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(Séminaire internationat sur les anabolisants, 27-28 mai 1990, Toulouse, France)

Résumé — La fixation covalente in vivo de la trenbolone et de I'estradiol 4 'ADN hépatique de rat a
eté quantifiée en utilisant d'une part des molécules radioactives, d'autre part la méthode de post-
marquage au radiophosphore. L'indice de fixation covalente mesuré avec les molécules tritiées est
de 2,4 pour l'isomére o de la trenbolone, de 5,4 pour son isomére B et de 5,4 pour le 17-B-estradiol.
L'utilisation du post-marquage au radiophosphore & doses moyennes réitérées ou a forte dose uni-
que ne permet pour aucune des 3 substances de mettre en évidence un seul adduit spécifique
parmi le «bruit de fond» d'adduits spontanément formés chez les témoins. La signification toxicologi-
que de la fixation de ces 3 stéroides a 'ADN exclut donc vraisemblablement une action génotoxique
directe.

fixation covalente / ADN / trenbolone / postmarquage / génotoxicité

Summary — In vivo covalent binding of trenbolone and estradiol to rat liver DNA. Compara-
tive study between binding of tritiated molecules and 32P-post labeling. in vivo covalent bind-
ing of trenbolone and estradiol was assayed using either radiolabeled compounds or 92P-post label-
ing. The covalent binding index, as measured with tritiated molecules, was 2.4 for the o isomer of
trenbolone, 5.4 for its B isomer and 5.4 for 17-8 estradiol. Using 32P-post labeling at repeated me-
dium doses or a single high dose did not allow any of the 3 compounds to reveal specific adducts in
the background of adducts spontaneously formed in control animals. It can therefore be concluded
that these steroids most probably do not have a direct genotoxic action.

covalent binding / DNA / trenbolone / post labeling / genotoxicity

INTRODUCTION dans la viande et les organes des ani-

maux traités.

Les métabolites majeurs de phase | de
la TB sont la 17-0-OH trenbolone (aTB)
et la 17-3-OH trenbolone (BTB) (Laitem et

La trenbolone (TB) est un stéroide de
synthése utilisé sous forme d'acétate
comme anabolisant dans plusieurs pays.

Comme tout xénaobiotique, son adminis-
tration laisse persister des résidus du
composé parental et de ses métabolites

* Correspondance et tirés a part

al, 1978, fig 1).

Chez les bovins, le principal métabolite
retrouvé dans le muscle est la BTB (Lai-
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Fig 1. La trenbolone et ses métabolites majeurs; 1, acétate; 2, 17-0-OH trenbolone; 3, 17-3-OH tren-

bolone.

tem et al, 1978). Dans le foie et le rein,
c'est 'aTB qui est dominante. Son niveau
résiduel est 6 fois supérieur a celui de la
BTB musculaire, mais son activité hormo-
nale est 10 fois moindre (Heitzman et Dar-
wood, 1977; Laitem et al, 1978).

La BTB s'est révélée capable, a long
terme et a dose massive, d'induire des tu-
meurs hépatiques chez la souris (Lam-
ming et al, 1987). Cependant, la quasi-
totalité des tests & court terme réalisés
sont en faveur de I'absence de génotoxici-
té directe de la molécule (Lamming et al,
1987; Richold, 1988).

La TB est toutefois capable de se fixer
par covalence in vivo a I'ADN de foie de
rat, encore que cette fixation soit trés
faible (Barraud et al, 1984; Lutz et al,
1988; Petit et al, 1989).

L'objectif de ce travail est de comparer
les résultats de fixation covalente obtenus
aprés administration de TB et de 17-8-
estradiol marqués au trittum a ceux du

post-marquage au radio-phosphore, ac-
tuellement méthode de référence pour
I'étude des adduits.

