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Chap 1 Etat des connaissances

CHAPITRE 1- ETAT DES CONNAISSANGE

Généralités

1. Définition

/ fatmospheés contiet plus de 280@omposéshimiques(Lewtas 1990)dont plusieurs ont

été identifies ousont VXVSHFWpV PXWDJgQHV RX FDQdhprUBRI@QHY SF
Skarek 2007)Parmi ces composeés, les hydrocarbamatiques polycycliquéslAP) sont

considérés comme andesprincipales familles depolluantsatmosphériqug susceptibles

G HQW U Bend@ri(Gririntei/1991, IARC 1983)

Les HAP sondescomposésRUJDQLTXHV FRQVWLWXpV GHRéedabQJRQH HW
plusieurs cycles benzéniques fusionaegsontgénérés lors de la combustion incompletéade

matiére organique FKDUERQ SpWU Kéxtd fabilRchimigy FRPSWH SOXV G X
centaine de composélsee 1976)dont 16 présentés darla Figure 1 sont considérés comme
SULRULWD L U HffétsHo@oddpanfsRsQr 16 §aieD Wni@d States Environmental

Protection Agency (USEPA 1984) En particulier, certainsGTHQWUH HX[ | OfLPD
Benzop]pyréne B[a]P) générent dessP XWDWLRQV DX QLYHDX GH Of$'1l H
OYfRULJLQH GH FDQFHUYV

¥ Formation
Les HAP sontformés en grande majorité par la pyrolys&composition thermiquegt la
pyrosynthesgrecombinaison en produits nouveada)s de la combustion incompléte des
matiéres organiquetels que les cobustiblesfossiles ou plus généralement les matieres
compoges de C et H.
'‘DQV OfDWPRVSKqUH OHV +$3 GH R X albrsFgOdds/HAFRRI®B W VR X'V
4 a 6cyclessontsous forme particulaire dont PO sontadsorbés sur des particules ultrafines
(<0,5 um) (DeMaio 1966) (Sheu 1997) Certains HAP de 3 et 4 cycles @anthracéne,
phénanthrénegpyrene, fuorantheng seretrouvent a la fois dans la phase gazeuse et dans la
phase particulaiteEn raison de leur caractere hydrophobe, liposoluble et videtiHAPont
W H Q G D Qdeelj s\rd3 @atrices solides, et en particulier sur les matiéres organiques.
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Chap 1 Etat des connaissances

¥, Réactivité
DDQV OfTDLU LOV SlesXilirevpldls et @ied®& YDXYWHIHY SROOXDQWYV FR
le GLR[\GH G\DR ERI®UIdxyde de souffreS0O,) pour produie des diones, des nitro
HAP et des acides sulfoniquekes composés ainsi formés peuvent étre parfois plus

dangereux que lesomposéparentgNikolaou 1984)

f Photooxydation des HAP la phdooxydation des HAP produit desomposés
oxygeénes, dont certains sont peobables cancérogénédurant 1996) (Lundstedt
2007)

f RéactonDYHF OHV R][\GdhHuiaTdDi¢REbdmde nitreHAP. Les composés

ainsi formés peuvent étre des mutagenes difBdts 1978, Tokiwa 1994)

f SpDFWLRQ DYHFRIR@®HRQHDILW IDFLOHPHQW DYHF OHV
ont été identifiées, les produitke réaction sont des diacides, des quinones ou des
cétones(Pitts 1980) &EHUWDLQV GYHQWUH HX[ VRQW GHV PXWEL
GI$PHV &fHVW OH FDY¥56XdeEHQ]R>D@S\UHQH

f Reéaction avec des composés soufréss: HAP peuvent réagir avec $G; ou

H,SQO,. Les produits de réaction sont des acidaloniques et sulfiniqueglager
1974) (Tebbens 1966)

12



Chap 1 Etat des connaissances

Figure 1: Présentation desl6 HAP FODVVpV SULRULWDLUHY SDU O186(3%

2. 6 R X U Kpodiidrdes poplationsaux HAP

2.1 Exposition environnementale

211 /TDOLPHQWDWLRQ

/ID SULQFLSDOH VRau RAP GafidD[[3 RS\RISXIORFDQVLRQ JpQpUDOH HVW
particulier la consommatiode viandes et poissons funas grillés sur le feu, de graisses et

huiles YpJpWDOHYV DLQVL TXH OfLQJHVWLRQ GH SURGXLWYV
(végétaux) ou par bioaccumulation (mollusques). Les produits de la mer et les céréales
FRQVWLWXHQW OD SULQFLSDOH VRXUFH GYDEVRUSBWLRQ TX
qui concerne les céréales, leur teneur en HAP est modérée mais elles sont consommées en
JUDQGH TXDQWLWp /fLQIJHVWLRQ TXRWLGLHG®QM2R\HQQH
ng DGXOWH GIDSUQqV GHV pWXGHYV (B¢tieQtiiti somdiitgg \on fo&dD \V H X |
2002)

13



Chap 1 Etat des connaissances

Chez les sujets non fumeursSf DOLPHQWDWLRQ UHSU povddQerpdsitohsQ VL HQ
totales en HAP.

2.1.2 Tabagisme

La fumée de tabac est unRXKUFH LPSRUWDQWH GT+$3 GDQV OYDLU 2
fumant 20 cigarettes par jour absorbe en moyennen@(éur de BaP et un fumeur passif 40
ng/jour (EFSA 2008)

213 /YDWPRVSKqUH

,O H[LVWH GHX[ W\SHV GH VRXDG W \O G ¥ WE RANB4Raihtideteg +$ 3
IHX GH IRUrW YR O ¢eb ahthropidtid® cOntpken®nRIZsLEmMissions industrielles et
domestiques rassemblées sous le terme de sources stationnaires ainsi que les émissions liées

aux modes de transport qualifiées de sources mobiles.

(Q JUDQFH OHV TXDQWLWpVirdhfenteBt dnHOOA Bhpne peebaptvenO TH Q
compte que le Benzo[a]pyréne (B[a]Benzo[b]fluoranthenéB[b]F), Benzo[k]fluoranthene

(B[K]F) et Indéno[1,2,&d]pyréne (IP) étaient esting@@ 22 tonnes dont 7% issusdu

secteur résidentiel/tertiair@CITEPA 2009)voir|Figure?2).

Figure2: BULQFLSDOHYV isderXdes-HAY €a fFrafce en 2007
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Chap 1 Etat des connaissances

Au niveau domestique, les HAP sont émis dans les fumées lors de la @asgpilladedes
aliments mais ils sont surtout issus du mode de chauffage et en particulier du chauffage au
bois, au fuel ou au charbon des hamta. Contrairement aux sources industasl|cellesci

ne sont pas bierépertoriées et quantifiées.

Les véhicules automobilesont les sourcemobilesles plus imporD Q WHAP &b fmilieu

urbain. Les gazGIpFKDSSHPHQW VRQW G L @3phé&fertegulpidwddie @LYV GD
condensation G{XQH SDUWLH GHV K\GURFDUEXUHV SUpVHQWYV
préférentiellement sur les « germes » disponibles : suies et résidus de combustion des
PLQpUDX[ SUpVHQWYV G D Q¥ plophi Hdg@rkicutés\Véntskls drid ReCaille

inférieure a 2.5 um.

2.1.4 Emission industrielle

Les émissions industrielles comprenneitH QVHPEOH GHV D F \stles ladtiyitsés LQ G X V'
GILQFLQPUDWLRQ GH GpFKHWYV

2.2 Exposition professionnelle alkAP

/TH[S RV L WdsiBrQell® dux HAP concernerait preslg@ millions de salariés dfrance

(Ministere de I'emploi 2005)lacantles HAP en téte des composés responsables de cancers
professionnels.

Les principalesndustries émettricesle quantités importante& 1+$3 VRQW FDUDFWpUL
des procédés utilisant des produiéivésde la houille: goudron et brai de houille.

Ces industries sont les suivantes

- Cokeries produisant du coke a partir de tégton dela houille

-6LGpPpUXUJLH SDU OfXWLOLVDWLRQ GX FRNH

-3URGXFWLRQ G @bhanebpwtiddRiGidiY HQ F

-Electrolyse de {/D O X P LeD prgdRction de silicium SULQFLSDOHPHQW SDU O
Gfectrodes composées de bdai houille mais également de gade brai nécessaire a la

réfection des fours.

-, PSUpJQDWLRQ GX ERLY DYHF OfYXWLOLVDWLRQ GH FUpRVR

- Aciérie
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Chap 1 Etat des connaissances

Dans les sectesirutilisant des produits dérivé6 X SpWUROH OHV QLYHDX[ GT1+$
plus faibles

- Fabrication de pneij W U D utilisdtidn @efhoir de carbonentrant das la fabrication du
caoutchouc.

- Industries pétrochimiques et leslustries du bitume et goudron

-OpFDQLTXH DYHF OTXWLOLVDWLRQ GYTKXLOHY HW GH JUDLYV

3. 9RLH GYDEVRUSWLRQ HW GTpOLPLQDWLF

31 9RLHV G#pH[SR

Pour la population généraleHIV YRLHV GIH[SRVLWLRQ BRlhg&S®IOVRQW G
GIDOLPHQWYV tHRIQandDd lié@gu\tabidgisme et a la pollution atmosphérique,

notamment en zone urbaine et gadustrielle.

En milieu professionsl, la voie G {1 H [ S R &stedserf@€llement pulmonarSDU OfLQKDODW
GYDLU FRQWHQDQW GH WUQV IRUWHV FRQFHQWWBWLRQV
concentrations en B[a]P pouvant étre parfois 5000 fois plus élevées que dans
OfHQYLURQQHPHQW

Il existe également urebsorptio cutanéedesHAP lors du contactlirect avec des produits

ou indirectsavec des éléments souillés et aussi par retombées atmosphériques de poussieres

en suspension

/TH[S RVLW taRaQtéris€¥ Vpamlusieurs parameétres, &avoir les concentrations
atmosphériques des différents HAP, ¢eefficient de partition entre la phaparticulaire et la
phase gazeusansi que ladille desparticules. Seules les particules de diamétre inférieur a 10
—P 30 SHXYHQW @aVpMiHddnQré &t BorddjtBs$&rticules inhalables.
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3.2 VRLHV G Y D,HigtRouzdbian etRelpnination des HAP

/IHV +$3 WUqV OLSRVROXEOHV VRQW DEVRUEpV SDU OH SR
Absorption respiratoire en fonction de la granulométret la compositiondes particules, il

existe une clairance mucLOLDLUH TXL IDLW UHPRQW liedpiratellg SDUWL
(OOHV VRQW DORUV DYDOpHV HW HQW UkEs@aric@ds @¥pldsfRUJD C
petitesse déposent directemat dans le parenchyme pulmonaire profond ou une

métabolisation a lieu.

Absorption digestive rapide, facilité par les aliments riches en graisse.

Absorption cutanée FKH] O Y KRiR® K dose absorbéest de 1a 3% de la dose
appliquée(Moody 1995) (OOH FRQVWLWXH XQH YplwHes8ARHdaW lépH LPS]
FDV GYH[SRVLWLRQV SURIHVVLRQ Qa@Odes/ four©a DokeWuye HV WL
O D EVRUS Weé paRla@eausobtgbuait pour 30 a la dose intern@/anRooij 1993)

voire méme 90% chez les sal@s utilisant de laF U p R V R W H r&RaXidndOHpls ®/8n

Rooij 1993)

Les études cheOIDQLPDO PRQWUHQW TXH OHV +$3 VRQW UDSL
GTHQWUpH YHUV GIDXWUHV RUJDQHV YLD OH VDQJ HW OH
rapide, quée TXH VRLW OD YRLH G YHQ Wéd plahshbkatiqOdment #®8 18R QW (
organes. Un stockage se fait dans le foie, les reins et le tissu adipeux.

Les HAP, tréslipophiles peuvententrer dans les celluleen franchissanta membrane

plasmique. Une fois dans la cellulds VIDVVRFLHQW aveQqes nolétdldsQ
hydrophobes qui participent a sa distribution a travers les compartiments intracellulaires. La
SOXSDUW GHV +3$3 VIDFFXPXOH SUpIlpUHQWUHOOHPHQW GDC

/IfpOLPLQDWLRQ GHV PpWDEROLWntpar @sifdces 8ey/Hiné® LW PD MR
(Q FH TXL FRQFHUQH OH %>D@3 HW VHV PpWDEROLWHV O
biais du systéme hépaBELOLDUH HW SDU OH WUDFWXV LQWHVWLQDO
mineure(Moir 1998)
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Chap 1 Etat des connaissances

4. Toxicité des HAP

LesHAPPHXYHQW rWUH j texfiRdigud eButo@ G ¥ REH WR[LFLWp FKURQ

Toxicité aigue

Les HAP contribuent fortement a la réduction du développement de tous les organes et de
plus & une pigmentation locale de la peAfexposition simultargaux HAP et awUV peut

provoquer une dermite phototoxique accompagnée de conjonctivite. t@dtié est tres
modérée &/ DXFXQ FDV GHpgmpd&qV QTD pWp UD

/IHV +$3 SHXYHQW rWUH j OfRULJLQH GleUdeLtivibliégldR QV S X
O 1 L Pité Xagcen particulier une diminution des immunoglobulines G et A sériquea

été rapportée chez des salariés travaillant dans une fo(ecizeklik 1994)

Toxicité chronique

Des études épidémiologiques ont montré une association entr€ deg H DeXosiGofs
professionnelleslévés auxHAP chez les salariés de certains secteurs industriels (cokerie,
IRQGHULH XWLOLVDWLR @t Gnd aGgodrtatipriVdes Hsgkid? Xié. CaBcdr«du
poumon, de la vessie et de la p€Bosetti 2007 Chen 2008, Gaertner 2002, Mastrangelo G

1996) Ces cancers figurent dans le tableau des canemsnnus comme maladies
professionnelleen France

'"HV HIITHWV WpUDWRJgQHYV HW pVRIUVTXE@ Vo BIRXKKHQGH FRAHJ{VOR Q
O 1 KR P P étudé&s dont actuellement en cours.

5. Classification

Les HAP ont été classés pour leur cancérogénicité par le Centre International de Recherche
VXU OH &DQFHU &,5& DLQVL TXH SD[Uallef@] teReQletiéteR SpH Q C
classificationétantla seulea avoir une gleur réglementaire en milieu du travail en France.

'HV SUpSDUDWLRQV FRQWHQDQW GHV +$3 HW GHV VHFWHXU
et le CIRC. Ces classifications sont étabfiesla base de données épidémiologiques et le cas
PFKpDQW iGvp W X G HOV D i@ LiffoD O R X
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Chap 1 Etat des connaissances

Classification du CIRC

, Groupe 1
L'agent ou le mélange est cancérogéne pour I'homme.

, Groupe 2
2A : L'agent ou le mélange est probablement cancérogend’ipomme.
2B : L'agent ou le mélange est un cancérogene possible pour I'homme.

, Groupe 3
L'agent (le mélange ou le mode d'exposition) est inclassable quant & sa cancérogénicité
pour I'homme.

, Groupe 4
L'agent (le mélange ou le mode d'exposition) n'estgblement pas cancérogene pour

'homme.

&ODVVLILFDWLRQ GH Of8(

, Catégorie 1:Substances et préparations que I'on sait étre cancérogéenes pour I'homme.

, Catégorie 2: Substances et préparations pour lesquelles il existe une forte
présomption que l'expit®n de I'homme a de telles substances et préparations peut

provoguer un cancer ou en augmenter la fréquence.
, Catégorie 3: Substances et préparations préoccupantes pour I'homme en raison

d'effets cancérogénes possibles mais pour lesquelles les inforsndisponibles sont

insuffisantes pour classer ces substances et préparations dans la catégorie 2.
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Tableau 1

Chap 1 Etat des connaissances

&ODVVLILFDWLRQ SDU OH &,5& HW Of8( GH SOXVLHXUV +$3

émettantdes HAP

Il convient de noter que parmi les HAP classés pour leur cancérogénicité, ne figurent aucun

HAP gazeux mais uniquement des HAP particulaires. Le B[a]P est le seul HAP a avoir été

CIRC UE
HAP
Benzo[a]anthracene 2B 2
Benzo[a]pyréne 1 2
Benzo[e]pyréne 2B 2
Dibenzo[a,h]anthracén 2A 2
Benzo[b]fluoranthene 2B 2
Benzol[j]fluoranthéne 2B 2
Benzolk]fluoranthéne 2B 2
Chrysene 2B 2
Indénol[1,2,3,c,d]pyren| 2B nc
Naphtalene 2B nc

352'8,76 (7 6(&7(856 '1$&7,9,7(

Goudron et brai de 1 1
houille
Huiles minérales 1 1
Suies 1
Fumée de tabac 1
Cokerie, aluminium 1 1
Gazéificationdu 1 1
charbon
Fonderie de fer et 1
GYDFLHU
Créosote 2A
Emissions diesel 2A 2
Raffinagedu pétrole 2A
Extrait noir de charbon| 2B
Emissions essence 2B

classéans le groupe 1 par le CIRC.

