-7, juin-juillet 2008,
page 584, et la Derniére
Heure de C. Vallot et

C. Rougeulle, m/s n° 2,
février 2013, page 223

de PPancre GPI, 'obtention d’une ancre fonc-
tionnelle nécessitant I’expression de 21 autres
génes [1]. Parmi ces différents génes, PIG-A
est le seul qui soit situé sur le chromosome X.
Il se trouve a I’état hémizygote chez tous les
sujets, y compris féminins, grdce au phénomene
d’inactivation du chromosome X [5-7] (=).

€n conséquence, une seule mutation rendant le géne inactif entraine
dans la cellule I’arrét de la production de I’ancre GPI dont la tra-
duction phénotypique est la disparition des protéines membranaires
ancrées par le GPI. Parmi ces protéines figurent de multiples clusters
de différenciation (CD) tantdt spécifiques de la cellule qui les porte,
comme le CD66b qui est exprimé par les granulocytes, tantot non
spécifiques comme des protéines régulatrices du complément qui sont
ubiquitaires telles que le CD55 (decay accelerating factor - DAF) ou le
CD59 (membrane inhibitor of reactive lysis —MIRL) [8]. Dans ce dernier
cas, 'absence de ces protéines a la surface des cellules circulantes les
rend sensibles a "attaque du complément et constitue le point clé de
la physiopathologie d’une maladie hématologique, I’hémoglobinurie
paroxystique nocturne (HPN) [9]. Il s’agit d’une anémie hémolytique
rare (prévalence: 1 & 10/1 000 000) dans laquelle, en raison d’une
mutation acquise du géne PIG-A, la moelle osseuse produit de maniere
clonale des cellules hématopoiétiques déficientes en GPI et par consé-
quent en CD55 et CD59 [9]. Uabsence de ces protéines de surface est
responsable d’une hémolyse intravasculaire relayée par le complément
a Iorigine des manifestations cliniques : anémie, thromboses, insuffi-
sance rénale chronique ou dystonie musculaire lisse [9].

Fréquence des mutations du géne PIG-A par mesure
de la fréquence des cellules GPI-déficientes

Les mutations du gene PIG-A, situé sur le chromosome X, sont les seules
pouvant statistiquement aboutir au phénotype de déficience en ancrage
GPI. €n effet, tous les autres genes impliqués dans la synthése du GPI
sont autosomiques. Deux mutations inactivant les deux alléles du méme
géne seraient donc nécessaires pour produire une déficience avec une
fréquence théorique évaluée a 2 x 107, soit dix millions de fois plus faible
que celle estimée pour des mutations spontanées du gene PIG-A [10].
Ulnternational Workgroup on Genotoxicity Testing (IWGT) admet
aujourd’hui la réciprocité entre une cellule mutée sur le géne PIG-A
et une cellule déficiente en ancre GPI grace a I'établissement de
deux relations réciproques [11]. D’une part, les recherches sur I’HPN
ont montré que le phénotype GPI-déficient était lié a une mutation
de PIG-A et que la transfection d’un géne PIG-A sauvage dans une
cellule de phénotype HPN restaurait la présence de I’ancre GPI et des
protéines GPl-ancrées a la surface de la cellule [5]. D’autre part, chez
I’animal, apres exposition génotoxique controlée, le séquencage du
geéne PIG-A a identifié des mutations acquises uniquement dans les
cellules GPI-déficientes [12-14]. Uensemble de ces résultats permet
d’affirmer que la mutation du gene PIG-A est responsable d’un phéno-
type GPI-déficient et, réciproquement, qu’une cellule GPI-déficiente
est porteuse d’une mutation touchant le locus PIG-A.
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De tres faibles fréquences de populations de granulocytes
et d’érythrocytes circulants GPI-déficients ont été décou-
vertes chez les sujets sains (entre 10 et 50 cellules défi-
cientes pour 10° cellules totales) [4, 15]. Le séquencage
du gene PIG-A dans les cellules circulantes GPI-déficientes
a identifié, chez un méme donneur sain, des mutations
qui se sont révélées différentes au cours du temps, alors
méme que la fréquence des cellules GPI-déficientes dans
le sang circulant restait identique [4]. Ceci, ne pou-
vant étre expliqué que par 'acquisition de mutations de
novo par les précurseurs hématopoiétiques a mesure que
d’autres disparaissent, a conduit a proposer la fréquence
des mutations du gene PIG-A, estimée par la mesure de
la fréquence des cellules GPI-déficientes, comme un mar-
queur de mutations somatiques acquises. La fréquence
spontanée des cellules GPl-déficientes mesurée (entre
10 et 30 x 10°) est comparable a celle observée avec les
tests fondés sur 'analyse des génes codant I’hypoxanthine
phosphoribosyltransférase (hprt), la glycophorine A ou le
HLA-A (human leucocyte antigen A) (entre 0,5 et 30 x 10°¢)
qui sont utilisés pour estimer la fréquence des mutations
somatiques spontanées [16].