MATERIEL ET METHODES

Produits chimiques

L'acétate de Trenbolone froid, la [3H]17a-OH
trenbolone (activité spécifique 38 Ci/mmol) la
[BH]17B-OH trenbolone (57 Ci/mmol) et le
[3H]17-B-estradiol (55 Ci/mmol) ont été fournis
par les laboratoires Roussel-Uclaf. Leur pureté
radiochimique mesurée par chromatographie
sur couche mince est de 99%.

La RNase pancréatique provient de Boehrin-
ger Mannheim (Meylan, France), le trifluoroacé-
tate de césium de Pharmacia (Saint-Quentin-en-
Yvelines, France), la protéinase K de Merck
(Darmstadt, Allemagne), 'ATP, la phosphodies-
térase, la phosphonucléotide kinase, la nu-
cléase micrococcale, la nucléase P1 et le 17-B-
Estradiol froid de Sigma (St Louis, USA). Le 32P
(300 Ci/mmol} est fourni par Amersham (Les
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Ulis, France), la polyéthylenimine et la cellulose
par OSlI (Paris, France).

Les plaques de chromatographie polyéthy-
lenimine-cellulose ont été fabriquées extempo-
ranément sur un support en vinyle Gampex
(Twickenham, Grande-Bretagne) a l'aide d'un
étaleur Desaga fourni par Roucaire (Vélizy-
Villacoublay, France).

Tous les réactifs utilisés sont du plus haut
degré de pureté disponible.

Animaux

Des rats males Sprague-Dawley (Charles River)
de 120-150 g, 150-200 g et de 500-550 g sou-
mis a un régime standard ont regu les stéroides
en solution dans le N-méthyl aceétamide a 92%
dans l'eau pour les molécules radioactives et
dans le propyléne glycol pour la trenbolone
froide. Les témoins ont regu le solvant corres-
pondant.

Mesure de la fixation covalente a 'ADN
des stéroides marqués

Vingt-quatre rats de 150-200 g ont regu par
groupes de 3 des doses de 2 000-5 000 pCi/kg
(35—-130 mmol/kg) d'estradiol, oTB ou BTB par
voie ip. Les animaux ont été sacrifiés 16 h plus
tard. Aprés prélévement et broyage du foie,
I'ADN a été isolé et ultrapurifié selon le proto-
cole décrit précedemment (Petit et al, 1989).

Le comptage en scintillation liquide d'échan-
tillons de 1 mg d'ADN a été réalisé a l'aide d'un
spectrometre Packard 3390. Le bruit de fond a
été mesuré en présence d'ADN d'animaux té-
moins extrait dans les mémes conditions. Les
comptages ont été réalisés 3 fois 500 min afin
d'obtenir une précision optimale.

La fixation covalente a I'ADN a été calculée
en unités de CBI (Covalent Binding Index) selon
Lutz (1979) :

CBI = Nombre de micromoles liées par mole de
nucléotides/nombre de millimoles administrées
par kg.

Post-marquage au radiophosphore

Dans une premiére expérience, 2 lots de 3 rats
de 120-150 g ont recu des doses quotidiennes
par voie ip de 0,2 mg.kg~1j~! d'acétate de tren-
bolone froid (soit 730 nmolkg) ou de 17-8-
estradiol pendant 4 j. Les animaux ont été sacri-
fiés le 5° | et leur ADN hépatique extrait. Trois
témoins ont recu le solvant dans les mémes
conditions.

Dans une seconde expérience, 0,8 mg/kg
(soit 2 920 nmol/kg) d'acétate de TB ont été ad-
ministrés par voie ip (dose massive unique) a 3
animaux de 500-550 g tandis que 3 témoins re-
cevaient le solvant.

Les adduits ont été mis en évidence suivant
la méthode décrite par Randerath et al (1981)
modifiée & la nucléase P1 par Reddy et Rande-
rath (19886) afin d'en augmenter la sensibilité.