Les HAP ne sont pas tous cancérogenéss HAP non cancérigénes sont généralement des

R X

HAP de moins de 4 cycles aromatiques, la cancérogénicité étant fréquemment associée a des

HAP contenant 4 a 6 cycle€es HAP possedent efffat des configurations structurales
particuliéres appel&éaégion baie et région fjorgFigure3).
Ceci correspond ane zone structurée en anneau complexe formée par un anneau benzo

angulaire et saturé fusionagec un anneau aromatique. La structure angulaire formée par les
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Chap 1 Etat des connaissances

DQQHDX[ FRQVWLWXH XQH JrQH VWpULTXH IDYRULVDQW OF

radicaux.

Figure 3 : Caractéristique structurale des HAP ayant un potentiel cancérogéne

Il. Métabolisme +— e+ ... feceel TOEsHAR e

Les HAP,j OTLPDJH G pyrét¢iitRiedp@carcinogenes et nécessitent une activation
métaboliquepar des enzymgsouracquérir des propriétés électrophilegxercer leurs effets
toxiques. Cette bioactivatiomont la IRQFWLRQ SUHPLqQUH HVW GH GpW

transforme des molécules inertes en

intermédiaires réactifs pouvant réagir sur les

ELRPROpF X O H \MileR ZDO1) (Qoff[§igured).

Figure 4 : Schémagénéral GIDFWLYDWLR

Q GHV VXEVWDQFHY JpQRWRI[LTXHYV
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Chap 1 Etat des connaissances

1. Voies de métabolisation des HAP

Il existe 3 principales voies de métabolisation ¢S (Xue 2005)(Figure 5). La plus
importanteimplique la famille des cytochromes P4%QYPA450) qui catalyse la mono
oxygénation des HAP en époxyde. L¥2YRLH UHSRVH VXU OD IRUPDWLRQ
VXLWH j OTR[\GDWLRQ | X QyspepardasltRaZhiGreY P4508perbydase.O
Enfin une voiemise en évidence plus récemmeimplique la formation des-quinones a

partir de catéchols, catalysémar des dihydrodiols déshydrogése. Dans une moindre

mesure, les HAP peuvent étre activés geg prostaglandisesynthass et lipoxygénass,

(Miller 2001).

Figure 5 : Principales voies de métabolisation du BaP
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Chap 1 Etat des connaissances

1.1 La voiedes CYP

Lescytochrome P450 réalisent une mofaxygénationdu B[a]P en époxyde sur les carbones

C7etC8

Figure6

/TK\GURO\VH GH FHW pSR[\GH SDU XQH pSR[\GH

IRUPDWLRQ GTXQ GLK\GURGLRO TXL VXELW XQHKIQPaXYHOOH
lesCYP450 pour donner un diol époxyde 818-Dihydro-7,8-dihydroxybenzo(a)pyréne 9,10
oxyde(BPDE), métabolite terminal du B[a]P extrémement réactitv LV GH Of$'1

Selon la théorie de l@&gion baie OTfDQQHDX pSR[\GH SOD&larégyidn bBi®@ RQ D G N\
(ce qui correspond a la position 10 du groupement benzyle du BPDE), serait le site ayant la
SOXV JUDQGH UpDFWLYLWp pOHFWU Ri8dtdctivhicokiegntea/ sHUWUD LW O
BPDE avec des sites nucléophiles telles que lesbaSeX ULTXHV GH O7$'1

Figure 6 : Voie des CYP450

Cet époxyde comporte 2 diastéréoisomesys et anti qui euxméme possedent 2

énantiomeres optiguement actifs (+)-¢t I existe donc 4 isoméres du BPIDEJure7).

La formation des métabolites par les CYP et EH se fait avec une grande stéréosdbéatvité

2005) Elle se traduit dans desiarosomes hépatiques de souris fmrformation presque
HIFOXVLYH GH O fLdéRegUIB3)fui ebt ddfiverti pférentiellement en 7R,8R
diol. Cette pacionGRQQH PDMRULWDLUHPHQW OfLVRPg&8diteGLRO p S

OTLVRPQqUH

DQWL %3'(
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Chap 1 Etat des connaissances

Des expériences menées avec des CYP450 recombinantes humaitrestnopie le B[a]P et

le B[a]R7,8diol sort métabolisés avec un meilleur rendempat les CYP1A1 suivi des
CYP1BL1 puis des CYP1A2. Ces derniéres sont incapables de former le {Krdid©998)

La voie des CYP450 aboutit a la formation du BPDE, métabolite ultime du BaP, qui forme
GHV DGGXLWY DYHF FHUWDLQHY EDVHV GH Of%$'1

Figure 7 : Isoméres du BPDE

1.2 9RLH GYR[\G DaetiRr{yue RaDIBs peroxydases

/ID YRLH GTR[\GaedirbrigQe PaR I@RperoxydasBs SRXU PpFDQLVPH OfTRI[\(
un électron du B[a]P par les peroxydases cellulaives @otentiellement par les cytochromes

P450(Figure8). Elle conduit a la formation de radicaux cations.

Le radical cation, contrairement au BPDE est instable chimiquement.

Il peut étre généré par des oxydartsriques, mais également par électrochimie ou de fagon
HQJ\PDWLTXH /D SUREDELOLWp TX{XQna&skance A WGrHdicalQ pOHF
cationainsi que & réactivitéde ce dernievis-& YLV GH Of$'1 GpSHQGHQW GH FHL
- Un potentiel df L R Q L yuDdditléReFaible pour permett®@ fDUUDFKHPHQW GY{XQ pO
- La localisation de laharge sute radical cation et qui rend cet intermédiaire plus réactf vis

aYLV GJYHVSgFHY QXFOpRSKLOHYV

- Une configuration géométriqgue optimale faciitaleur liaison covalente avec les sites
QXFOpRSKLOHYVY GH 0Of%$'1
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Chap 1 Etat des connaissances

Les métabolites générés par cette voie forn@galementdes adduits avec les bases de
01%$'1

Figure 8 : Formation du radical cation

1.3 Voie des quinones

La voie métaboliquedes quinonemeten jeu des dihydrodiol déhydramgses (DD), enzymes
appartenant a la superfamille des atéto réductases (AKR). La métabolisation du B[a]P

diol par ces enzymes produwin catéchol@. Ce catébol subitdeuxoxydations a un

électron avecD SURGXFWLRQ FRQFRPLWDQWH Gttt VodoeF e Up D FW
HAP o-quinones (Smithgall 1988)

La premiére oxydation produit un anionN0HPLTXLQRQH HW GX SHUR{NGH G K"
une deuxieme oxydation qui conduit a la formatiomdEXLQRQH HW G{XQ DQLRQ VX
(Q SUpVHQFH GYpTXLYDOHQWYV UpGXFW H exduiories v DL U H V
aussi étre rédwes en catéchols entrainant des cycles rédox supplémsnt@iamplifient la
SURGXFWLRQ GYHVSgFHV UxDGWPanHiM D66)En ReEedceQdd +
métaux rédox telque que F& ou CU’, H,O, peut donnerOH.

'DQV O 1 $s &spécs réactives conduisielat génératiorde bases oxydées notamment au
niveau de la guaning g8-dihydro-8-oxo-guaning. De plus, OH HVW j OTRULJLQH GH FLC
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Chap 1 Etat des connaissances

brins (Penning 1999)Dans les membranes, uaagmentation de la pexydation lipidique
(augmentation de la formation de malondialdéhytobservée.

LesHAP o-quincneV VRQW j OfRULJLQH GTXQH SURGXFWLRQ GT(52
GHV DGGXLWYV j Of1%$'1

Figure 9: Voie des quinones

2. Les enzymes de la métabolisation

Les enzymes chargées de hatransformationdes xénobiotigues dan® fRUJDQLVPH VR
classées en deux catégories. On distingue les enzymes de phase | parmi lesquelles on retrouve
les CYP45(Q les époxyde muctase et époxges hydrolass (EH) et les enzymes de phase |

avec la GluthationS-transféase GST) O 1 &l3curony transféase (UGT) et la
Sulfotransféase(SULT) (Shimada 2006)

Les enzymes de phasenbdifientou introduisentes groupements fonctionnels niveaules
xénobiotiquespar des i OFWLRQV GITR[\GDW l«kR&in d¢\ G rRake/ HlusH W F
hydrosolublest faciliter leur conjugaisoparles enzymes de phase Il et leur élimination dans

les urines, les feces et la bile. Les enzymes de phase Il réalisent la conjugaison des substances
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chimiqgues modifiées par les enzymes de phaseSIRXU SHUPHWWUH j FHV VXE\
éliminées via des pompes ou des transportey@. VIDJLW SDU H[HPSOH GH
glucuroneconjugaison ou de suHoonjugaison médiées respectivement par WEDP-

glucuronyttransférase, et la sulfotransférasedes réactions deonjugaison au gluthation.

21 OpFDQLVPHYV GILQGXFWLRQ GHV JgqQHV G
phase Il par les HAP

/IHV +$3 RQW OD SDUWLFXODULWpP GIrWUH GHe¢g CYRESYWUDWV
et des enzymes de phase Il. Cette induction est régulée par le récepRufarih
hydrocarbon) qui estspécifiquedes composés aromatiques plans et qui fait partie de la
famille bHLH/PAS (basic Helix.oop-Helix/PerArnt-Sim). Il est normalemerprésent dans

OH F\WRVRO VR X#téotbtrdrRatePH e6 fohfQlexe avec 2 protéines Heat shock 90

et une autre protéine XAREnmunophilinlike protein hepatitis B virus »associated protein

2) (Delescluse 2000domme représenté dangHagure1)f ,0 SHUPHW OYH[SUHVVLR
des CYP1Al, CYP1B1, CYP1A2 ainsdgH G fsXzWrigddde la métabolisatiaprées avoir

formé win complexe avec un de ses ligand

LesHAP sont considérés comme des inducteurs bifonctionnslsugmentenO fH[SUHVVLRQ

la fois des CYPet des enzymes de détoxificatide phase Il (y copris les AKR par 2

mécansmeg(Prochaska 1985)ustrés a IgFigurell

% 1 mécanisme Les HAP se lient directementau AhR. Une fois lié, le AhR se
dissocie de la prétneHeat shock 90 et est rapidement transloqué dans le noyau ou il
forme un complexe avec son partenaimtAAh receptor nuclear translocatqrour
former un hétérodiméréS. Le complexe AhR/AMDFWLYH OTH[SUHVVLRQ G
de genes contenant éement de réponse aux xénobiotiqUéRE) dans éur région
régulatrice (ex: CYPAL et CYP1B1)voir|Figure10).

% 2°™ mécanisme: Le$1AP sont activés par le métabolisme CYP1A1l en composés
électrophiles. Cesompaeésélectrophiles activenf OHXU WRXU GITOXWUHYV F
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lient et activent ds éléments de réponse (AREs ou EpREsamont de génes de

détoxfication de phasell

Figure 10 6FKpPD VLPSOLILp GH OYL Q GpaFlevB[&R (T HidsahodQ B[¥|PRUSAHR,
Translocation du complexeAhR/Hsp90 dans le noyauet dissociation (2)Dimérisation du AhDR DYHF OT$UQW
JLIDWLRQ GX FRPSOH[H $K5 $UQW DX QLYHDX GfXQ pOpPHQW GH L

Transcriptio Q GHV JqQHV F\S 7JUDQVORFDWLRQ GH OY%$51P GDQV OH F\
ULERVRPHV SRXU GRQQHU XQH SURWpPLQH &<3 $ OpWDEROLVDWLRQ
néo-synthétisée.

Récemment il a été démontré que certains inteiaitéd électrophiles, leldAP o-quinones,
PWDLHQW pJDOHPHQW GHV LQGXFW H Xuedtemnerit® @ A NELLRHYV/YH A Q

des génes par les deux mécanismes précédemmer{Bcitézynski 2000)
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Figure 11: Induction des genes de phase | et de phase Il via les voies de signalisation XRE et ARE/EpRE

Il est admis depuis peu que les enzgnde phase Il faisant partie de la batteris gimes

régulés pate récepteurAhR sont reli@s a une 2" batterie: celle du géne NHE2-related

factor 2 (Nrf2) impliguée dans la protection contre le stress oxyddgiyen 2009) Le

facteur de transcription Nrf@elie aux éléments de réponse aux antioxydants (ARE) présents

au niveau de séquences régulatrices de différents genes dont certains génes de phase I
(NQO1, GSTA2, UGT1A6)Venugopal 1998)

/IH OLHQ HQWUH OD EDWWHULH GH JgQHV $K5 stWwidebd SHXW
cible de AhR(Miao 2005) 'fDXWUH SDUW aclivé lindigekdtenventr palrldespéces
UpDFWLYHV GH OfR[\JgQH (52 JpQpUpHV ORUV GHV UpDF)\
CYP1Al(Marchand 2004, Radjendirane 1999)

6XU OD EDVH GH OHXU UpDFWLYLWp FKLPLTXH OHV Pp
biotransformation des molécules parents par les enzymes de phase | peuvent étre définis en
nucléophiles tels que les transdihydrodiols, phénols et quinols ou en électrophiles
comprenant les arenes oxydes, diols époxydes et quinones.

Les composes suHoonjugués, glucurgonjugués et conjugués au glutathion sont les
principaux produits résultant de la biotransforimatdu B[a]P dans des hépatocytes de rat
(Zaleski 1983)

En général, les métabolites nucléophiles des HAP subissent une détoxification enzymatique
SDU FRQMXJDLVRQ | f aursulifatd. JOXFXURQLTXH
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Phénols et diols sont préférentiellement sulfo et glucorgugués|igure 12). Les B[a]P

phénols et quinols (hydroquinones) sont des substrats préférentiels pour-gludD@nyt
transférase(UGT). De facon alternative, des réactions de détoxification médiées par la
IRUPDWLRQ GIDU\OHVWHU VXOIDWHYV GH GpULYpV SKpQR!
réactions de conjugaison catalysées Iparsulfotransférase$S(LT) se font avec un faible
renowellement aussi, lorsque la concentration des métabolites nucléophiles est élevée, les
réactions de glucurd RQMXJDLVRQ SUpGRPLQHQW /D IRUPDWLRQ G

concentrations plus faibles en substrat grace a la forte affinité des sn3yhe.

La détoxification des métabolites électrophiles des A que les arenes oxydes et les diols
époxydesest réaliségar conjugaison enzymatique au GSH. En patrticulier, la voie du GSH
est trés importante pour la détoxification du BP{Hivastava 1999)Les adduits au GSH
formés sont soit immédiatement excrétés de la bile vers les feces, soit transportés dans les
reins ou une dégradation enzymatique et une acétylation condulaeiar@ation de dérivés

d 1 D F in&ddpturige qui sont ensuite éliminéges tétraols sont retrouvés sous la forme de

sulfo ou glucureconjugués.

Les HAP o-quinones sont elles inactivées en hydroquinones suite a une réduction a 2
électrons catalysée par la NADPH quinone oxydoctshe .

Dans les urines de rat recevant des injections intrapéritonéal&Ci{4]P, les principaux
conjugués mesurés sont pour 80 de la quantit¢t H{IFUpWpHXGBDQN ©f OfDFL
mercapturiqugconjugués de la Mcétylcystéing, et pour 30% des slio-conjugués. Les
FRQMXJXpV DX JOXWDWKLRQ QH VRQIIIOHWURXYpV TXTj Of¢p
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Figure 12: Coordination entre les enzymes de phase | et de pleaH pour la métabolisation des HAP
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2.2 Les cytochromes P450

2.2.1 Définition

Les cytochromes P45(CYP450 VRQW XQH JUDQGH IDPLOOH GTKpPI
chez la plupart des systemes vivants, des bactéries aux humains, catalysant primtigaeme
réactions de monooxygeénation selon le scl{éimtessous

Figure 13: MécanisPH GTDFWLRQ GHV &<3
R-H substrat, ROH produit hydroxylé, XOOH peroxyde, XOH dérivé hydroxylé

& KH] O YKR Bduve |eBCYP450 dans presque tous les tissus, sauf damauscles, les

0s, et les globules rouges. Les organes particulierement richi@¢R460sont le foie et les

glandes surrénale€es CYR50 sont localisés au niveau de la membrate réticulum
endoplasmique des cellules.