Le test PIG-A et son évolution

Le test PIG-A consiste a réaliser un immunomarquage
a I'aide d’anticorps fluorescents spécifiques de pro-
téines ancrées par le GPI ou de ligand dirigé vers le GPI
lui-méme, suivi de la quantification par cytométrie en
flux de la fréquence des cellules déficientes en ancre
GPI présentes dans I’échantillon, reflet de la fréquence
des mutations qui entrainent I'inactivation du locus
PIG-A. Les cellules ne présentant pas de fluorescence sont
indifféremment appelées « cellules GPI-déficientes »,
« mutants » ou parfois « cellules PIG-A mutées ». Cette
technique permet I'analyse automatisée et a haut débit
de plusieurs millions de cellules selon des spécifications
techniques (paramétrage du cytométre en flux, popula-
tions cellulaires d’intérét, choix des couples anticorps-
fluorochromes) ayant fait I’objet de recommandations
[17]. La technique est inspirée du diagnostic et du suivi
de patients HPN chez lesquels le nombre de cellules GPI-
déficientes peut représenter jusqu’a plus de 98 % des
cellules circulantes, soit plusieurs dizaines de millions de
mutants par millilitre de sang total [18]. €n conséquence,
I'analyse d’un grand nombre d’événements (au moins un
million de cellules d’intérét) est nécessaire pour atteindre
la sensibilité optimale pour une détermination fiable de la
fréquence des mutants, ce qui rend la technique extréme-
ment sensible a la présence de faux négatifs? [19]. De ce

? Des cellules non fluorescentes alors qu’elles ne sont pas mutées.
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Type

A t
cellulaire vantages

érythrocyte Concentration de cellules dans le sang total (10°/ml)

" Durée de vie courte
Réticulocyte , ) . . 3 .
Réponse précoce aprés exposition génotoxique

Durée de vie intravasculaire courte (24 h)
Granulocyte , , .
Pas de preuve d’une durée de vie réduite pour les mutants

Inconvénients

Fréquence spontanée des globules rouges PIG-A déficients
plus faible

Latence entre I’exposition et la détection dans le sang
d’environ 15 jours chez le rat

Nécessité d’un marqueur supplémentaire pour les différen-
cier des globules rouges

Concentration de cellules dans le sang total environ

200 fois plus faible (50 x 104/ml)

Fréquence plus faible (1 a 10 x 10%/ml)
Durée de vie in vitro trés courte (quelques heures)

Tableau I. Caractéristiques des différents types cellulaires sanguins pouvant influencer les résultats d’un protocole utilisant le test PIG-A.

fait, les choix des populations cellulaires analysées, des anticorps utilisés
et des parametres du cytometre sont des points critiques dans la mise au
point du test PIG-A.

Populations cellulaires sanguines circulantes

Les travaux réalisés sur des patients HPN et des sujets sains ont
permis de démontrer que chez les sujets sains, les rares cellules GPI-
déficientes sont polyclonales et issues de progéniteurs hématopoié-
tiques, probablement au niveau du premier progéniteur myéloide, la
CFU-GEMM (colony forming unit-granulocyte erythrocyte monocyte
megakaryocyte) [15]. Les cellules GPI-déficientes qui circulent appa-
raissent donc apres un délai appelé temps d’expression phénotypique
qui correspond au temps nécessaire pour la production des cellules et
leur différenciation en cellules matures circulantes [20, 21]. expres-
sion ubiquitaire du géne PIG-A rend le test applicable a ’ensemble des
cellules eucaryotes mais les lignées érythrocytaire et granulocytaire
sont principalement étudiées dans la littérature (Tableau /). Cela
s’explique par le fait, d’'une part, que les prélevements d’autres cel-
lules seraient trop invasifs et, d’autre part, que les techniques de pré-
paration de suspensions de cellules isolées d’un tissu ou d’un organe
altérent systématiquement les protéines de surface des cellules.