Briévement, aprés digestion de I'ADN en nu-
cléotides par la phosphodiestérase et la nu-
cléase micrococcale, un traitement par la nu-
ciéase P1 permet la déphosphorylation sélective
des nucléotides non porteurs d'adduits et leur
transformation en nucléosides. Un traitement
par la phosphonucléotide kinase (PNK) en pré-
sence de 32P-ATP (préparé extemporanément)
phosphoryle alors sélectivement les nucléotides
restant dans la solution, c'est-a-dire les porteurs
d'adduits. Les nucléosides étant de mauvais
substrats pour la PNK, ils sont peu phosphory-
lés et donc faiblement marqués.

Les nucléotides parasites sont éliminés par
chromatographie sur couche mince en utilisant
un tampon d'élution phosphate de force ionique
moyenne (PO,NaH,, 3M, pH 5,8).

Pour la séparation des adduits, 2 migrations
sur gel de polyéthylenimine cellulose sont réali-
sées avec 2 éluants (T1 et T2) de haute force io-
nique (T1 : urée 6,4 molt-!; acide formique 2,7
mol.-t; hydroxyde de lithium gs pH 3,5. T2 :
urée 7 mol.I-'; Chlorure de lithium 0,7 mol.I';
Tris HCI 0,4 mol.I-", pH 8,0).

Aprés séchage, les gels sont autoradiogra-
phiés 6 h a —80 °C en présence d'un écran ren-
forgateur.



266 C Petit et al

RESULTATS

CBI moyen de trenbolone
et de I'estradiol

Les CBI moyens indiquent une trés faible
fixation covalente a I'ADN (tableau 1). Leur
reproductibilité est satisfaisante.

Tableau I. Indices de fixation covalente a 'ADN
(CBI) de l'o-trenbolone, de la B-trenbolone et du
17-B estradiol.

Molécule CBI
Alpha trenbolone 2,4+0,3 (a)
Béta trenbolone 54+1,7 (a)
Estradiol 54+1,9(b)

(a) Moyenne de 4 doses, 3 animaux par dose.
(b) Moyenne de 3 doses, 2 animaux par dose.

Adduits / IOlonucléotides

Fixation covalente en fonction
de la dose

Dans i'étroite limite des doses adminis-
trées, seule la fixation de 'aTB apparait li-
néaire en fonction de la dose (fig 2).

Post-marquage au radiophosphore

Doses moyennes réitérées

La fixation covalente de la trenbolone et
celle de l'estradiol ne sont pas discer-
nables du «bruit de fond» d'adduits sponta-
nés des animaux témoains (fig 3).

Haute dose unique

Comme la fixation 3 doses moyennes réi-
térées, la fixation covalente de la trenbo-
lone & haute dose n'est pas repérable
dans le fond d'adduits des témoins (résul-
tats non présentés).
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Fig 2. Fixation covalente en fonction de la dose d'a-trenbolone, de B-trenbolone et d'estradiol. Les

traits verticaux représentent les écarts types.
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DISCUSSION

Fixation a I'ADN
des molécules marquées

Les CBI de la trenbolone sont concordants
avec ceux décrits dans la littérature par
Barraud et al (1984) et Lutz et al (1988).
De maniére générale, le nombre d'adduits
fixés augmente avec la dose. Le CBI du
17-p-estradiol mesuré par Barraud et al
(1984) est de 11,4, soit globalement le
double de celui rapporté ici. Bien que Lutz
et al (1988) ne trouvent pas de fixation co-
valente du 17-B-estradiol, celle-ci a été dé-

Fig 3. Adduits mis en évidence par post-
marquage chez un rat non traité (A), un traité
par l'acétate de trenbolone (B) et un par l'estra-
diol (C). Les stéroides ont été administrés a la
dose de 0,2 mg.kg~".j~! par voie ip pendant 4 j &
des rats de 150-200 g.

montrée en postmarquage dans le foie
(Liehr et al, 1986) et dans le rein (Liehr et
al, 1987).