&KH] OfKRPPH LO H][L WBOHIffSrehtsVmétaHolisan&ung grande variété de
xénobiotiguegTableau?). Les HAP sont métabolisés par les enzymes CYEPIP1Al, 1A2

HW % /IH U{OH FOp GH FHV HQ]\PHV GDQV OYDFWLYDWLF
epoxides a étlargemendémontrg Shimada 2004, Shimada 1989)
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2.2.2 Expressionet activité des CYPL

Ces enzymes sont exprimées de facons différentes s organes.es CYP1A2 sont

exprimé majoritairement dans le foie alagse les CYP1Al et 1B1 sont surtout exprimés

dans les organes exingpatiques maisades Y HD X[ GYH[SUHVDaR Qplu@tt! IpUHQ\
GHV RUJDQHV OTH[SUHNMSERGe Gud el d&s Q¥ PIAY ¥cepté dans le
SDQFUpDV OfLQWH YV \(BhiadaUoos) 1HRW FOGYV FIRRQOH &<3 % Q
exprimé dans le foie/HV &<3 $ FDWDO\WVHQW OHV UpDFWRRQV GT
dihydrodiols avec un taux plus faible que les CYP1Al et {BHdimada 1996, Shimada

2001) Les CYP1B1 sont plus efficaces que les CYP1Al dansonversion du B[a]P en
benzo[apyrene7,8-diol (Shimada 2001)

2.2.3 Induction et inhibition des CYP1Al et CYP1B1

ITLQGXFWLRQ GH OfH[SUHVVLRQ GHV &<3 $ HW % SDU OF
les organe¢Shimada 2003)chez la souris OJLQGXFWLRQ OD SOXV IRUWH GX
HVW PHVXUpH GDQV OHV RUJDQHYVY GDQV OHVTXHOV OfYH[SU
Pour pouvoir lier le récepteur Ry les moléculesigandsdoivent posséder une configuration
structurale bien défie (Pushparajah 2008fn particulier, les inducteurs de la saiségorie

CYP1A sont essentiellement des molécules planes caséetgtes dimensions maximum de

14A x 12A x 5A (Denison 2002, Waller 1995) es HAP a 3 cycles méme non substitués
FRPPH OTDQWKUDFgqQH OH S\UgQH RX OH IOXRWYRdd QH VRC
sont de mauvais inducteurs des CYRSBAimada 20D). Il existerait, de plus, une corrélation
HQWUH OfLQGXFWLELOLWpPp GHV &<3 $ GDQV OH IRLH HV
longueur/largeur des ligan@Bushparajah 2008)

CYP1A1 et CYP1B1 peuvent étre inhib&D U FHUWDLQV FRPSRVpV FKLPLTXH
naphthoflavone appartenant a la famille des flavonoides, ainsi que des composés synthétiques
organeséléniques tels que 1,21,3 et 1,4phenylénebis(méthylene)sélénocyan@hbimada

1997)ou encore des HARiInylésou acétylhés DSUqQV DGGLWLRQ GTXQH PRODPpF
(Peter Guengerich 2003, Shimada 1998)HV SURGXLWV QDWXUHOV |j OfLP
(polyphénol du rain) (Chun 1999pu de la rhapontigenin€hun 2001) métabolite aglycone

de la rhaponticine (glucoside stylbéne extrait de la rhubarbe) sont également des inhibiteurs

de ceCYPL1.
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Plus recemment, il a été établi que certains HAP (B[ajRethylchryséne) étaient capables
GILOQKIEFRWLOLWp pW kdéghylas¥ RatAlyseeQpdr s CYP1ALl et CYP1B1
(Shimada 2006)

2.3 Epoxyde hydrolase EH

/91pSR[\G Haseea@ddriienant a la famille des hydrolases a feuilletsH VW j OTLQWHUI
entre les enzymes de pfad , HW OHV HQ]J\PHV GH SKDVH ,, (OOH FDWL
époxydes donnant des diols vicing@est 1973) Chez les mammiféres il existe une forme
microsomale (mEH) et une foarsoluble (SEH).

La forme mEH est exprimée dans la plupart des tissus y compris le poumon et le traetus aér
digestif supérieur. i estlocaliséeprincipalement au niveau datrculum enaplasmique des

cellules ou elle agit de concert avec les CYP1A de convertir les HAP epoxydes gans

dihydrodiols.

2.4 GlutahionS-transféras€¢GST)

Quantitativement, la conjugaison au gluthation catalysée par la glut@&hransférase ¢da

réaction de phase Il prédominante cdenombreuses especgheehan 2001 Ces enzymes

cailysent la conjugaison de composés tels que des composés aromatiques halogénés,
DOLSKDWLTXHVY SHUR[\GHV HW pSR[\GHV FDUERQ\O . LQV
base de leur structure tertiaire et quaternaire, de caractéristiques immunolegigedsur

spécificité visarvis de substrats modelesles ont été divisées en 4 classalpha, mu, pi, et

plus récemment thetd.a GlutathionS-transférase (GST) est présente dans les fractions
cytosoliques et microsomiales.

Le BPDE esun bon substit pour plusieurs isoformes (GSTM2, GSTM3) mais surtout pour
laGSTM1 etla GSTP1.
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2.5 UDP-glucuronyttransférases (UGT) et sulfotransférases
(SULT)

Les UGT qui comprennent plusieurs isoformes font gamiégrante de la membrane du

réticulum endoplasigue des cellules. Elles catalysent des réactions de conjugaison
SULQFLSDOHPHQW DX QLYHDX GX IRLH PDLV HOOHV VRQW
hépatqgues UHLQV SR XPRQV rate; Xljuekde ihtestiDaleesttomagBock 1999,

King 2000)

Les SULT sont présentes dans le cytosol et constituent une voie métabolique importante pour

les neurotransmetteurs et les composés phénoliques. Elles sont présentes principalement dans
le foie (SULT1AL), le jéjurum et les intestins (SULT1A3Bamage 2006)

2.6 Autres enzymes

f NAD(P)H:quinone oxydorductasel (NQO1)

LesNAD(P)H:quinone oxydoréductasecatalysent la réductioa 2 électrons des quines en
leurs hydroquinons correspondantes& KH] OfKRPPH HOOHV VRQW GpWHFW

sein, épithélium gastrmtestinal, endothélium vasculaire, et &lpocytes.

f Aldo-cé&o r&ductasg AKR)

Les aldecéto réductasesonstituet unH VXSHU IDPLOOH GTR[LGRUpPGXFWI
NADPH-déendates 30XV GH IDPLOOHYV RQW pWp LGHQWLILPHV |
FHQWDLQ lds. ®§rhhie]leB otrouve desaldéhydes réductases, aldose réductases ou

encoe dihydrodiols déhydrogénaséss AKR utilisent le cacteur NADP-(H) pour réduire

aldéhydes et cétones atool primaires et secondairddles sont responsables en particulier

GH O 9D RwdihydrailiblRep catéchols convertis par la suite en quinones.
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3. Susceptibilité genétique aux HAP

Il existe un polymorphisme au niveau des génes de ces enzymes de phase | et de phase II. Au
niveau des individus, ces polymorphismes se traduisentupar augmentation ou une

diminution de la capacitél@ioactiver et alétoxifier les HAP et leurs métabolites.

Trois polymorphismes génétiques ont été détectés au niveau duCy&iAl mais leur

prévalence chez les individus caucasiens est faible et aBVW¥ RFLDWLRQ QYD pWp

mise en évidence entre les différents alléld@d?1A1 HW OTLQFLGHQFH GX FDQFH
dans ces populatiorgslirvonen 1999)

$X QLYHDX GHYDUEDGWX[DOOPOLTXHV RQW pWp LGHQWLILp
au niveaX GH OfH[RQ HW DVVRFLpH j XQH GLPLQXWL®Q GH Of
HW j XQH GLPLQXWLRQ GH OD T X [PRRstdleW 998 BeGaGantteV % 3'( j
GYIDEHUUDWLRQV FKURRRVYPRBISRAHY DHX{ SBUWH®dBwhmaGH OMD
2001) 8QH DXWUH PXWDWLRQ V La¥spEiéeVX Lhe @fdrmERtqion d&b* H

OTDFWLYLWp HQ@}(IRB3IALTDHet uBdHugmentation des ASalama 2001)

Des mutations ont été identifiées dans 4 génes de la: @&SITM1, GSTM3 GSTP1let

GSTT1

Concernant le gen8STM1, particulierement important pour la détoxification du BPDE, il est

absent chez environ 3% de la population DPXFDVLHQQH GX IDLW GTXQH GpO
(Board 1981, Ketterer 1992Tette délétion seraétssocié | XQH DXJPHQWDWLRQ GH (
de cancers pulmonairé8enhamou 20B).

Enfin, un polymorphisme au niveau du geN€&O1 entrainant une activité catalytig
diminuée semble étre assoaiéine susceptibilité aux cancers du cBagleiter 2006kt du

poumon(Saldivar 2005)
Il existe différentes combinaisons descvariants alléliquese qui se traduit par une

modification de la susceptibilitd la maladie, la combinaison de certains génotypes étant
associée aune augmé&iWLR Q GH OfLQFHGHEQIAP2EH FDQFHUV

36



Tableau 2 : Localisation, substrats et inducteurs des difféents CYP450 métabolisant des xénobiotiques et

des drogues

Chap 1 Etat des connaissances

CYP | Localisation Substrats types Inducteurs types
1A1 poumon, foie cerveau, tractus | HAP HAP,
gastreintestinal, lymphocytes, dioxines
F ° Xd@lance mammairgprostate,
thymus, utéus,glande surrénale
ovaires, panctas
1A2 | foie amines aromatiquey HAP,
HAP, cdéine QDSKWRIOD
cigarette
1B1 reins, utérus, glande mamaire HAP dioxine
prostate, ovaires, thymus, rate,
colon,glande surrénajentestins,
poumon, cerveau, testis,
hypophyse
2A6 | foie coumarine, stéroideg barbituriques,
déxamethasone
2B1/2 | cerveau morphine nicotine
2B6 | foie, F° XU nicotine barbituriques
foie, reins rétinoides, taxol ?
2C8
2C9/10 | foie tolbutamide, barbituriques,
diclofenac rifampicine
2C19 | foie, F° XU (Symephenytoin, barbituriques,
omeprazole, rifampicine
diazepan
2D6 | foie, cerveau,F ° X U antidepresseurs, -
-blocants
2E1 | foie, poumon, cerveau, Ethanol, nitrosaming éthanol,
endothéum, F ° Xtdoelle acétaminophene barbituriques
osseuse
2F poumon coumarines ?
3A4/5 | foie, tractus gastrintestinal, inhibiteurs de canau; stéroides,
reins, poumons, cerveau, Ca, cyclosporine, barbituriques
endothelium, placenta, acétaminophene,
lymphocytes taxol, stéroides
3A7 | foetus, placenta, (foie) Identique a 3A4 Stéroides,
barbituriques
4A9/11 | reins Acides gras clofibrate
4B1 poumon, placenta ? ?
4F2/3 | reins dpULYpV GYD ?
arachidonique
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Te Treef%te T3 Zi f— ...fe...t"a

Les dommagesGH O { &ssbciés awBaP proviennentprincipalementde la formation

G 1D G G X LW\ BPDERLE avdal des groupes amino exocycliques des purines. Ces
adduitsstables du BDE restent fixés & 'ADN a moins d'étre pris en chargdgsasystéms

GH UpSDUDWLRQ '9DXuépuHnaSt®ie W voié HWBEDGE 6K deWaWoie du

radical cationsont formés en position N7 des purines produisant des sites abasiques suite au
UHODUJDJH GHV DGGXLWV KRUV d&Ha l@i§dh' N-gydosidigGep VWD EL
(Cavalieri 1992)

De facon indirectedes phénoménes de cycles rédipnnent naissance a des ERO qui
peuventégalement endommage® 1$'1 j] WUDY Hatiod d® liasdR akfRiéesu de
FDVVXUHV VLPSOH EULQV j O1%'1

1. ' RPPDJHV j OY$ darleBaX LWV

1.1 $GGXLWV j O1$'1

1.1.1 Adduits de la voie du BPDE

Le BPDEselie préférentiellemenaux groupesamino exocycliques de la dGuo et dAdo de

O7%$'l 'LSSOH dduits/gfincipaux du BPDE se forment sur les atomes N2 de la
dGuo, N6 de la dAdoMarie 2008) Figure 14). Des adduits se forment de facon
minoritaire en positio N4 de la dCydWolfe 2004) HW GDQV XQH PRLQGUH PHVXI
N7 de la Gua. Cette derniére liaison est déstabilisatrice et donne naissance a un adduit
dépurinant(Osborne 1978) /T{DFWLYDWLRQ PpWDEROLTXH GH FHUWDL
formation de 4 isomeredu BPDE chacun pouvant générer 2 addgitsou transen fonction

GH OfRXYHUWXUH GH OfpSR[\GH ORUV XGRH GDQ O LOIVRQ/BY
DGGXLWV TXL VH IRUPHQW PDMRULM,BSE 931 FOR QWad®RQ W LV YV X
(Sayer 1991)

Invivo OD IRUPDWLRQ GHV DGGXLWV %3'(j O1$'1 DX QLYHDX
OD YRLH GITHQWUpPH GX %>D@3 &KH] OH UDW OfH[SRVLWL
YRLH RUDOH JpQgqUH XQ PD[LPXP GIDGWROQWYVYVDXXQLDHADBKS
FXWDQpH HQWUDLQH OD IRYPGEXRQY VG PXQQR(BJdsePakG H OD
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2000) Plusieurs expériences meneées sur des rats exposea]RUpBf voie intrapériteeale
montrentGHV QLY H DtXra&imnGaG veau du poum@@insberg 1990, Qu 1996)

La demivie de ces adduits est estimée pour lampon entre 22 jours et 25 jours®ta 13

jours pour le foie(Qu 1996, Ross 19908 fHVW GDQV FBWp R UB d:Q Sidilis=H)
est la pluscourte,suivi par la rate, les cellules mononucléaires du sang périphérique et enfin
le poumon(Qu 1996)

Figure 14 : Principaux adduits du BPDE

1.1.2 Adduits de la voie du radical cation

Les adduits de la voie du radical catio@ peuvent étre produits que si le radical cation est
produit j SURJ[LPLWQN GuHdeOicléosides. Les adduitmt été synthétisépar
électrochimieet sont les adduits dépurinant8[a]P-N7-Gua, B[a]JRPC8Gua ainsi que les
adduits stables B[a}E8-dGuo, B[a]PN2-dGuo et B[a]PN3-dGuo. En présence de dAdo
O 1D G G X-NWAde edDf@rB§Kigurel5).
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Dans des expériences in vitro utilisant des microsomes hépatiques, desratdduits
SULQFLSDOHPHQW | RBIBPEINT-AIR W dEBTEIPANG Bua\t\de B[a]C8-
Gua(Devanesan 1992)

Figure 15: Principaux adduits de la voie du radical cation

1.1.3 Adduits de la voie des quinones

Les HAPo-quinones peuvent réagir avec les groupes amino de la dGuo en position N2 ou en
position N6 de la dAde pour former des adduits stables.

Elles peuvent également former des adduits dépurinants en positida M7Guaou N7 de

Of$GH 'HV DGGXLWV GpSXULQDQWY HQ SRVLWLRQ & GH O
egalement possibléBenning 1999)
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1.2 EVSqQFHVY UpDFWLYHV GH OYR[\JgQH

/IHV HVSgFHV UpDFW(@ER®)goNE §EN&EER [drd i@ &i/cle rédox des quinones,

mais les CYP1A1 peuvent également en produire, au cours de leur activité catéBaiglig

2003, Morel 1999)Ces ERO entrainent des cassures simple brins, double brins ainsi que des
modifications au niveau des purines ou pyrimidines ou du désoxyrisdaenig 2004)

Parmis ces ERO, le radical hydroXyDH) peut attaquer la liaison eatta base et le sucre

générant un site abasique ou réagir avez-désoxyribosece quiconduit & la formation de
FDVVXUHV GH FKDVQHY GY%$'1 SDU DUUEiELKd-lGI.HQW GIXQ DWR

Figure 16:CRXSXUH GH FKDLQH GT1$'1 SDU UpDFWése@rites¢ UDGLFDO 2+ DYHF |

Ce OH DLQVL TXH GYDXWUHV (52 VRQW j OfRULJLQH GTRI\G
VXUYLHQW HQ SRVLWLRQ GH OD JXDQLQH FHWWH EDVH L
qui donne naissance a lao8o-7,8dihydro- { Ggxyguanosine (®xodQuo). Le principal
mécanisme de formatn de cette |ésion est présghtgurel?l /I{DGGLWLRQ GX UDGLF
SRVLWLRQ & GH OD G*XR FRQGXLW j OD IRUBWRDYWEZLRQ GIXQ
dihydroguanyl qui prés oxydation donne la@&odGuo.

Figure 17 : M écanisme de formation de l&8-oxodGuo
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2. Réparation et apoptose

$ILQ GH SUHQGUH HQ FKDUJH OHV GLIIpUHQWY W\SHV GH
produire, plusieurs voies déparation ont été mises en place par la ce{ldensen 2000)
/IHV UpSDUDWLRQV LQGXLWHYV SDU O Y HapasvdsimpligugntD X[ +$3

majoritairement les voies NER et BER.

21 5pSDUDWLRQ GH Of1$%$'1

2.1.1 Lavoie NER

La réparation par exd@n de nucléotides (NER) prend en charge les Iésions volumineuses
(dimeres de pyrimidines, adduits volumineux) qui entrainent une distorsion au niveau de la
GRXEOH KpOLFH ,0 H[LVWH YRLHV OfXQHak&ipsOpH j OL
coupledrepaii qui répare spécifiquement les Iésions induites au niveau des brins transcrits de
JgQHY DFWLIV OYDXWUH JpQpUDOH **5 SRXU *OREDO *HQF
OpVLRQV GDQV O 1H QanHefted® PDOG) Kes) ge@XRvBies different uniqguement

DX QLYHDX GH OfpWDSH GH UHFRQQDLVVDQFH GH OD OpVLF
Pour la voie GGR, la reconnaissance des dommages passe par le complexe protéique XPC
hHR23B qui va également avoir poble de recruter les protéines nécessaires a la poursuite

de la réparation. La protéine XPA longtemps considérée comme ayant un rble dans la
UHFRQQDLVVDQFH DXUDLW SOXW{W XQH IRQFWLRQ GH V
association avec la prot@&rRPA. En ce qui concerne la voie TCR, la reconnaissance est
assurée par les protéines CS (Cockayne Syndrome protein CSA et CSB).