Les érythrocytes sont les cellules circulantes les plus abondantes, de
I’ordre du milliard par millilitre. lls permettent donc la réalisation
du test PIG-A sur de trés petits volumes sanguins®. Il faut cependant
noter que la fréquence spontanée des érythrocytes GPI-déficients est
plus faible que celle des autres populations cellulaires* [4, 22, 23] et
que I’érythrocyte étant la cellule mature de la lignée érythroide, le
temps d’expression phénotypique des mutants correspond a la durée
d’une érythropoiese, soit 18 a 20 jours chez ’homme [24].

Les réticulocytes, précurseurs immédiats des érythrocytes, constituent
une autre population d’intérét. Présents a une fréquence d’environ

¥ Ceci est particuliérement intéressant dans les études sur petits animaux comme le rat ou la souris.

* La diminution de fréquence des érythrocytes GPl-déficientes est principalement expliquée par leur
durée de vie (120 jours chez ’homme), offrant une fenétre d’exposition au complément particuliérement
longue [22]).
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50 millions par millilitre de sang, I’analyse d’un million
de réticulocytes nécessite un tri cellulaire préalable
et I’utilisation d’un marqueur supplémentaire pour les
différencier des érythrocytes. Leur durée de vie dans la
circulation, de 24 a 48 heures, rend les mutants moins
soumis a I"action du complément et "expression phéno-
typique aprés exposition génotoxique est plus précoce
de 7 jours [20, 25-32].

Chez I’homme, les granulocytes, majoritairement des
polynucléaires neutrophiles, sont retrouvés avec une
fréquence de 4 a 10 millions par millilitre de sang total
chez "adulte sain. Leur durée de vie courte (24 heures)
les expose peu a I'attaque du complément et il n’existe
pas de preuve quant a une lyse possible des granulo-
cytes GPI-déficients par le complément [3]. La fré-
quence des granulocytes GPI-déficients (22/10°%) est
légerement plus élevée que celle des érythrocytes GPI-
déficients chez ’homme (8/10°) [4]. Cependant, aprés
prélevement, leur durée de vie est trés courte (quelques
heures & température ambiante) et leur analyse néces-
site des prélevements plus importants.

Immunomarquage

La qualité de 'immunomarquage qui précéde "analyse
en cytométrie de flux est primordiale pour I'interpré-
tation des résultats. €n effet, le critere permettant de
discriminer une cellule GPI-déficiente d’une cellule non
mutée est I"absence du signal de fluorescence associé
a un marqueur GPI-dépendant. €n conséquence, toute
cause pouvant générer des faux négatifs® doit étre
absolument évitée. Les moyens de limiter le nombre de

5 Par exemple : marquage de mauvaise qualité, épitope faiblement exprimé sur la
membrane plasmique de la population cellulaire choisie, quantité d’anticorps non
saturante, etc.



Population Sélection cellulaire
Erythrocytes CD235a

Granulocytes (D15

Monocytes CD33/CD64

Marqueur GPl-dépendant
CD59 + CD55

Association de 2 marqueus au minimum parmi :
CD24/CD66b/CD16a/FLAER
CD55 et CD59 déconseillés

Idem

Tableau Il. Anticorps et marqueurs fluorescents recommandés selon le type cellulaire étudié, d’aprés les recommandations de bonne pratique

de laboratoire pour le diagnostic et le suivi de patients HPN [17]. FLAER : fluorescein-labeled proaerolysin ; HPN : hémoglobinurie paroxystique

nocturne.

faux négatifs ont été déterminés [3] : d’une part, la sélection de la
population d’intérét doit étre réalisée par I’expression d’au moins un
épitope GPl-indépendant spécifique du type cellulaire étudié ; d’autre
part, la détermination de la fréquence des mutants doit étre établie
par la perte de fluorescence simultanée de deux & trois marqueurs
GPI-dépendants® [19]. Chez I’homme, le panel (ensemble des anti-
corps utilisés simultanément pour I’analyse) préconisé en fonction
du type cellulaire étudié a fait I'objet de recommandations pour le
phénotypage & haut débit du sang de patients HPN (Tableau /1) [17].
Il comprend, quel que soit le type cellulaire, au moins un anticorps de
sélection cellulaire dirigé contre un épitope GPI-indépendant et deux
marqueurs GPI-dépendants.