Le facteur critique de la mesure du CBI
est la pureté de I'ADN obtenu. Les
contrdles que nous avons réalisés tout au
long de notre expérimentation ne laissent
aucun doute quant a la pureté de I'ADN ex-
trait, la quasi-absence de contamination
protéique (moins de 1/5 000 en poids) et
I'élimination totale de la radioactivité non
lige.

Lutz et al (1988) ont mesuré le CBI de
la BTB en utilisant des doses allant jusqu'a
950 nmol/kg, soit 27 fois supérieures a
notre dose minimale. lls trouvent un CBI
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moyen de 10 + 4,2, ce qui est de ['ordre de
grandeur de nos résultats. Cette relative
constance du CBI lorsque la dose varie
entre 35 et 950 nmol/kg démontre une
fixation covalente linéairement corrélée a
la dose.

Les études avec les stéroides marqués
laissent donc peu de doute quant a la réa-
lit¢ de la fixation covalente de la trenbo-
lone; cette fixation est toutefois trés faible,
de l'ordre de grandeur de celle d'une hor-
mone stéroide naturelle comme le 17 B
Estradiol. A titre de compatraison, les CBI
que nous obtenons avec le 2-acétyl-
aminofluoréne, un génotoxique vrai, sont
supérieurs a 300 (données non présen-
tées).

Post-marquage

Les résultats rapportés ici constituent la
premiere tentative de détection d'adduits
de la trenbolone par post-marquage.

Le post-marquage au 32P n'a pu confir-
mer ni la fixation de la trenbolone ni celle
de l'estradiol en raison de la présence de
nombreux adduits chez les animaux té-
moins. Cette fixation chez les animaux
non traités s'est avérée reproductible (don-
nées non présentées); elle peut difficile-
ment étre imputée a un artefact car la
grande force ionique des solvants de mi-
gration élimine tous les nucléotides non
porteurs d'adduits. En outre, la présence
d'adduits dans les tissus de rats non trai-
tés a déja été décrite (Randerath et al,
1986) : leur taux augmente avec l'dge et
leur origine est inconnue, quoiqu'elle soit
probablement essentiellement alimentaire,
via la présence dhydrocarbures ou
d'amines aromatiques contaminants. La
présence de ces adduits peut contribuer a
expliquer la carcinogenése spontanée ob-
servee chez les mammiféres.

Nos résultats démontrent que, méme a
dose massive, les adduits de la trenbolone
et de l'estradiol ne sont pas décelables
parmi ceux dus a l'environnement naturel.
La signification toxicologique de cette fixa-
tion pourrait donc n'étre pas supérieure a
celle des lésions spontanées de I'ADN qui
apparaissent au cours de la vie d'un indivi-
du.

Rappelons que les niveaux résiduels
couramment observés apres administra-
tion de trenbolone sont, si le délai d'attente
est respecté, de 0,5 ng/kg de l'isomere B
dans le muscle (Pottier et al, 1973; Heitz-
man et Darwood, 1977; Laitem et al,
1978) : ceci signifie que la consommation
de 200 g de viande correspond approxima-
tivement a une dose de 1,4.10-3 pg/kg de
BTB pour un homme de 70 kg. La fixation
étant proportionnelle a la dose, elle est
donc dans ce cas a priori négligeable.

En conclusion, la trenbolone et 'estradiol
sont capables de former des adduits sur
I'ADN. La fixation est toutefois trés faible.
Les études en postmarquage suggerent
que limportance quantitative par rapport
aux lésions normales du généme en est
négligeable. Par ailleurs, les tests a court
terme de mutagenése réalisés avec la
trenbolone indiquent que cette fixation n'a
pas de conséquence génotoxique. Il appa-
rait donc hautement probable que les tu-
meurs hépatiques induites a long terme
par la BTB chez la souris soient dues a un
effet promoteur, tel qu'il est observé avec
les hormones stéroides naturelles.
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