Une fois le dommage identifié, les 2 voies font intervenir le facteur de transcription TFIIH

dont les sousinités XPB et XPD it une activité hélicase et vont séparer les deux brins du
complexe. La protéine RPA assure la stabilité de ce complexe. Le brin endommagé va ensuite
rWUH LQFLVp GH FKDTXH F{Wp GH OD OpVLRQ SDU OHV HQ
associée a ERCCDX QLYHDX GH OfYH[WUpPLWp T &HFL FRQGXL\
G71%$'1l VLPSOH -Bpddanténidnt la Iésion.

/ID UHV\QWKqVH GX EULQ H[FLVp HVWoD ¥ \DMVRHF SiD D X 719D E VB H
SURFHVVLYLWp 3&1% /D OLIDWLRQ GX GRXEOH EULQ GT$'1 |
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2.1.2 Lavoie BER

La voie BER prend principalement en charge des petites liaisons qui entrainent une

PRGLILFDWLRQ FKLPLTXH GH a0 fiigedu deDadistdrdioQ Wepld Hdtie)e- H

hélice, (méthylation, bases oxydées R[R* XD QL Q H « OHV FDVVXUHV VLPSO

AP.

&HWWH YRLH HVW LQLWLpH SDU XQH $'1 JO\FRV\GDVH TXlL

glycosidique entre la base emimagée et le squelette sugigosphate ce qui libere la base

JpQpUDQW XQ VLWH $3 &H VLWH HVW FOLYp SDU XQH 1%:

SKRVSKRGLHVWHU HQ ¢ GX VLWH DEDVLTXH JpQpUDQW >

OTpORQIDOYLRIFI'GXQBERV\QWKpWLVDp

/ID UHV\QWKqVH GX EULQ GT$'1 SHXW VH IDLUH SDU GHX[ YR

- Une voie de resynthese couDQV OD ODTXHO &ssbci€e$ NRCER O
LQFRUSRUH XQ j GHX[] QXFOpRWLGHV HQ PrPH WHPSV
phospK DWH G5S JpQpUp ORUV GH OD FRXSXUH SDU OfHQ
- Une voie de resynthése longue qui fait intervenir les ADN pet 0 DVVRFLpHV D>

PCNA. Dans cette voie, 5 a 7 nucléotides sont incorporés, générant une zone de
UHFRXYUHPHQW DYHF OYDQFLHQ EULQ GYT$'1l OHV $'1 S
&H EULQ HVW DORUV pOLPLQp SDU XQH IOD®aH@® GRQXFC
SXLVVH VIRSpUHU

La ligation du brin est réalisée par le complexe ADN ligas&XRICC1 pour la voie courte et

O9%$'1 OLNROCHpour la voie longue.

Contribution des voies BER et NER dans la réparation des Iésions induites par les HAP

Les addits du B[a]P sont réparés par la voie NER dans des éindeiso et in vitro.
Cependant la répation des Iésions induites p@ {DXWUHV +$3 HVW PRLQV ELHQ
Dans une étude in vitro réalisée avec un systeme acellulaire, Braitlelvalt€Braithwaite

1998) ont mis en évidence que la NER était la voie principale de réparation des lésions
induites par 6 HAP dihydrodiol epoxide mais il semblerait que la voie BER intervienne dans

la réparation des sites AP dans leButes traitéesvecle benz[aJanthracerieans
8,9-dihydrodiol10,11epoxide et le chryserteans1,2-dihydrodiol3,4-epoxide.
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2.1.3 Reéparation des cassures

6L OHV FDVVXUHV VLPSOH EULQYV SHXYHQW r'WUH UpSDUpHYV
EULQV GH Of$'1l VRQW UpSDU pHMa $bdhbiadisEri hgriRologué, Gul | 1p UH
bien la jonction des terminaisons Rbomologues. Leremierassure une réparation fidéle du
brin en prenant modele sur le brin homologue, tandis gdeugiemeperme de joindre des
ERXWYV GT$'1 PrPH VIJLOV QYRQW SDV GTKRPRORJLH GH VpT
au passage. Contrairement 4 81 FHWWH YRLH HVW SHX ILGqOH PDLV F

chez les eucaryotes.

Les systemede réparation conduisgW j OTpOLPLQDWLRQ GX GRPPDJH HW |
OfLQIRUPDWLRQ JpQpWLTXH 3DUIRLVY FHV UpSDUDWLRQV
OYDSSDULWLRQ GH PXWDWLRQV

2.2 Apoptose

Le B[a]P et certains de ses métabolites, en particulier le7@aéihydrodiol et le BPDE sont

j OYRULJLQH GYXQH DXJPHQWDWLRQ GH OYDSRSW&VH GDQ"
1998) et dans les lignées cellulaires humaines de Ilymphocytes B (lignée Débalag

1998) GIDGPpQRFDUFLQRPHYV Q@)KKiM 200 GtReB galluleé$iHe A Chen

2003)

Cette mort cellulaire programmée est liée a une accumulation de p53 dans les cellules
hepalclc{Solhaug 2005)HW QpFHVVLWH OfLQGXFW(CRép 26BN ENSURWpPL
plus de ces signaux pepoptotiques, il a été démontré que le B[a]P induisait également des
signaux antiapoptotiques favorisant la survie cellulaii8olhaug 2005, Solhaug 2004)
ITLQGXFWLRQ GH FHV GHX[ YRLHVY VHPEOHUDLW GpSHQGUH
type de métabolites form¢slolme 2007)

3. Mutagénése et cancerogénese

Le cancer est un processus maetbpes avec trois grandes étapeastiation, promotion,

progressionKigure18).
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Figure 18: Processus multipWDSH GX GpYHORSSHPHQW GYfXQ FDQFHU

Initiation : cette étape correspofdOD IRUPDWLRQ GTXQH OpVLRQ DX QLYH
une substance génotoxique endogéne ou exogene. Si ces Iésions ne sont pas réparees, ou si la
UpSDUDWLRQ HVW IDXWLYH HOOHV FRQGXLVHQW j OD IRUF
filles lors du cycle cellulaire suivant. Les conséquences des mutations dépendent des genes
WRXFKpV /D SOXSDUW GHV PXWDWLRQV WRXFKHQW GHV Uj
aucune conséquéhH ELRORJLTXH S ReXWeney tlesGdeY laGeaAncérogénese

aboutissant a la transformation cellulaire si mutés sont de 2 types. On distingue

Ya les proteoncogenes, activables en oncogéne par mutation. Ce sont des genes associés
au contréle positif du cycle cellulaire, codant pour féeseurs de croissance cedlirk, des

protéines de transduction ou encore egpteurs membranair@s<: RAS, ERB, MYC)

Ya Les génes suppresseurs de tumquiont un réle dans le contrdle et la régulation de

la prolifération cellulaire aingjuedans la réparation et la stabitisa du génome.

&HV JqQHV FRGHQW SRXU GHV SURWpPLQHYV D\DQW XQ U{Otl
SHUPHWWUH OHV pYHQWXHOOHYV UpSDUDWLRQV GH Of$'1 F

protéines de la réparatigRigure19) (ex: p53, p21)

$X FRXUV GH Of papdAdtiory|s. céldi@s\hifiées vont se multiplier de fagon
FORQDOH HQWUDVQDQW XQH DFFXPXODWLRQ GHV PXWDWL
promoteur.

Progression les cellules prénéoplagues deviennent des cellules néoptpges avec
OYDFTXLVLWLRQ GH QRXYHOOHV PXWDWLRQV DYHF OfYDFFU
FDUDFWpULVH pJDOHPHQW SDU GHV PpFDQLVPHV GYLQYDVL
XQ PpFDQLVPH GTDQJLRIpQgqVH SHUPHWWDQW GYTLUULJXHU
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Figure 19: Protéines impliquées dans la prolifération cellulaire et son contrble

&RPPH QRXV OYDYRQV YX SUpFpGHPPHQW OHV wé#idnj OfLPD.
PPWDEROLTXH JpQpUDQW GHV PpWDEROLWHY pOHFWURSKL
GHVY PpWDEROLWHY FDSDEOHV GH JpQpUHU GHV HVSqgFHV U
GRPPDJHV JpQRWRI[LTXHV D XQ U{OH GdOUu3 We Cabcerolgdmdsel G L Q
/IHV GpULYpV PpWDEROLTXHY GHV +$3 RQW XQH DFWLRQ WX
GHV GRPPDJHV j OY%$'1 HW GHV PXWDWLRQV DX QLYHDX GH
tels que les oncogénes et les genes suppresseurselas.

La formation GIDGGXLWV VWDEOHV j Of$'l DX QLYHDX GHV JL
puriques génére des mutations ponddtselau niveau des dGuo et dAdsiite au
franchissement de Iésions opérées par certaiolgsnprases au cours de la réption. Des

mutationsde nucléotides telgue des transversions T VXEVWLWXWLRQV GTXQH
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une pyrimidine ou vice versapnt détectes au niveau de génes suppresseurs de tumeurs p53

HW GH O 9 R QDheRIann2d0Bdn Yelation directe avec la carcinogénese induite par les

+$3 DX QLYHDX GH JgQHV FLEOHV (Q SDUWLFXOLHU O
bronchiales avec du BPDE génere des tranversion€ G T : A dans le géne p53 au

niveau des codons 157, 248 et 2@9ussain 2001)Ces codons sont également retrouves

mutés dans les cancers du poumon de fuméDenissenko 1996koulignant le role

étiologique GHV +$3 GDQV OH FDQFHU GX SRXPRQ OLp DX W
transversions de nucléotides ont été retrega@ niveau des codons 12 (GT) ou 61 (AT) du

genes H Ras dans la peau de souris apres exposition au BaP, au DMBA ou encore au DBalP.
LessiteV DEDVLTXHV UpVXOWDQW GH OD IRUPDWLRQTE8 UL GIXH
de transversions GT etA GX IDLW GH OfLQFRUSRUDWLRQ SUplpUHQ\

apurinique.

/ITpPLVVLRQ GY(52 SHX&basaslxydied® doRttndd c@idme 18-oxodQuo

sont mutagenesAinsi, dans des organismes bactériens et des cellldeprésence d&-

oxodQuo VH WUDGXLW SDU GHV WUDQVY H@§otpRratgnfamtivedeQV O TS
désoxyadénosine monophosphate (dAMP) en fada 8@xodQuo par les ADN polymérases

(Cheng 1992, Le Page 1995, Moriya 1993 type de mutation est retrouvé fréquemment au

niveau des oncongénes et des géenes suppresseurs de tumeurs.

Il semblerait que les ER@ient également un réle dans la phase de promotion du cancer
travers la démulation de voies de signalisation impligsédans la prolifération celbife, la
GLIIpUHQWLDWLRQ Randd2bl8 MiteW.SRSWRVH

,O IDXW QRWHU TXTHQ SOXV GIDYRLU XQ U{OH GDQV OD SK
la phase de promotiofAlbert 1991)ce qui le classe parmi les cancérogénes complets. Les
mécanismes de promotion sont mal camais lis pourraient impliquer les HAB-quinones

(Penning 19963 WUDYHUV OD |Rido&ani\akdr Qn &R St la prolifération des

cellules initiées(Cohen 1990)RX HQFRUH HQ HQWUDLQDQW OD WUDQVC

protéine kinase CLarsson 198).
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4. Etudes in vitro de la génotoxicité des HAP

4.1 Introduction sur les lignées cellulaires

&ODVVLTXHPHQW OfpYDOXDWLRQ GHHODpDEQR R MFW VGH GHT
(Binkova 2007) sur cellules procaryotes (bactéries) ou eucaryotegures mais surtout

cellules animales ou humaines. Ces cellules peuvent étre soR &8 W X UHV Sl PDLUHYV
dire mises en culture apres biopsie, soit des lignées cellulaedales cancéreuses prélevées

par biopsie et rendues immortelles par modification génétique. Les lignées étant plus faciles a
cultiver, elles sont tres utilisé en laboratoires. Les plus couramment utilisées dans les études

sur les HAP sont les suivantes

f Cellules HEL: Human embryonic lung fibroblast, cellules normales de fibroblastes de
SRXPRQ GYHPEU\RQOWK¥XRDIMWLWXHQW XQ i#Rd PRGqO
poumon

f Cellules A549 FHV FHOOXOHV pSLWKpOLDOHV SXOPRQDLUHYV
de poumon. Elles possédent certaines caractéristiques des pneumocytes de type I, en
particulier, elles expriment certaines CYP450DYP1A1l et CYP2BgFoster 1998)

f Cellules MCF7 GpULYpHV GIXQ FDUFLQRPH PDPPDLUH KXPD
des récepteurs aV W U Rex pQdestérones.

f Cellules Cac2 FHOOXOHV pSLWKpOLDOHV GITDGpQRFDUFLC
elles sont utilisées comme modeBRXU OfpWXGH GHV HIIHWV OLpV
FRPSRVpMUn&GhnQQWr@H 8QH DFWLYLWp $K5 HW OD IRUPD)
ont été identifiées dans ces cellu8sah 2006)

f Cellules HepG2 OLJQpH FHO O X Ghurhblh <2 &sped DIVRI-partiel
OTKpSDWREODVWRPH G{XQ (@rdrX Q288)Ies ¢e¢ll@es/ HEPGS H D (
possedentde nombreuses enzymes de phase | et de phase Il impliquées dans le
métabolisme des xénobiotiques. Les enzymes de phase | comprennent les enzymes du
cytochrome P450CYP1A1, CYP1A2, CYP2B and CYP2EL1 et les enzymes de phase
I, les glutathioneS-transférases, sulfotransféases, MNactédyltransféases et
glucuranosyltransfases %LHQ TXH OfYH[SUHVVLRQ GHV HQ]\PHV
faible dans ces lignées que dans des hépatocytes prinMiiksning 2003) des
PWXGHYV RQW GpPRQWUp TXYfHOOHV pWDLHQW GH ER:
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génotoxicité et le mutagénicité de progénotoxiques et génotoxiguiels 2000,
Valentin-Severin 2003)

4.2 Tests degénotoxicité et denutagénicité

Lestestsde génotoxicité et de mutagénicttgt pour EXW GH PHWWUH HQ pYLGHQF!
PRGLILFDWLRQV GRPPDJHV j O71$'1 PXWDWLRQV WUDQV
considérées comme plus ou moins prédictiG§ X Q SRWHQWLHO PXWDJgqQH HW (
/HV WHVWYVY OHV SOXV IUpTXHPPHQW XWLOLVpVY VRQW OHV \
les tests des cometes, des micronoyaux, et le test des aberrations chromosomiques

Parmi ces tests, il faut distinguceux qui permettent de mesurer le potentiel génotoxique de
FHX[ TXL PHVXUHQW OH SRXYRLU PXWDJgQH GTXQH VXEVWLC

/IH SRXYRLU JpQRWR[LTXH GTXQH VXEVWDQFH FRUUHVSRQ
JPOQPWLTXH GIXQH FHOOXOH DHIH @ MW HL [ DJW' 16 HH PDSQLR G M LV
UpDFWLYHV GH OYfR[\JgQH TXL SHXYHQW JpQpUHU GHV GRPEF
EDVHV FDVVXUHV GH EULQV GY%$'1l« RX HQFRUH HQ LQKLED
Le test des comeétes et la mesure des ati j O 1 $' LteStHdUdetElc@r ces lésions dites
SULPDLUHV j O1%$'1

" D X Wriodhfieations touchentles chromosomes, en entrainant soit des anomalies de
structureseton parle alors de mutations chromosomiques, soit des anomalies de nombres, ce
sont bs mutations génomiques.

Le test des micronoyaux ket mesure des aberrations chromosomiques permettent de mesurer
FH W\SH GfDQRPDOLHYV

LH SRXYRLU PXWDJgQH GYXQH VXEVWDQFH FRUUHVSRQG j V
adire dedransformationpermanentes du nombre ou de la structure des.génes

&HYVY PXWDWLRQV SHXYHQW DOWpUHU OD VpTXHQFH GTXQ J
QXFOpRWLGHYVY DGGLWLRQV GpOpWLRQV VXEVWLWXWLRQV
géniquesCetype I DQRPDOLHYV SHXW rWUH HQ PLVY HQ pYLGHQFH S
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4.2.1 Testdes comeétes

Le test des cométdFigure 20) permetde détecteet mesuredes cassuresimple et double

brin DX QLYHDX @& @ kslsitesabasiques instables en milieu alcalin et qui
JpQqUHQW XQH FDVVXUH FYHVW OH FDV SDU H[HPSOH GHYV
i VXVSHQGUH GHV FHO O X (ptid/apeeb ¥ édafe deHyGlisehigid R V H
noyaux das un charm électrophoretique/$'1 FKDUJp QpJDWLYHPHQW YD PLJ
SRVLWLI GX FKDPS GY{pOHFWURSKRUgVH /HV QR\DX[ LQW
DSSDUDLVVHQW VRXV OD IRUPH GH VSRW DSUqV UpYpODW
fluorescent. AUFRQWUDLUH Of%$'1 HQGRPPDJp SDU GHV FRXSXUH
DYHF XQH WrWH FRUUHVSRQGDQW j OT1$'1 LQWDFW HW XQH
OfHIIHW GX FKDPS pOHFWULTXH 3DU OH SDVVp OHV FD)

microscope a fluorescence avec un systéme de score établi selon la taille de la queue de la
FRPgWH 'HSXLV GHV ORJLFLH @t\folrn3yentdel R@OMAUB pbjecfivel O K X F
GLIIpUHQWY SDUDPQWUHV SHUPHWWD Q WX& JaranwiteB k&) OH Q
plus pertinents et les plus utilisés estdeTaill DNA TXL FRUUHVSRQG DX SRXUFH
GDQV OD TXHXH GH OD FRPgWH &HWWH YDOHXU IRXUQLH
fluorescence dans la téte et dans la queue de laeomais aussi de la longueur de la queue.