Cytométrie de flux

Uacquisition du signal des anticorps GPI-dépendants est donc précé-
dée d’une étape de sélection de la population d’intérét. Les stratégies
de sélection sont relativement semblables dans les protocoles publiés
(Tableau 111). La caractérisation des événements (c’est-a-dire des
cellules prises en considération lors de I'analyse) est réalisée selon
les parameétres de diffraction de la lumiére permettant une sélection
des cellules selon leur morphologie, en excluant les doublets (associa-
tion de deux événements qui se confond avec un élément unique). La
population cellulaire d’intérét est ensuite isolée selon I’expression des
marqueurs spécifiques GPI-indépendants utilisés. La fluorescence des
marqueurs GPl-dépendants sera finalement analysée dans la popula-
tion ainsi sélectionnée.

Pour obtenir une puissance statistique suffisante, la lecture de tres
nombreux événements est nécessaire : au moins un million de cellules de
la population d’intérét [19]. La détermination des seuils de fluorescence
au-dessous desquels une cellule sera considérée comme négative et
donc GPI-déficiente est capitale. Plusieurs approches ont été proposées
(Tableau I11). Les recommandations de bonne pratique pour le phéno-
typage sanguin de patients HPN préconisent, en I'absence de témoin
positif (c’est-a-dire de sang provenant de patient diagnostiqué HPN),
de créer des faux positifs en incubant I’échantillon avec les anticorps
GPI-indépendants seulement [19]. Ainsi, ’absence de marquage des

¢ Ala surface d’une cellule sauvage, la probabilité de mesurer une faible fluorescence de maniére conco-
mitante sur 2 @ 3 épitopes est considérée comme statistiquement nulle.
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épitopes GPI-dépendants génére une population témoin
de faux positifs de marquage. €lle permet, en mélangeant
dans des proportions variables des échantillons de sang
marqués et non marqués en anticorps GPI-dépendants, le
bon positionnement des seuils d’analyse.

€volution de la technique

Le test PIG-A a été particulierement développé dans le
domaine de la mutagenese environnementale et régle-
mentaire. Son intérét réside, en partie, dans les faibles
volumes de sang nécessaires pour I’examen permettant
ainsi des analyses itératives, par exemple sur le méme
animal dans les études de toxicologie a administrations
réitérées. Les protocoles appliqués actuellement chez
le rongeur permettent d’analyser en quelques minutes
plus d’un million d’érythrocytes ou de réticulocytes a
partir d’un prélévement sanguin de 100 pl [27]. Si le
principe du test reste inchangé, le protocole a progres-
sivement été amélioré afin d’augmenter ses perfor-
mances tout en limitant le nombre d’événements totaux
analysés. Ces avancées reposent sur un enrichissement
de P’échantillon en une population cellulaire s’avérant
minoritaire afin d’augmenter la proportion de cellules
d’intérét dans I’échantillon analysé. Uenrichissement
magnétique permet ainsi d’augmenter la proportion de
cellules d’intérét selon des critéres phénotypiques. Il
consiste a marquer la population cellulaire ciblée avec
un anticorps spécifique fixé sur des billes magnétiques.
Un champ magnétique permettra de retenir les cellules
marquées fixées sur les billes. U'analyse sera réalisée
soit sur les cellules retenues [4, 30], soit sur les cellules
non marquées, et donc libres, qui seront récupérées
dans Péluat [27].