Cette technique estmple rapide et sensiblet nécessite tres peu de cellules ce qui permet de
PLQLDWXULVHU OHV H[SPULHQFHVY 3DU FRQWUH HOOH QF
nombre de cassures. Unetiemtion quantitative du nombre de cassuest possible en

calibrant le testpar comparaisonD Y HF O 1 b UWe DeBuled \Wedk de®) D\RQ V 30XV
précisément, des lames de cellulesposéesD X[ UD\RQV VRQW LQFOXVHV
GIpOHFWURSKRU q Vahed ¥ bmaly@HM LLXUWGHBWLRQ GH FHV FHO
FRQVWUXLUH XQH GURLWH GfpWDORIQONAJdr GR&Mard® D SHQ!
TXYIXQH LUUDGLDW GR odaito, FAHaseuxe® pbur®ilucléotides(Ahnstrom

1981, Goodhead 1989, Pouget 200Dgst possible de déterminer le nombre de cassures de
O71%'1 SR% DaiDA donné.

/ID FDOLEUDWLRQ GX WHVW GHV FRPqWHV SDU LUUDGLDWLR
GDQV OHV pWXGHV GH JpQRWR[LFLWp FDU HOOH LPSOLTXI

dispositif relativement colteux.
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Figure 20: PULQFLSH GH OD PHVXUH GHV FDVVXUHV j O71%$'1 SDU OH WHVW Gt

422 Mesure GHV DGGXLWV %3'(j O1%$'1

4.2.2.1Postmarquage au phosphore 32

Mis au point par Ramdathetal. (Randerath 1981¢lle se fait en différentes étapes

$SUgV XQH pWDSH GITHIWUDFWLRQ HW GH SXULILFDYV

désR[\ULERQXFOpPRVLGHV T PRQRSKRYSHDWIEe GicldasedeX[ HQ]\I

staphylocoque) et unexonucléase (phosphodiestérase de rate) libérant un mélange de

nucléotides normaux et de nucléotides modifiés (adduits).

La sélection des adduits dait par enrichissement a la nucléase P1l. Par son activité
ISKRVSKDWDVLTXH OD QXFOpDVH 3 FRXSH OH SKRVSKDW

celui des nucléotides modifiés,dauctureGH OfDGGXLW OH SURWpPJHDQW

Il se produit donc une déphosphlation sélective des nucléotides normaux.

/IHV DGGXLWV VRQW HQVXLWH PDUTXpV SDU SKRVSKRU\ODV

HQ SUpV HBF ANTFG kes nucléotides normaux neodifiés sont ensuite séparés par

chromatographie sur couche mince tididectionnelle. La séparation des adduits se fait

HQVXLWH SDU FKURPDWRJUDSKLH ELGLPHQVLRQQHOOH pFl

réalisée par comptage de la radioactivite.
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Cette méthode méme si elle est trés sensible (1 adduit pSunut@dides) présente
OTLQFRQYpPQLHQW PDMHXU GH QH SDV rWUH VSPpFLILTXH 'H
QH VRQW SDV FRPSOgWHV FH TXL JgQH OYDVSHFW TXDQWLYV

4.2.2.2Chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en mode tandem
(HPLC/MS/MS)

La spectrométrie de masse permet de transformer des molécules dans leur état naturel en ions

a I'état gazeux et d'obtenir leur mass#Eéculaire m en analysant lapport de

masse/charge, noté m/z. Le spectrometre de masse est constitusielepparties|Figurg

:

% 8QH VRXUFH G{LRQLVDWLRQ GDQV ODTXHOOH OfpFKDQ

et ou les molécules sont ionisées.

¥ Un analyseuqui sépare les ions en fonction de leur rapp@sse/charge

¥ Un détecteur qui transforme les ions en signal électrique.
,O H[LVWH SOXVLHXUV W\SHV GH VRXUFHV GYLRQLVDWLR
XQLTXHPHQW VXU OH VA\VWgPH XWLOLVp SRXU QRVIWH pWXCGC
couplée & un analyseur a triple quadripéle.
/ID VRXUFH GTLRQLVDWLRQ YDSRULYV HuH&VsyEstB@#HPYEerOHYV PRC
mode positif ou en mode négatif. Pour cela, la molécule a analyser est introduite en solution
ou en sortie de colonne HE a pression atmosphérique dans un capilldieeliquide est
nébulis¢ VRXV IRUPH GH SHWLWHV JRXWWHOHWWHY SDU XQ
GIfLRQLVDWLRQ VRXV OfHIIHW GTXQ IRUW FKDPS pOHFWU
chaud, les gput OHWWHYV VRQW SRODULVpHV WDQGLV TXH OH
POHFWULTXHY DX QLYHDX GHV JRXWWHOHWWHYV DXJPHQW!I
superficielles. Les ions sont alors libérés par éclatement des gouttes et entrent dans le 1
quadripéle. Un quadripdle est constitué de 4 cylindres en opposition de phase entre lesquels
un champ électrigue oscillant et un champ électrique fixe se superposent. Selon la tension
appliguée, seuls les ions caractérisés par un certain rapport mfzdravequalripdle selon
une trajectoire sinusoidale. Les autres ions sont défocalisés et perdus dans le quadripéle.
&HFL SHUPHW GH ILOWUHU HW VpOHFWLRQQHU GHV LRQV
TXDGULS{OH VXLYDQW 'D QiMe Quddrip@le/ (3@ flad@pons emsgirel le
premierquadripdle sert a sélectionner les ions parentsleuxiemeguadripble appelé cellule

de collision permet la fragmentation des ions parents avec un gaz inerte pour donner des ions
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fils. Ces ions filssont sélectionnés dans le dernier quadripble. Enfin la quantification des ions

est réalisée grace a un détecteur qui transfodré¢ F R X U DeQ véu@rti EIRaRifue qest

visualisé sous la forme de chromatogrammes ou spectres de masse aprés traitement
informatique.

'‘DQV QRWUH pWXGH OH PRGH GH IRQFWLRQQHPHQW GH O
Reaction Monitoring) qui permet de sélectionner des couples de rapport m/z constitués du
UDSSRUW P ] GH OfLRQ SDUHQW HW GH OfXQ GH VHV LRQV
Sa spécitité et sa bonne sensibilit¢ & raison de quelques adduits p8umutosides

normaux (pour 20—J G71%$'1 IRQW GH FHWWH WHFKQLTXH XQH WHF
GHV DGGXLWYV %Skighj OT$/IRSWLPLVDWLRQ GHV FRQGLWLRQ
réalisées au laboratoire par Mageal. (Marie 2008)permet OD GpWH EWNMoRdg G T1XQ
BPDEN2-dGuo injectée

Figure 21: Principe de la mesure des adduits BPDEN2-dGuo par HPLC couplée a la spectrométrie de
masse en mode tastem (HPLC/MS/MS)

4.2.3 Test des micronoyaux

Les micronoyaux sont des entités visibles dans le cytoplasme, @stihchoyau des cellules

etfoom&V j SDUWLU GH IUDJPHQWY FKURPRVRPLTXHV RX GH F
GIDIJHQWYV PXWDHKQHNVX & WS8R HVHXU OfXWLOLVDWLRQ GH
GH OD SRO\PpULVDWLRQ GHV ILODPHQWV GYDFWLQH QpF
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microfilaments qui permet la cytodiérese. La cellule se retrouve ainsi dans un état binucléé.

Les chronosomes Iésés par le stress sont incapables de migrer vers les poles durant la mitose.
(Q WpPpORSKDVH XQH PHPEUDQH QXFOpDLUH VH IRUPH DXWR
FH TXYfRQ DSSHOOH XQ PLFURQR\DX ,0 VB dicwwnda@RUV GH
par cellules binucléées sur un total de 1000 cellules.

&H WHVW SUpVHQWH OYDYDQWDJH GH PHWWUH HQ pYLGHQ
GX QRPEUH GHV FKURPRVRPHVY HW OHV OpVLRQV FODVWR.

prémce qui semble aussi prédictif du risque de cancer.

4.2.4 Test des aberrations chromosomiques

Le test des aberrations chromosomiqe@ssiste & examiner au microscope optique et déceler

des anomalies telles que des cassures de chromosomes avec ou sans déktion
PRGLILFDWLRQV GH VWUXFWXUHV HW GIDSSDULHPHQWYV
pFKDQJHV HQWUH FKURPDWLGHYV V°XUV« &HW H[DPHQ VF

mitose.La fréquence des aberrations est évaluée sur 200 mitoses pardamesroscope.

/I fIDXJPHQWDWLRQ GH OD IUpTXHQFH GHVctheedd asupvahudk Q V. F K

de cancer¢Bonassi 1995, Hagmar 1998)

425 THVW GI$PHYV

Mis au point par le Pr Ame@mes 1975)le test G 1 $ Putilide des souches dmlmonella

typhimuriumporteused'une mutation dans un des génes gouvernant la synthése de l'acide

aminé histidine|lKigure 22). Cette mutation Hisrend la bactée incapable dee multiplier

dans un milieu déficient eristidine. De facon spontanémes mutation$lis- reversent vers

His+ permettant aux bactéries de multipliermais ceci se produit avec une fréquence tres

faible. Cette fréquence de réversiorupaugmenter en exposant les bactéHés a des
DIHQWV PXWDJgqQHYV /H WHVW GT{$PHV FRQVLVWH GRQF j
SRXVVp VXU XQ PLOLHX VDQV KLVWLGLQH VXLWH j OTLQFXE
simple, rapide (48h) eten colteux et est largement utilisé par de nombreux laboratoires. Il
présenteun inconvénient majeur LO UHSRVH VXU OTXWLOLVDWLRQ GH Ft
métabolisme differe des cellules animales et humaines. Or certains composés cancérogenes
necHVVLWHQW GfrWUH PpWDEROLVpPVY SRXU rWUH DFWLIV FH
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étre activés dans les cellules bactériennes mais pas dans les cellules animales et/ou humaines
et viceversa. Une modification du test initial a consisté a utiisemélange de microsomes
KpSDWLTXHVY GH PDPPLIqQUHYV 6 DILQ GH UpDOLVHU Of
mutagénes.1pDQPRLQV PDOJUp OH UHFRXUV DX[ H[WUDLWYV GF
TXYfHQYLURQ OD PRLWLp GHV DJHQWY GHV FDQFpULJgQHV S

Figure 22: PULQFLSH GX WHVW GT$PHV

V. Evaluation environnementale du risque lié a
lel:té,“(—(‘. f_é

/ITpYDOXDWLRQpaBrHI¥ sahtéVdeX Kdalariés passe par laureedes niveaux
G TH[ SRV L&Y laBe@ts jtoxiqueapreés leur identificatianPour cela, deux approches

complémentaires sont mises en place

- La surveillance des atmospheres de tralRiX GH O THQ Ydoht ReQoQtHBtH Q W
GITHVWLPHU O TH][SEoée aXterRed p&til Hesvimebuk$\de concetitreas
atmosphérigues des substances chimiques. Cette mesure a surtout un intérét pour les
VXEVWDQFHY GRQW OD YRLH GTfH[SRVLWLRQ PDMRULWL
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- La surveillance biologiqu&s H O  H[ SoRiViepaske R@ la quantification de la
substancelleeméme ou de ses métabolites dans les différents milieux biologiques de
OfJLQGLYLGX GRVH LQWHUQH

Notion de biomarqueurs
/HV ELRPDUTXHXUV VRQW GHV RXWLOV QpV GH OfpSLGpPPLF
comprendre les mécanismes présidanl'apparition d'effets de santé consécutifs a des

expositions a des agents toxiques.

On distinge les biomarqueurs d'exposition et les biomarquallesfet. Ce sont des
LQGLFDWHXUYV PHVXUDEOHY GDQV OHV PLOLHXsiBEADRORJILT X
des agents chimiques ou de dépister les premiéres manifestations potentielles de toxicité dans
OYRUJDQLVPH

&RQFHUQDQW OHV ELRPDUTXHXUV GYH[SRVLWLRQ LO HQ HJ
8Q TXL UHSRVH VXU OD PHVXUH TXDQW IsWid@ahdlitédHlaBsTukQ SUR (
fluide biologique (souvent uringt O 1 D X WhidddreTuxX changement biochimique réversible

précoce dans un fluide biologiqueH[HP SOH DGGXLWV j Of$'1l j GHV P
protéines ou ADN).

/IHV ELRPDUT X bbXtlh&sés SUIDHGOVWWHFWLRQ GIDOWpUDWLRQV EL
SURFKHY GH OYDSSDULWLRQ GTXQH PDODGLH DX QLYHDX
IRQFWLRQQHPHQW GT1XQ RUJDQH /D SOXSDUW GHV ELR
F\WWRJpQpWLTXHYV VRGEWRFEGVWSD G IFRIHWWIWDBWH DYHF GIDXWL
qui mettent en évidence des altérations plus proches de la survenue de la maladie. Ces effets
ne sont cependant pas spécifiques du toxique.

Enfin il existe des biomarqueurs de susceptibilité indeflduqui prennent en compte les
différences interindividuelles qui entrent en jeu dans la réponse a une exposition a un toxique.
,OV LQWqJUHQW OYHQVHPEOH GHV IDFWHXUV GH VXVFHS'
généiques ou physiologiques par eeOH &HV ELRPDUTXHUV UHSRVHQW
polymorphismes au niveau de genes impliqués dans le métabolisme ou dans la réparation des
GRPPDJHV j O1%'1
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1. Surveillance atmosphérique

La métrologie atmosphérique vise a mesurer la concentration demrpel gazeux ou
SDUWLFXODLUHY GDQV OYDLU DPELDQW &HWWH FRQFHQWL
YROXPH GYDLU SUpOHYp UDPHQpH DX[ FRQGLWLR@QV QRUP
métrologie atmosphérique en milieu industriel et envieonentale est standardisée et répond

a des normes, européennes ou francaises déterminées par le Comité européen de
QRUPDOLVDWLRQ &(1 HW RX OY$VVRFLDWLRQ )UDQoDLVH

sont décrites eilessous.

1.1 Réglementation, BthodesdeSUpOgqgYHPHQW HW G{DQL

1.1.1 Environnement général

(Q HQYLURQQHPHQW JpQpUDO L 6ys@rfididue®\W HO § B MII&BWHL WX B Q
LQGLYLGXV PDLV OTRWWXEFHOB OPIMPFMH{GHCOBOQHXDOLWpP GH Of
G p O p J X p BtatSaDdgs @s%ociations agfeV SRXU OD VXUYHLOODQFH GH
(AASQA) chargées de mesungériodiguemenen routine des polluants réglementés grace a

des instruments de mesures répartis sur plus de 750 stations de prélevement.

Le cadre de aVXUYHLOODQFH GHV +$3 GDQV OfYDLU DPELDQW
2004/107/CE du Parlement Européen et du Conseil du 15 décembre 2004 concernant
l'arsenic, le cadmium, le mercure, le nickel, le plomb, et les hydrocarbures aromatiques
polycycliques danslair ambiant. Cette directive établit une valer cible pour le
benzo(a)pyrénde 1 ng/M HQ PR\HQQH DQQXHOOH GDQV OfDLU DPELD
LPSRVH pJDOHPHQW OD VXUYHLOODQFH GIDXWUHV +
benzo(a)anthracéne, benzo(b)fimathéne, benzo(j)fluoranthénepenzo(k)fluoranthene,
indeno(1,2,&d)pyréne, dibenzo(a,h)anthracene.

Le B[a]P faiW O TR E M HatvdeGrot® CEN RR EN 1554fii définit la méthode de
PHVXUDJH GH OD FRQFHQWUDWLRQ HQ EHG@RERMENSEUqQH G
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OTDQDO\WH GHV DXWUHV +%$3 QH IRQW SDV OYREMHW GH

recommandatiorémis par le Laboratoire CentradbH OD 6XUYHLOODQFH GH OD
/1&64% &H JXLGH UHFRPPDQGH DX12884et X/ MBWASREIr @HY QRU
PHVXUH GX %>D@3 HW DXWUHV +$3 Bdn@WX ByR2eNFERELDQW

ISO 17993pour les prélévements et analyses des HAP dans les dépots.

Concernant les prélévements, une durée de &4 c unappareil haut débit (délsupérieur a

15 nt/h) muni G T X Q HleVpréidvemenPM10 est préconisé€ette téte de prélévement

réalise une coupure granulométrique, ees6LUH TXYHOOH SHUPHW GH FDSW

particules dont la taille est inférieure a 10 Hmes supports derélevements a utiliser sont

des filtres en micro fibre de quartz avec un rendement de 99 @8 les particules de taille

de 03 pum pour le LCSQA et des filtres en fibre de verre et/ou de quartzremdement de

99,99 % pour les particules de taille @3 pum pour [ePR EN 15549.

$XFXQH UHFRPPDQGDWLRQ QYHVW pPLVH FRQFHUQDQW OHYV

La fréquence des prélévements doit étre de tous les 3 jours pour les mesures fixes et tous les 6

jours pour les mesures indicativ@sesures réaliséesH PDQLqUH GLVFRQWLQXH D>

annéeeFRQWLQXH DX FRe peYmétdink deHomple@plieédormationsfournies par

les stations de mesure fixes)

& RQFHU Qtiacdiod desTfittres eta FRQFH QW U D W L, Riiféreatds @dhHifyesd) D L W

peuvent étre utilisées indifferemment par les laboratoiessrdction au soxhlet, par reflux,

par micreondes, aux ultrasons, ou par ASE (Accelerated Solvent Extrgciitependantes

techniques de GC/MS ou HPECOXRUHVFHQFH 89 VRQWahBselpFRQLVpPHYV SF

Les résultats obtenus doivent étre exprimés enthg/m

1.1.2 Mili eu industriel

/ID GLUHFWLYH &( GX FRQVHLO HXURSpHQ GX DYULO
GIXQH pYDOXDWLRQ GHV ULVTXHV HW GH PHWdiettibph HQ SOLC
vis-&vis des agents chimiques dangereux pour les salariés.

ID VXUYHLOODQFH GH OfYH[SRVLWaR QAP BuiP &Y $a¢lpdJttesEXH GH
strictes au niveau des conditions et des techniques de préléventails (di#ns la partie

métrdogie DWPRVSKpULTXH (OOH SUpVHQWH OfTDYDQWDJH C
GIH[SRVLWLRQ JUKFH j GHV PHVXUHV GH FRXUWHV GXUpHV

caractériser la composition chimiqgue des mélanges. Un autre intérét importanssst a
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GTpYDOXHU ded] eguipembritd i protectionllective mise en place au sein des
entreprises pour réduire les émissions. Les limites de cette surveillance atmosphérique
UpVLGHQW GDQV OH IDLW TXTHOOH QH SUHK & HHXY FIRPISLW HH'
XQH YRLH GIYDEVRUSWLRQ FXWDQpH DX[ +$3 /D VXUYHL
OTXWLOLVDWLRQ GT1XQ ELRPDUTXHXU GH GRVH LQWHUQH H
OfTHQVHPEOH GHV YRLHV G YD EV RithSpvofeRpniellE maisl 8ussi R X U F H \
HQYLURQQHPHQW D O H VainsDdieldd EaEtBursLd& pustibieg (rBljviduelle

(génétigues ou physiologiques).

Valeurs limites de références

Les valeurs limites de référencemt pour but de détermindes concentrations dans
OIDWPRVSKgUH j QH SDV GpSDVVHU SRXU SUpVHUYHU OD
GIH[SRVLWLRQ SURIHVVLR @ ped @ Hninisté(ed du trevailu@lgupd L Q
valeurs sont aussi recommandées par la Caisse nidltiale I'Assurance Maladie des
Travailleurs Salariés (CNAMTS). Certaines sont réglementairement contraignantes par
GpFUHW HQ FRQVHLO GYpWDW -BAY di Qdl¢ pddiUrpail/ (@mi@nfeD UW L F C
EHQIgQH«

En France, concernant les HAP seupte>D @ 3 IDLW OYREMHW GfXQH UHFRPP
TXL HQ OYDEVHQFH GH YDOHXU OLPLWH GH FRQFHQWUDWL
PR\HQQH GTH[SRVLWLRQ 90( hjd&tav8IBY5@mEDVVHU VXU

Les mesures atmosphériques H&$? sont régies par la norrdd-NOR X 43294,

Concernant les HAP, les prélevements des molécules associées a la phase particulaire (>5
cycles) sont réalisés en piégeant la fraction particulaire sur filtre de verre, de quartz ou de
téflon (diamétre 25, 37w47mm) | OYDLGH GIXQH SRPSH GIDVSLUDWLRQ
le salarié pendant ses actéstet réglée a un débitde/IPLQ /H ILOWUH HQ WpIORQ
GH SLpJHU SHX GILB®XYVHB/MPNEHWXH OHV GHX[ DXWUHV W\T
colmaterapidementorsque les concentrations en particules sont trop élevées.

Les HAP présents dans la phase gazeuse sont quant a eux piégés sur résine amberlite XAD2
(résine de copolymére réticulée de styrene divinyloenzéne piégeant les molécules
hydroghobes).

/I NTHIWUDFWLRQ GHV +$3 VH IDLW DX VR[KOHW DSSDUHLO S

avec un solvant liquide, ou par ultrasonication en utilisant un mélange de solvants organiques.
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/ITDQDO\VH HVW HhidrhatégvipheHha&ise cigp a la spectrométrie de masse
(CG/MS) ou par chromatographie liquide haute performance (HPLC) couplée a un détecteur

a fluorescence.

3DU FHWWH WHFKQLTXH VRQW PHVXUpV OHYV +$3 JD]JHX[ H

1.2 Concentrations atmosphériquss HAP

1.2.1 Environnement général

En environnement général, levenux d+ $3 G D Q sor®® fbdulés par certains facteurs
meétéorologiquesces niveawaugmententD YHF OfLQYHUVLRQ QbPifeHdlRes p UD W X
pressionatmosphériqgque $ OTLQY H U WHG 10H$E QR QMD G L PHo@l}sest ISDU OD
décomposition thermiqueD L Q V L ToKef ¢oQrentiation en ozomt un brt rayonnement
solaire(Lodovici 2003)

/IHV SURILOV GYDERQGDQFH UHODWLYH YDULHQW HQ IRQFW
sont constants pour une méme sourdesi dD QV (ohike@ent les concentrations
atmosphériqgues en HAP montrent des variations saisonni@teEs sont nettement plus
POHYpHV HQ K Wabtidl 2083 Ra3sidl9H) fait:

- du nombre de sourseG { p P b\pW4& Rnportant a cette période, et en particulier du
chauffage domestigu@®apageorgopoulou 1999)

- G fiXmodification de la répartition entre phase gazeughase particulaire résultade

différences au niveau des températures ambiantes, la pressi@pelr, et la concentration

en particulegBaek 1991)

- des phénomenes de dégradation des HAP, en particulier photodégradation, moitasispor

en hiver et des phénomeénes de dispersion atmosphérique plus(Matéband 2005)

6L OTRQ SUHQG OYH[HPSOH GX %>D@3 HQ PLOLHX XUEDLQ
PR\HQQH IRLV S OnXée(préviddourek\2004 fdHconcentrations moyennes en

HAP mesurées sur différents sites européens figurent daableau3d
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Chap 1 Etat des connaissances
1.2.2 Milieu i ndustriel

En milieu industriel, les concentrations atmosphériques en HAP dépendent surtout du nombre
HW GX W\SH GH OfpORLJQHPHQW SDU UDSSRUW j OD VRXU
VI\VWqPH GYpTXLSHPHQW GH SURW HF YoweeQ filtkhtioh FdesH DV

émissions...).

/IHV QLYHDX][ G1TH[S R&ukanEReEIBES cob@etancyclopédie de sécurité

et de santé au travail):

f Exposition trés élevée au B[a]P (supérieure ag/ar) :
Raffineries et cokeries, unités de prddW LRQ GIpOHFWURGHYV GH JUDSKI
goudron de houille et de brai chauds
f Exposition modérég,1 a 10ug/nr) :
Alumineries aciéries
f Exposition faible (inférieure a Opig/m°) :
Fonderies, productions et application de bitumes, ateliers d@ tEPWLRQ GI{DXWRP

et garages, mines de fer et construction de tunnels.
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Tableau 3 : Concentrations moyennes des HAP en ng/fen Europe sur différents sites [Source : Ambient

Chap 1 Etat des connaissances

Air Pollution by PAH +Position Paper £July 27th 2001 +EC]

HAP Bruit de| Site rural | urbain trafic industriel
fond

Acénapthene 0,01 0,32,6 98

Acénaphtylene 0,01

Anthracéne 0,0415 0,20,6 1,1
0,00

Benzo(a)anthracene | 0,000,02 | 0,01-0,9 0,64,2 0,3742

Benzo(a)pyréne 0,02 0,022,8 0,42 0,7-3,1 0,539

Benzo(e)pyréne 0,01-0,02 | 0,181,1 0,221 0,93,7 0,6580

Benzo(b)fluoranthene| 0,000,01 | 0,040,6 0,334

Benzo(g,h,i)perylene | 0,01 0,151,0 0,52,8 1-4,7 0,7-52

Benzo(j)fluoranthéne

Benzo(k)fluoranthéne 0,040,32 | 0,21 0,317

Chryséne 0,024,4 0,32,2 0,337

Coronene 0,000,01 | 0,020,5 0,1-0,6 0,425 0,265,2

Dibenzo 0,00 0,021,1 0,060,3 0,1-0,4 0,057,5

(a,h)anthracéne

Fluoranthéne 0,14 0,047,4 42

Fluoréne 0,20,4 0,346 9,916,7

Indeno(1,2,3 0,020,04 | 0,04-0,21 |0,32,1 1,32,6 0,437

cd)pyréne

Naphtalene 1-2,5 0,310 88

Phenanthrene 0,1-0,3 0,42150 16

Pyrene 0,08 0,1-6,1 0,241,2 9,2-15 75
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2. 6 XUYHLOODQFH ELRORJLTXH GH OTH[SR)

En milieu professionnel,al mesure biologiquéa plus utiliséerepose sr le dosagedes
concentrations urinaires de certains métabolites, le recueil de ce liquide biologique étant non
invasif et facie a réaliser.Le biomarqueur de dose interne le plus utilisé pour évaluer
@fposition aux HAP est ld-hydroxypyrene (dOHP) (Strickland 1999) un métabolite
phénoliquedu pyrénequi est un FRQVWLWXDQW PDMHXU GHV PpODQJ
professionnelLe dosage urinaire dirOHP est réatié en générapar HPLC couplé a une

détection par fluoresceacLes valeurs ant données en ug/g de créatinieou en ug/L
GIXWeiHL HVW XQ ERQ LQGLFDWHXU VHQVLEOH HW VSpFL
pas cancérigéne. Son utilisation édtXVWLILpH SDU OH IDLW TXJLO H[LVWI
niveaux de 10HP urinaires en fin de poste et les concentrations atmogpbgren prene,

en HAP totauXBuchet 1992, Kuljukka 1996, Tsai 200&)en B[dP (Unwin 2006)

Le dosageurinaire du 3hydroxybenzo(a)pyrene3{OHB[a]P), métabolite du B[a]P, qui est

lui cancérigéne, a été proposé et semblerait plus pertfrenster 2008) Cependant, ses
concentrations urinaires sont nettement pduislesque celles du IOHPG 1 XQ IDFW.HXU !

Son utilisation est actuellement en cours de validation.

Valeurs et limites de référence
,O QYH[LVWH SDV GYLQGLFH ELRBQR JHsTHXAP ayaftHaERV LWLR Q

réglementaire en France méasvdeur de 1,4ug/g de créatinine a été proposée comme valeur

limite audela de laquelle des effets cytogénétiques sont observés dans des lymphocytes de
sujets exposégBuchet 1995) ' fautre part, des valeurs de référees concernant la dose
urinaire de 10HP excrétég OD ILQ GIXQH VHPDLQH GH WUDYdLO ILQ |
été proposéeLes valeurs ont été établies a grBol/mol de créatinine et de 4 8nol/mol
respectivement pour les salariés des fourszobe etde OD SURGXFWLRQ GTDO
(Jongeneelen 2001)Plus récemment, ne valeur seuil est proposée paAnierican

Conference ofjovernmentalndustrial HygienistsACGIH) pour le 2OHP a 1 pg/LG T XULQH

(~05 umol/mol de créatininecomme valeur au dela de laquelle on peut considérer qu'il y a

ungexposition professionne‘(e!\CGIH 2005)
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En environnemeangénéral, ces méthodes de dosage urinaires de métabolites des HAP sont de
SOXV HQ SOXV XWLOLVpHVY HW SHUPHWWHQW HQ SDUWLFXO

sujets fumeurs et non fumeurs.

3. Problénatique des mélanges DSSUR FKHWalHddh Xes OfpY

risques pour la santé humaine

I THVWLPDWLRQ GHV ULVTXHV OLpV j OTH[SRVLWLRQ DX[ +9%
populations sont pratiguement toujours exposées a des meglamgvent complexes et divers

ce qui les rend difficiles aaractériser. Afin de contourner cette difficulté, différentes
DSSURFKHV V{DSSX\DQW VXU XQ FRPSRVp GH UpIpUHQFH
composés du mélange ont été élaborées.

'‘DQV FHWWH DSSURFKH OHV GRQQpPAN BX MKRHL PYW @ LRAEDADH &
ensemble de mélanges sont appliguées a un autre mélange qui lui ressemble suffisamment
DILQ GfHVWLPHUQWHW @\ \GTKK D GRWHFKH] OfKRPPH

3.1 ApprocheDU OHV )DFWHXUV GY(TXLYDOHQFH

Le concept déacteur G pTXLYDOHQFH WRI[LTXH )(7 D pPHUJp HQ
valeur toxicologique de référence pour des effets cancérigénes induits par un mélange de
FRPSRVpV FKLPLTXHPHQW S UR Hidtihes,il'd[ddeEERMG alxFHBR L T Xp D X|
Ces FET sont des coefficients de pondération qui expriment la toxicité relative de chaque
substance de maniére individuelle par rapport a la substance de référence de léidatille
benzo[a]pyréneauquel on assigne un FET deDins cette approche, on consalél) que les

doses et les effets de chacun des compdsésélange sont additifs, (2) qu'il n'existe pas
d'interactions antagonistes ou synergicgrse les composés du mélange et (3) qu'ils agissent
selon le méme mécanisme d'actitoxique. Cette approhe permet de sommetes
concentrations atmosphériqueéss HAP d'un mélangen les pondérant par des FET établis

par rapporta un HAP considéré comme réféerenBga{P). Cette valeur esxprimeée par la
guantité eréquivalent toxique (TEQ).

64



Chap 1 Etat des connaissances

Il convient denoter cependant que les études expérimentales disponibles sur des HAP pris
individuellement ou en mélange montrent que les trois conditions citées précédemment n'étant
pas réunies dans le cas des HAP, I'application de ce concept peut conduire a umasanest

ou a une sasestimation du risque3R XU r'WUH LQFOXVHV GDQV OYDSSUREF
doivent remplir les criteres suivants

-Structure chimique proche deslychlorodibenzep-dioxines et dibenzofuraneBCDD/R

-Liaison au récepteukhR

-Induction, via cette liaison aAhR, de réponses biochimiques teixiques similaires aux

PCDD/F

-Propriétés de persistance et de bioaccumulation

Les FETsontétablis sutes bases de données biologiques et biochimidresité est donnée

aux étudesn vivo par rapport aux études in vitro selon la hiérarchieasté. chroniques>

subaigués aigués. /HV pWXGHV SULVHV HQ FRPSWH FRPSUHQQH
HQJ\PDWLTXH WpUDWRJIpQgVH WR[LFLWp KpSDWLTXH HW Ft
Les études dong terme sont a privilégier ainsi que les effets cancérogenes et les effets se
produisant aux expitions les plus faiblegSafe 1997)

En ce qui concernedeHAP,desFET on été étaldipardifférentsauteursP DLV DXFXQH QYD |
OfREMHW GTXQ FRQVHQVXV J/HV SUalgealds DIXK)\H VEBIEO 8@ XV
utiliséesétant cellede Niesbet et LagofNisbet 1992)

Avantages et limés du concept
Le concept de FET présente plusieurs avantages

1) Lerisqueattribué a une substance chimique bien définie peut étre évalué

2) L'estimation du risque est basée sur des publications qui ont été validées.

3) Cette approchest relativemenfacile a appliquequdles quesoient lessources

d'émission deBIAP.
Néanmoins son application est limitée pour les motifs suivants

1) Le risquepeut é&re so usHVWLPp SXLVTXYLO QH SUHQG HQ FRPS
lesquels de donnéesoxicologiques exdtent.

2) L'estimation du risque dépend de l'extrapolation des études animales a I'homme
sans tenir compte des différences biologicgiastantentre les deux.

3) &4H FRQFHSW UHSRVH VXU XQH K\SRWKqgVH GYDGGLWL
au seindes mélanges ne sont pas prises en compte.

4) Les effets cancérigénes pouvaétre induits par des substaneesres que le$lAP

présents dans lmélange ne sont pas pris en compte.
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/[YTDSSURFKH SDU OHV 7() HVW GRQF XQH difed 8dd mélanges. QW p U |
mais elle repose sur des hypothéses simplifiées pouvant colduire sougstimation du

risque.