Potentiel du test

Les caractéristiques du géne PIG-A en font un marqueur
fidele de 'impact mutagéne d’agents chimiques ou
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Figure 1. Biosynthése de ’ancre glycosyl-phosphatidyl-inositol (GPI) et génes impliqués (d’aprés [1]).

de contaminants de I’environnement : sa localisation sur le génome
en fait un géne sentinelle reconnu pour la mesure de la fréquence
des mutations somatiques in vivo [3] et sa sensibilité a
d’actions génotoxiques tres divers est démontrée [33]. Le séquengage
du gene PIG-A réalisé sur des cellules issues de patients HPN et de
sujets sains a ainsi identifié plus de 100 mutations inactivantes (parmi
lesquelles des mutations non-sens, faux-sens, des décalages du cadre
de lecture, des substitutions, et de larges délétions) aboutissant
toutes au méme phénotype de déficience en GPI, suggérant que le
gene PIG-A puisse étre sensible a un grand nombre de modes d’actions
génotoxiques [15, 34]. Deux lacunes identifiées par I'lWGT en 2015
ont été comblées par la publication de deux études récentes: les
performances du test ne dépendent en fait pas du nombre de copies
du chromosome X portées par I'individu, les fréquences spontanées et
induites de cellules mutées pour le gene PIG-A n’étant pas différentes
entre mdles et femelles [23, 35, 36] ; I’érythropoiése compensatoire
observée apres exposition @ un agent hémolysant non génotoxique
(comme le 2-butoxyéthanol) n’entraine pas d’augmentation de la
fréquence des cellules GPI-déficientes [37].

Ces qualités ont initié "évaluation du test PIG-A in vitro : le séquen-
cage du gene PIG-A réalisé sur des lymphoblastes humains cultivés in

des modes

vitro et soumis a divers génotoxiques connus, a révélé des résultats
comparables a ceux obtenus in vivo chez la souris apres exposition aux
mémes agents [38]. PIG-A est également un bon marqueur d’instabi-
lité génomique in vitro : la fréquence de cellules GPI-déficientes est
en effet augmentée dans des lignées de cellules cancéreuses coliques
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et le séquencage de PIG-A dans ces cellules a mis en
évidence 7 types de mutations [39]. Chez I’animal,
le séquencage du gene Pig-a a révélé la survenue de
mutations induites spécifiques du mode d’action du
mutagéne utilisé [12-14].

La sensibilité et la spécificité du test PIG-A évaluées
dans diverses études, incluant les principaux muta-
genes connus et des agents non-mutagénes, selon
divers schémas d’administration, ont accru son intérét
en toxicologie réglementaire a tel point que I'IWGT
(International workshop on genotoxicity testing) a pro-
posé sa réalisation en complément du micronoyau’ au
cours des tests réglementaires [11].

Le test PIG-A ne permettrait cependant pas de détecter
limpact potentiel, en termes de mutations géniques,
d’expositions bréves et accidentelles, dans les heures
ou jours qui suivent I’exposition. €n effet, pour que ce
biomarqueur puisse retranscrire la mutagénicité de
I’exposition, celle-ci doit étre suivie du délai nécessaire
a ’expression phénotypique des mutants, qui intégrent
ici le renouvellement de la population cellulaire d’inté-
rét. Le test PIG-A serait donc a priori plus adapté au
suivi des expositions chroniques et éventuellement mul-

" Le test du micronoyau permet d’évaluer les mutations chromosomiques ou géno-
miques générées par des agents génotoxiques en utilisant des lignées cellulaires.
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Tableau Ill. Principaux paramétres des protocoles du test PIG-A utilisés dans la littérature. Les anticorps de sélection permettent un phénotypage cel-
lulaire pendant 'analyse en cytométrie en flux et une sélection précise des cellules sur lesquelles sera analysé le signal GPI. Uenrichissement est une
technique d’augmentation pré-analytique du nombre de cellules GPI-déficientes dans la population d’intérét, afin de limiter le nombre d’événements
totaux lus par le cytometre. Uenrichissement magnétique consiste en I'utilisation d’anticorps de sélection couplés a des billes magnétiques : apres
soumission de I’échantillon a un champ magnétique et élimination du surnageant, la proportion de cellules d’intérét est augmentée. Seuillage : déter-
mination du seuil de positivité ; ERY : érythrocytes ; RET : réticulocytes ; LT : lymphocyte T; MO : moelle osseuse ; PIGRET : test PIG-A sur réticulocytes.