Tableau4 3ULQFLSDOHYV WDEOHV GH IDFWHXUV GYpTXLYDOHQFH WRJ[LTXH

INERIS
Substance (Doonaer

2003)
Acénaphténe 0,001
Acénaphtylene 0,001
Anthracene 0,01
Benz[a]anthracene 0,1
Benzo[a]pyréne 1

Benzo[b]fluoranthene 0,1
Benzolg,h,i]perylene 0,01

Benzo[K]fluoranthene 0,1
Chryséne 0,01
Coronéne 0,001

Cyclopentajc,d]pyrene 0,1
Dibenz[a,c]anthracene 0,1
Dibenz[a,h]anthracéne |1

Fluoranthéne 0,001
Fluorene 0,001
Indéno[1,2,3cd]pyréne 0,1

Naphtaléne 0,001
Phénanthrene 0,001
Pyréne 0,001

2-Methylnapthtalene -

Nisbet
Lagoy
(Nisbet
1992)

0,001
0,001
0,01
0,1

1

0,1
0,01
0,1
0,01

5
0,001
0,001
0,1
0,001
0,001
0,001
0,001

eUS EP/£
(USEPA Thorslund
1984, (Thorslund g]#u ilgg4)0he
USEPA 1991)
1993)
0 ND ND
0 ND ND
0 0,32 ND
0,1 0,145 0,013
1 1 1
0,1 0,14 0,08
0 0,022 ND
0,01 0,066 0,004
0,001 0,0044 0,001
1 1,1 0,69
0 ND ND
0 ND ND
0,1 0,232 0,017
0 ND ND
0 ND ND
0 0,081 ND
0 ND ND
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V. Présentation du sujet de these

Les HAP VRQW GHV FRPSRVpV XELTXLWDLUés\ivealk defHQYLU
concentratiorsont WUqV YDULDEOHV HQ |IRQuEWURGR réside@diX W EDQLVL
trafic, et peuvent atteindre des concentrations particulierement élevées en milietieindust
HQWUDVQDQW XQ ULVTXH SRXU OD VDQWp GHV VXMHWV H
populations auxHAP est donc un enjeu considéralgeur estimer les risques sanitaires
notamment cancérogenes des populatienpasse par le développement ldemarqueurs
GITH[SRVLWLRQ HW GH ELRPDUTXHXUV GYHIIHW JpQRWRIJ[LTX
Alors que & génotoxicitédu B[a]P a étélargementétudiée,il existe beaucoup moins de
GRQQpHV VXU OHV PpODQJHV GT+$3 2pbsteld ¥ dSsREM@ESW LR Q
complexespouvant exercer entre eux des effets atijitsynergiques ou inhibiteurs de
SROOXDQWY GRQW OD FRPSRVLWLRQ FKLPLTXH HVW WUQqgV )\

/IYREMHFWLI GH FH®WH MagVabindd ManbnGip@dntiel génaixique du

BlalP enPpODQJHV j WUDYHUV OTXWLOLVDW Isi& @ rodelEdeRPD U T X
cellule en cultureCeci impliqueG Tp WIESPLpHF D QLVPHYVY GIDFWLRQ JpQRWRJL
GT1+%$3 DEvaueGY les composants du mélange exercerntbtplun effet additif,

synergique ou inhibiteur/ I DFFHQW D p\B[a]PP $evl NARPLA & dir été démontré
FDQFpURJgQH SRXU O 1K Reédhsl ntdtagende QPP WD EROLWH

Adduits GH O fé 'stress oxydargont des événements génotoxiques pouganduire a
OfDSSDULWLRQ GH PXWDWLRQV SRLQWYV FOpV GDQV OD VX
La formation des adduits mais également les dommages oxydatifs consécutdgcles

rédox opérgpar lesHAP o-quinones et lors du fonctionnement des CYP4&iht investigés
dansuneOLJQpH FHOOXODLUH &fasd Sdes\HAF pwdbu e MdyBsL Q V

8QH SDUWLH GH FH WUDYDLO HVW FRQV DdtBa® gurpliipW X GH (
GHV PpODQJHV ELQDLUHVB[GR D82 H Cuisidpiswies@ffets a@ditifs,

synergiques ou inhibiteurs de ces mélanges.

La modulation de la génoxoticité dd{a]P liee a lacompositiondes meélanges egnsuite

investguée G T X Q Ha pddtiddd's melanges atmosphériques collectés sur différents sites
industrids ou environnementaux eG 1D X8\ DUMHVN SDU GHV PpODQJHV GT+8$:
synthétiquement reconstitugsSDUWLU GT+3$3 SXUV
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Enfin dans une derniere partie plus appliquée tests des cometes et la mesure des adduits
%3'(j O1$'1T RQW pWp MHIFVGEGHY *KMUHDDWY GTpFKDQWLOORQV
VXU GLIIpUHQWY VLWHY HQYLURQQHPHQWDX[ FHFL DILQ G
GH OD JpQRWR[LFLWp GH OYDLU DPELDQW

Pour conduire ce travaille test des coméetes mesurant les cassure OT1$'1 DLQVL TXH
PHVXUH GHV DGGXLWV %3'( j O7$'1 SDU +3/& 06 06 RQW
complémentaires permette@ THVWLPHU OHV G H Xdoniages géereied/pdrides HYV G H
HAP : lésions oxydativesH W D G G X L WL¥s jesD §itifisds ont & choisis en raison de

OHXU VLPSOLFLWp GH PLVHdps éXgradde spabifictde Xétedtidn®l G L W p
la sensibilitéde la détection par spectrométrie de masse en mode taedefont une
WHFKQLTXH GH FKRL[ SRXU 4 pa@IEBBRIN H 1 M\XK B & XHWW JR@ |
XQLTXHPHQW VXU OD P HV\NRAGuUOGatidud raGritaXdmant ¥o81é lors
GIXQH H[SRVLWLRQ DX %>D@3

/IH PRGqQOH FHOOXODLUH HVW OD OLJQpH GTfKpSDWRF\WHYV |
cible desHAP car ilsne génerent pas de cancdtsfoie PDLV FRPPH QRXV OfDYRQ
possedet de nombreuses enzymes de phaselW GH SKDVH ,, LQWHUYHQDQW G

détoxification de promutagenes et de procarcinogenes dBfd]R
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ETUDE DES HAP PURS SUR LA
LIGNEE HUMAINE HepG2
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CHAPITRE 2-ETUDE DESHAP PURS SUR LA LIGNEE
HUMAINE HEPG2

|. Effet du B[a]P seul sur les cellules HepG2

$YDQW GfpYDOXHU OHV GRPPDJHV j O1%$'1 LQGXLWYV ORUV
GipYD®OXHF\WRWR[LFLWp GH FH FRPSRVp DILQ GH VpOHFWL
pas ou peu la viabilitéLes cellules sont expos® a du B[a]P en solution dans du
diméthylsulfoxide (DMSO) dilué dans le milieu de culture.

Dans toutes les expériencesXxQ FRQWU{OH QpJDWLI HVW LQFQ¥V ,0 VT
% de DMSO.

1. Cytotoxicité duB[a]P

/TLQFXEDW LR Qeibny 14 BvedEsbhdentrations Ba]P DOODQW UMXV T X T
QYD SDV G ®fle@eduGldabilité cellulairanesurée par le test dB:[4,5-dimethyt

thiazol2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromideu MTT. A cette concentration, la viabilité est

supérieure a 8%. La DLsg est estimée a 64M de B[a]P (Figure23).

Figure 23: Cytotoxicité duB[a]P ] GHV FRQFHQW UD W L R@Wdan®les Rellués Mep@a X 1 j
exposées pendant4lh par le test du MTT. *p<0,05, **p<0,01 par rapport au contrdle DMSO
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2. )RUPDWLRQ GHV FDVVXUHV GHepGf$'1 G

exposees aB[a]P

21 &LQPWLTXH GH IRUPDWLRQ GHV FDVVXU
OTH[SRVB[H#FL.RQ DX

$ILQ GTpYDOXHU OH WHPSV GYLQFXEDWLRQ SHUPHWWDQW
FLQpWLTXH GH IRUPDMDNR@teGEIEEDVVXUHY | OF
La gXDQWLWp GH FD Vivwexused YarGaHm&@Hpae IJdes cometes calibades les
cellules traitéesavecdu B[a]P a8 pM de 0 a 24h DXJPHQWH DYHF OH WHPSV
Figure24). Cette augmentation se fait eppl2ases le nombre de cassures augmente de facon
linéairedans lesB premieres hX UHV G YL Q F X E-@e\&, lER €ass@eslcuntiDuent de se
former mais de facon moins importante. &tendance a uplateau esbbservé audela de

K GILQFXEDWLRQ
Afin GTREWHQLU GHV LQIRUPDWLRQV VXS 3Oqatt® e®LUHYV V)
oxodQuo estmesurée dans les cellules traitéesc8 pM deB[a]P ] GHV WHPSV GYLQFXE
de 0 414K $XFXQH DXJPHQWDWLRQ VLJQLILFDWLVYa€u® D SX 1
RVFLOODQW DXWRXU G 101QH:+ IEIBQAICVS por REbAEQ H G H

Figure 24 CLQpWLTXH GH IRUPDWLRQ GHV FDVVXUHV GH Of8W@GDQV OHYV
B[a]P pendant 24h
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Nous avons ensi@ détermineOHV TXDQWLWpV GH FDVVXUHV HW GYDGG
concentrations croissantes de B[a]P.

22 FRUPDWLRQ GHV FDVVXUHV j Of$'1 H

concentration eB[a]P

ITLQFXEDWLRQ GHYV R addeOckrae¢hivat®nt QraidBémB[a]P allant de 0 a
20 UM entraine une augmentation do&ep SHQGDQWH GH OD IRUPDWLRQ GHYV
Figure25) qui estvisible a partir d&. uM. A 8 uM (Figure26), la quantité de cassures

augmente de 12% par rapport au contro@MSO.

Figure 25 &DVVXUHV GH Of$'1 LQGXLWHY GDQV ChHdVdes H@neexti@tlens +HS* H|
croissantes de B[a]Rallant de 0 & 20uM
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Figure 26: &DVVXUHVY GH Of%$'1 LQGXLWHYV GDQV Ioa¥s eodcerrationdV +HS* H[SRV
croissantes de B[a]P de 0 & uM

3. Formation des adduits BPEE2-G*XR | O{$'llelGDQV
cellules HepG2 exposées B[a]P

La mesuH GHVY DGGXLWV V{HVW SRUWpH XQINZdGUB H@W VXU O
formé en majorité et pour lequel nous dispasdB 1XQ VWDQGDUG GH FDOLEL
permettant de quantifier les adduits dans les échantilips HPLC/MS/MS (voir

chromatogramngFigure27).
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Figure 27: ChromDWRJUDPPH REWHQX HQ +3/& 06 @6400 Ridlie staHdaOdBPOM HFW LR Q
N2-dGuo permettant la quantification des addits dans les échantillons a tester par calibration externe.

3.1 Cinétique de formation des adduits BRDE-G*XR j O7$'1
LQGXLWHY SDU OTH[SRVLWLRQ GHV FHOC(
0,25 et8 uM de B[a]P

$ILQ GTpYDOXHU OH WHPSVGH REQHXELDWYW ORQP 5 HLLPPRARNGWDGWS >
dGuo, une cinétique a été réalisée.

La cinétigue de formation des adduits BRNE-dGuo mesurée par HPLC/MS/M8iffere

sdon les concentrations de B[a]P
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Pour uneconcentratiorfaible de B[a]P de 025 uM

Figure28

, OH PD[LPXP GYDGGXLWYV

HVW DWWHLQW UDSLGHPHQW DX ERXW GH K GY{LQFXEDWI

MXVTXKJGTILQFXEDWLRQ

Avec une concentration 32 fois plus élev8euM de B[a]P

Figure 29’, il se forme autant

G 1D G G alows\yuMratfcours des quatre premiéres heures. La formation des adduits se
poursuit entre 4 et B, puisune augmentatiotrés rapide est observée entre 8 eh,ldvant
G 1D Wi plape@UJD TXDQWLWp PD[LPDOH GiiDE Sdvie¢d UNR UP pV H\

T X 7 R5 uM.

Figure 28: Cinétique de formation des adduits BPDEN2-dGuo lors du traitement des cellules HepG2
avec 025 uM de B[a]P. Les quantits GTDGGXLWV VRQW PHV XdtZKV ANMEQFKEDWLRQ
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Figure 29: Cinétique de formation des adduitBPDE-N2-dGuo lors du traitement des cellules HepG2 par
8 UM deBJ[a]P. Les quantittesGTD G G XLWV V Rppéd/2,RIHY M eRHK ®ITLQFXEDWLRQ

3.2 Formation des adduits BPDE2-G*XR j O7$'1 HQ IRQF)

de la concentration eB[a]P

ID TXDQWLWp GINR2EGIXRWYpOQ@mWUHPH ORUV GH OTH[SRVLWLRC
concentrations d8[a]P de 0 a 2QuM pendant24 h augmente de facon linéaifd XV T X T

MM puis tend vers un plateau a des doses plus él¢vigpse 30).

Figure 30 4XDQWLWp G9DGNZHEGW \fore8 ' (ors du traitement des cellles par des
concentrations croissantes de B[a]P de 5, 10 et @M pendant 24h
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4. Conclusion

Le B[a]P génére des cassures détectapimsle test des cométd3 X QLYHDX GH Of$'1
cellules HepG2 a partir de uM et des adduits BPDE2-dGuo a des concemtions encore
plus faibles.

6L OfRQ FKFRPSBUHROWHY GHVY GURLWHYV GH IRUPDWLRQ GHV F
fonction de la concentration en B[a]P (0 a|iMd), ces pentes sont respectivement égales a
0,03 et 2,86.lIressort que le B[a]P génepeesque 100lRLYV SOXV GIDGGXLWV %3
FDVVXUHYV j O7%$'1

/IHV TXDQWLWDpV G1DG G X k téMldd Wp@EHexpobaes/&K[b] Piavig@edteny O H
de facon doseéépendante/H FDOFXO GX UDSSRUW TXDQWIsWgntré DG G XL
que das lesdeux premierelK H X UHV G T 1a@ BN, BaAptoRUQ majoritairement plus

GH FDVVXUHVXBHGH D &' G XTAWelaWe3 X, la formation des adduits BPDE

devient plus importante que la formation des cassures.

Pour la suite des expériaag; une concentration dfa]P H WHAR el uM a été choisie,

FHWWH FRQFHQWUDWLRQ pWDQW QRQ F\WRWR[LTXH 'H SO
permettant de détectdes cassuresGH O{$$1LQ GIREWHQLU GH SHUPHWWU |
maximXP GH GRPPDJHV j O1%$'1 WRXW H@ OUHPR.SWD G . Q BX E \DWRLV
K D pWp UHWHQX 'H SO XYV coffgdpotdHB8 \a ferfhat@ri- dek Dassures

comme celle des adduits au début de la phase de plateau.

E""f1- 11 fHAPparticulaires sur les cellules
HepG2

En plus duB[a]P, les effets cytotoxiques et génotoxiqués 9 autres HAP particulaires
classiguementPHVXUpV GDQV OTDWPRVSKgqUH HQ PLOLHX HQYLI
industriel aété évalué sur les cellules H&p. Les concentrations atmosphériques de ces HAP
VRQW VXUYHLOOpHV GDQV O iRivitd; RW&Kglhhde m&)s éhBIemeRIQ G H

en raison de leur qualité en tant que traceur de sources.
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Dans un premier temps, la cytotoxicité de ces differeAB & 1 et8 uM a été investigué

dans les cellules HepG2

1. Cytotoxicité de différents HAP particulaires a 8giM

ITLQFXEDWLRQ GHV FHOOXOHV +HS* Henhd&tUpNWHQEH GHV
concentration del pM diminue la viabilité cellulaire parapport au témoin DMSO, a
OTH[FHSWLRQ GX %>D@$%$ HWdis@Xe valiiE caluthive\kes@ XuErigure
a 70 % sauf avec leB[g,h,i]P, le DB[a,h]A et le Chr(Figure 31). A 8 uM, la viabilité
celluaire GLPLQXH SRXU OYHQVHPEOH GHVab®RkE SaBfday lddW UHV\
cellules traitéeavec duB[K]F, B[g,h,i]P, Chr etDB[a,h]A (Figure32).