FLAER : fluorescein-labeled proaerolysin ; TCR : T cell receptor ; SYTO13 : colorant d’acides nucléiques fluorescent vert ; 7AAD : intercalant fluorescent ;

TER119 et HIS49 : anticorps monoclonaux (d’aprés [28]).
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tiples a de faibles niveaux de doses, telles que I’on peut en rencontrer
en milieu professionnel. Ce test n’est réalisable que sur des cellules
circulantes. Adapté aux effets systémiques, il ne sera donc pas infor-
matif dans le cas d’une génotoxicité limitée a un organe spécifique.

Conclusion

Le phénotype GPI-déficient est associé, chez ’homme, a une grande
diversité de variations de séquence du géne PIG-A. Chez I’animal, il
est relié a I'effet d’expositions génotoxiques de modes d’actions tres
divers. Ces deux informations nous permettent de supposer que I’iden-
tification de cellules GPI-déficientes est susceptible de révéler cer-
taines expositions de I’homme a des agents génotoxiques présentant
des modes d’action mutagene variés. La quantification de la fréquence
de mutation du géne PIG-A pourrait ainsi apporter des informations
utiles si elle s’inscrit dans le cadre du suivi d’enquétes épidémiolo-
giques de populations professionnellement exposées a des mutagénes,
dans le suivi de volontaires sains ou de patients lors d’essais cliniques
afin de comparer les fréquences obtenues a celles acquises dans des
modeles expérimentaux différents lors des phases de développement
précliniques.

Enfin, la possibilité de réaliser le test ex vivo permet une évaluation
rapide, globale et intégrée de la sensibilité de I'individu a un environ-
nement génotoxique, tenant compte de la variabilité interindividuelle
induite par les polymorphismes génétiques, notamment concernant
les génes impliqués dans la réparation de I’ADN et/ou dans le méta-
bolisme des xénobiotiques. Aprés expression phénotypique des consé-
quences d’une exposition mutagene et renouvellement de la popula-
tion de cellules analysées postérieurement a I’exposition que "on veut
renseigner, le test PIG-A permet, en estimant la fréquence des cellules
circulantes mutées pour le géne PIG-A, de disposer des résultats d’un
biomarqueur d’effet moins de 2 h apres la réalisation du prélevement
sanguin. ¢

SUMMARY

The PIG-A gene as a new biomarker of mutagenesis: proof of
concept and technical specifications

Gene mutations are not directly detected by current genotoxicity
assays and most of them need a cell culture step. The whole blood
P1G-A assay consists in the detection of the mutation frequency within
the PIG-A sentinel gene by identification of glycosyl-phosphatidyl-
inositol (GPI-) deficient cells. PIG-A mutated/GPI-deficient cells can
be detected by flow cytometry as they no longer express surface fluo-
rescence for GPI-linked markers. The last researches have focused on
cell enrichment techniques leading to increased throughput and sensi-
tivity. The results of this new and promising biomarker of mutagenesis,
performed in humans or rodents, are now available within 2 hours after
blood collection. ¢
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a jaunisse est un symptéme facilement identifiable ; il paraissait bien naturel que ’lhomme, confronté a

De |a ja unisse une modification de la couleur de ses yeux et de sa peau ait de tous temps recherché les causes de cette

a I'hépatite C

5 000 ans d’histoire

transformation.
Il n’est donc pas surprenant que le premier traité de médecine, écrit 3 000 ans avant J.C. par un médecin
sumérien, décrive déja la jaunisse. A chaque époque de P'histoire de la médecine, les praticiens, influencés par
les concepts médicaux de leur temps, attribuérent une ou plusieurs explications particuliéres a ce symptome.
Ainsi, du démon Ahhdzu des Sumériens a la sophistication des biotechnologies qui permirent la découverte du
virus de I’hépatite C, le lecteur cheminera sur une période de 5 000 ans au travers des différents continents.

Ici encore, I"histoire se révele une formidable source de réflexion : le foie souvent impliqué dans I’apparition
des jaunisses est-il le siege de I’ame ?

Les expérimentations humaines chez des volontaires ou chez des enfants handicapés mentaux étaient-elles
justifiées pour permettre la découverte des virus des hépatites ?
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