*%
*% %

Figure 31: Cytoto[LFLWp LQGXLWH SDU O TH][ SiR&vdni&y/ HAPG 1M Yerddr® AKX OHYV DYHF
Résultat issu de 2expérienes indépendantes avec *p<05, **p<0,01 et ***p<0,001 par rapport au

contr6le DMSO

---- Viabilité mesurée dans les cellules traitéemsvecdu B[a]P 1 uM
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*%
**

*%k * ** *

Figure 32: C\WRWR[LFLWp LQGXLWH SDU OfH[SRVLW IBRIQ péndavit EHO O XOHV DYH
Résultat issu de 2expériences indépendantes avec *ps@b, **p<0,01 et ***p<0,001 par rapport au

contr6le DMSO

_Viabilité mesurée dans les cellules traitéemvecdu B[a]P 8 uM

2.Cassure§ OT$'1l LOQGXLWHY GDQV OHV FHOO
a differents HAP

Le traitement des cellules HepG2 pendanhkh préence dedlifférentsHAP pursa 1l uM
QetfitraineSDV GIDXJPHQWDWLRQ VLIJQLILFDWLYH GHV FDVVXUL
négatif(Figure33).
3DUPL OTHQVHPEOH GHV +$3 OH %>D@3 HVW FHAXPKE SRXU C
forte concentration8 uM, (Figure34) tous les+$3 | O TH[FH SWeERE@ntGIX plBsU

grand nombre de cassurgsO $'1 T Bddtr@ethégatibien que les différences ne soient

pas stastistiquement sign#itives.Les cassures les plus importantes sont observées dans les
cellules traitéeavecduB[a]P HW GH O¢,3
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Figure 33: &DVVXUHV LQGXLWHYV SDU OfLQFXEDWLRQHSHPMIrSFHOMIXOHY +HS
pendant 14h. Pasde différences significativegar rapport au contble DMSO

Figure 34: &DVVXUHV LQGXLWHY SDU OfLQFXE D iieteRt® HERHpMIrsFHOMX OHV +HS
pendant 14h. Pas de différences significativepar rapport au contdle DMSO

3. Conclusions

Les différents HAP & uM, Qefitrainent une mortalité cellulaisepérieuré 30%, a
OYH[FHSWLRQ GX %>J KHW@BYTH @) RAHEHEESDWLRQ VLIQLIL
FDVVXUHYV GH O1$'1HeibQ &kposdes padhtOlah XA étte concentratign

seulle B[a]P, entraineune augmentatiosignificativedes cassuresaprapport au contréle

négatif4 XH FH VRLW | RX j —0 DXFXQ +%$3 QH IRUPH SOXV Gt
Bla]P.

80



CHAPITRE 3

ETUDE DE MELANGES
6<17+(7,48(6 '1+$3

81



&KDS (WXGH GHV PpODQJHV VIQWKpWLTXHYV GT+$3

CHAPITRE 3-ETUDE DE MELANGES SYMWETIQUES
DI

|. Modulation de la génotoxicité du Bl[a]P par les autres
HAP en mélanges binaires en co-traitement

1. Effet duB[a]P HQ PpODQJH ELQDLUH pTXLPRODLL

particulaires

1.1 Cytotoxicité duB[a]P en mélange binaire

En mélanges équimolairesl (UM) les cellules cetraitéesavec B[a]P+B[k]F, B[a]P+Chr,

B[a]P+B[g,h,i]P pendant 14 (Figure35) ont une viabilité cellulaire inférieure a %0 par le
test du MTT /THIITHW OH SOXV LPSRUWDemMdN weRlIBBEWA p ORUV

avec une viabilité cellulaire inférieure a 30

*%

Figure 35: Cytotoxicité du BaP en mélange binaire équimolaire(pM DY HF G D X tatshey +$3
cellules HepG2 traitées pendant 14. *p<0,05 et**p< 0,01 par rapport au contréle DMSO
---- Viabilit¢é mesurée dans les cellules traitéemvecl uM de B[a]P
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1.2 &DVVXUHV j Of$'1 LQGXLWHY GDQV OHV F
duB[a]JPen mélangeELQDLUH DYHF GI{DXWUHV +$

Parmi les mélanges binaireB[a]P + HAP particulaires classés dans le groupe des

cancérogenegrobables ou possiblear le CIRC les mélangeB[a]P+DBJa,h]A B[a]P+IPet

B[a]P+BbF (Figure 36) entrainentune augmentation du Tail DNA despectivemendl5 %

pour le premieet 30 % pou les deux autres paapport aB[a]P pur. Ces mélangesemblent

donc augmenter les quantités de casspaegapport alB[a]Pseu DORUV TXYILAQV QTHQ\
SDV G1DXJP HiwWwieVde BaQsugapiand ils sonpurs En revanche, aucun effet
SRWHQWLDOLVDWHXU RX LQKLEL WididtdeqBfafP\aveéc ek gutie) pY LG

HAP classés 3 onon cancérogendEigure37).

**

Figure 36: & DVVXUHV j O7%$'1 LQGXLWHYV SDU GX %D3 HQVP DOMHFJ B THXQDU W
HAP classés dans la catégorie 2A ou 2B par le CIRgans les cellules HepG2 exposgpendant 14h.

Résutat issu de 2expériences mdépendantes avec *p€,05 et**p< 0,01 par rapport aux cellules traitées

par le B[a]P
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Figure 37: &DVVXUHV j O7$'1 LQGXLWHYV SDU GX %D3 HQVP DOMHFJ B THXQNDU W
HAP classé dans la catégorie 3 ou non cancérigénes par le CIRdans les cellules HepG2 exposge
pendant 14h. Absence de différence significativ@ar rapport au B[a]P

1.3 Formation desadduits BPDEN2-G*XR |j Of$'1 GDQV (

cellules HepG2 exposées a B[a]P en mélange binaire avec
GIDXWUHV +83$3

Le B[a]P al uM génére environ 1,5 adduits BPDE-G*XR j O1$'1 *ShiRclatides

(voir chromatogram@. En mélange binaire équimolaire g(M OH %>E@) HW C
potentialisent la quanW p GYIDGGXLWYV 9%Fgute 39O TEHIWWH TXDRRWLWp (
augmente en moyenne de %3 66 % et 53% respectivement dans les cellules trait@esc

les mélanges B[a]PH, B[a]P+B[b]F et B[a]P+DB[a,h]A.

Le cotraitement des celluleavecdu B[a]Pet du %>D@$ QYD SDV GYHIIHW VLJ
IRUPDWLRQ GHV DGGXLWYV %3'(j OY%$'1 SDU UDSSRUW DX %>

84



&KDS (WXGH GHV PpODQJHV VIQWKpWLTXHYV GT+$3

Figure 38: Chromatogramme obtenu lors de la mesure des adduitsDE-N2-G*XR j Of$'1l GDQV OHV
cellules traitéesavec 1 UM de B[a]P a) ou dans les cellules traitéesvecdu DMSO b)

Seul leB[KIF LQKLEH IRUWHPHQW OD IRUPDWLRQ GHV DGGXLWYV
GH OD TXDQWLW p%Gidr&paox L2 Yui @3t observé lors du traitement des

cellules par d[a]P pur.

Les HAP non classés cancérigenasclassés ¥ HORQ OD FODVVLILFDWLRQ GX &

paslaTXDQWLWp GﬂDG@p(arleB‘{a]P/({Bg(lrdAQ.GXLW
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K%k *% *%

K%k

Figure 39: AGGXLWYV | 098 phr dQEaR efVmélange binaire équimolairel( uM) avec GID XWUH YV
HAP classés dans la catégorie 2A ou 2B par le CIRC
Résultat issu de Z2xpériences indépendantes avec *fs5, **p< 0,01 et ***p< 0,001 par rapport au B[a]P

Figure 40: AGGXLWYV | 0198 phr dQEBaR keVmélange binaire équimolairel(pM DYHF GIDXWUHYV
HAP classés dans la catégorie 3 ou non cancérigénes par le CIRMsence de difféence significativepar
rapport au B[a]P

B[b]F et B[k]F sont deux HAP ayant des struschimiques assez similaires podadt tous

les deux une région baiePourtant, en mélange avec Bfa]P, ils entrainentdes effets

totalement différents, IB[b]JF etD QW | IOJHR WBLIIXQ HIIHW SRWHEBKEDOLVDW
esti RULILQH GT1XQ HIiniteal deQaekdribation ldes lddduiXs BRNE-dGua

Nous nous sommes donc intéressés a ces deux mélanges en particulier.
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2. (WXGH GH BIN]A et dUB[k{E >sur la génotoxicité du
B[a]P

$ILQ GTpYBIOXMWYMDX G 9DGGXH\WW RHENSHOU Y iz fiff&PenceS D U
au niveau de laitesse de formatidaliminationdes cassres et des adduits BPDE indvjiar
le B[b]F ou leB[K]F, la cinétgue de formation de ces dommages est mesurée dans les cellules

HepG2 traitésavecdu B[a]P pur ou en mélangequimolaire (1 pM).

21 &LQpWLTXH GH IRUPDWLRQ GHV FDVVXUFE
mélanges binaireB[a]P+B[b]F et B[a]P+B[K]F

Comparé aB[a]P pur, O 1 D M R[i]Met & B[K]F ne modifienti la vitesse déormationni
la quantité deFDVV XUHYV (Figlr§4l)1Les cinétigues de formation de cassures de
O71%$'1 UHIO pW gal\DNABNt @éhiques pour lB[a]P seul ou en mélange.

Figure 41: CLQpPWLTXH GH IRUPDWLRQ GHV FDVVXUHV j O71%$'1 LQGXLWHYV SD
équimolaire (1 uM) avec du B[b]F ou du B[K]F
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2.2 Cinétique de formation des adduits BPENR2-dGuo par le

B[a]P seul ou en mélange avec B[b]F ou duB[k]F

On obtient des profilde cinétique de formatio®s § D G &3XelsimiNairespour leB[a]P seul

et le mélange BaP+BkiFigure42) : le pic de fomation des adduits BPDE est atteint plus

rapidement dans les cdlis exposées aB[a]P pur ou en mlange avec I8[K]F (4h) que

dansles cellules traitéesvecle B[b]JF (8h). Auu-GHO] OD TXDQWLWp GIYDGGXL!
atteirdre un plateaentre 14 et 24 h quelque s6iOTfH[SRVLWLRQ

En revancheles TXDQWLWpV G D G G Xdovs Jue/dhQIe$ cellulebprdité&yee H V

le mélangeB[a]P+BJ[K]F il existeune inhibition de la formation des adduits BPDE par rapport
auBJ[a]P pur a partir de & etce, MXV T XK jG YL Q F X BbWpokeQlialiS€eHa formation

des adduits BPDE adela de hetce MXVTXHGTLQFXEDWLRQ

Figure 42: Cinétique de formation des BPDEN2-G*XR j Of$'1 LQGXLWHYV SDU GX % D3 VHXO
binaire équimolaire (1 uM) avec du B[b]F ou du B[K]F

2.3 Formation des adduits BPDEI2-dGuo par leB[a]P en

présence de différentes concentrationB[igF et deB[k]F

/IfHITHW GH FRQFHQWIL2D A8 uRR)QaB[B]E ¢ ldeBK[FQW B fdrmabn des
adduitsBPDE-N2-dGuo par le B[a]Pestévalué en céncubant les cellules HepG2 avec du
BaP1 uM et différentes concentrations de B[b]F ou B[K]F pendarti.14
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-XVTXIYM, leB[b]JF QTD SDV GTHIIHW VXU OD IRUPDWDRD GHV D(
UM de B[a]P @. Un plateau est atteint & partir de 1 (dé BbJF $ OTLQYHUVH

I TLQKLELWLRQ GH OD IRUPDW LEKF 6sHasond@ratisn tépendaste( S D U
Figure44 HW V{H[HUFH PrPH j IDLEOH FRQFHQW&UmWuRQ DYHF
concentration d&[k]F de0,25 uM.

/1 ,s% est évaluée ent@25 pMet 0,5uM.

Figure 43: Effet de la concentration en B[b]F sur la quaQ WL W p GBHEDG-82ZdGdo\Mormés par du
B[a]P 1 uM en cotraitement pendant 14 h

Figure 44 (IIHW GH OD FRQFHQWUDWLRQ HQ 9%PDE®2-deXodordds parXdd QWLWp G
B[a]P 1 pM en cotraitement pendant 14 h
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3. Conclusion

Alors que le B[b]F oue B[k]F ne modifient ni la tesse de formation, ni la quantité de

cassure j O $'1t =114 h, la formation des adduiBPDE-N2-dGuoentre dans une phase

de plateau que ce soit avec Bfa]P seul ou avec les deux maéiges. Les effets
potentialisateurs dB8[b]F et inhibiteurs duB[KIF QH SHXYHQW GRQF SDV V{H[S(
différence de cinétique de la formation des adduits3'( TXL VHUDLW OH UHIC
DFFpOpUDWLRQ RX DX FRQWUIB fddnhhtid/dlixiQatiohDdedH &uvitsV V H P H ¢
BPDE.

Ces résultats ne permettent pas de déterminer les mécanismes par lesquels ces HAP exercent
leur action potentialisatrice ou inhibitrice. On peut toutefois penser que ces snéesusiont

de nature différentearle B[K]F inhibe en effet la formation des adduits BPDE de facon-dose

dépendante alors queBgb]F semble avoir un effet seuil.

Afin de déterminer si les effets potentialisateurs/inhibiteurs observés lors-tdaitement
sont GXV | OYDFWL B deur HAR @nékts dans le mélangau par un autre
mécanismeun prétraitemenpar duB[a]P pur ou par les autres HAP pendartt 8st réalisg¢
avantque les cellulese soienttraitéesavec8 UM deB[a]P pur (aprés avoir retiré le milieu de
culture de prétraitement).
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N

. ‘t—Zf—-<e 1% Zf %ote'—'Sc...<—x tT— f 72
prétraitement cellulaire par des HAP

1. (ITHW GTXQ SUpW BRPWHRHE WA Bus sBia
IRUPDWLRQ GHV GRPPDJHV j 01$'1

1.1 (ITHW GTXQ SUpWUBRW & B,EBQUM s&DdJ G X
cinéique de formation des cassures et des adduits BRBE
G*XR j O71%$'1l LQ@BEIPEAMSDU G X

$X QLYHDX GH OD IRUPDWLRQ GHV FDVVXUHV GH 0f$'L O
YLWHVVH GH IRUPDWLRQ QL VXU O:QhTenBQh@h)ﬂ FDVVXUFL

Concernant la formation des adduBDE-N2-dGuo(Figure45|b), les cellules préalablement

traitées pendant B avec0,25 pMdeB[a]P D Y D Q Wexpdseds & HM de B[a]P génerent

SOXV G BPOENRDBUYA t=2 h et t=4 h par rapport aux cellules non prétraitées.

Aux plus fortes concentrations de prétraitemézg niY HD X[ GIDGGXLWYV VRQW LGF
un peu plus faibe(2 uM).

Les nivHD X[ G 1 DEN®XLIW M Q Middi@z\Wa cerizentratiodu prétraitemenéen B[a]P
augmente{Figure 46/a). LHV QLY H D X [ BBOENZ-@G0b Megurés dans les cellules

aprés 2h de prétraitement, soit a=t 0, ains que 2h et 4h apres le prétraitemesont

identiques quelque soit la doseRia]P.

Un prétraitement de B par duB[a]P potentialise donc la formatiotles adduit8PDE-N2-
dGuoj Of$'1l SDU UDSSRUW DX[ FH@a6 XAMHW QLR ERUspré YIDE 8/ |

similaires quelgue soit la dose BR]P utilisée pour le prétraiteme(figure46(b).
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a) b)

Figure 45;: (IIHW G{XQ S U p&\2hpdr AHBRHPQ@WIa cinétiqgue de formation des cassues a) et
des adduits b) induits par une exposition des cellules HepG2 & uM de BJ[a]P.

Figure 46: EIIHW GT1XQ SUpW WhDpawid B[E|P Wdifiekentes concentrations sur la cinétique
formation des adduits BPDEN2-dGuo & 2h et 4h aprés traitement des cellules HepG2 pa8 uM de B[a]P
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1.2 (IITHW GYIXQ SUpWUDLVWARPIIQaMorgBtion GLIIpL
desadduitsBPDE-N2-dGuodans les cellules HepG2 exposées
auB[a]P 8 uM

Dans une deuxiémexpérience, les cellules sont prétraitéel avecles différents HAP
commeprécédemment, puisdesellules sont incubées pendanhlavec8 uM de B[a]P.
/ 1 H 1 Isdra formation des adduits BPDE est semblable a celui obtenu dans les cellules

traitées directemeratvecles mélanges,vac un effet potentialisateur @bF, DB[a,h]A et IP

et un effet inhibiteur du BkiFigure47). Les différences ne sont pas significatives, en raison
du trop faible nombre de donnégHHV TXDQWLWpV GIDGGXLWYV IRUPpHV VI
obtenues dans decellulestraitées par cincubation Figure39'. Ces résultats indiquent que

les effets potentiaateurs ou inhibiteurs obses/éors des caraitements par les mélanges
binaires ne sont patus j Mtgractiondirecteentre leB[a]P et les autredHAP mais plutdt a

un effet indirect.On peut penser ane action de ces HAP via le réceptéhR ou via ks
enzymes de la métabolisation qui aurait pour conséquence soit de favoriser la formation des
adduits BPDE soit de la diminuer dans le ca8[kF.

Figure47: (11THW G 1 X @ensbtg®\20 par différents HAP & 1 pM sur la formation des adduits
BPDE-N2-dGuo JpQpUpV SDU OTH[SRVLWLRQ GHYMRd@@dXIAHHY +HS* j GX %D3
Absence de différence significative par rapport au B[a]
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CHAPITRE 4-EVALUATION DE LA GENDOXICITE DE
MELANGES ATMOSPHERNES REELS D

Caractéristiques des échantillons atmosphériques
environnementaux et industriels

1. Description des prélevement

Des prélevemas atmosphériquesnt réalisés sur différents sites et a différentes pérideles
OTD@QPP® GTREWHQLU GHV pFKDQWLOORQV DWHRMEBKpULTXH
WASHV GYpPLVVLRQV

&HV pFKDQWLOORQV VRQW VRLMW GMRWLLILQH HERSESNEAR Q QHHPC
O 9L Q WETULIQHWD O O D W énre@avit de® 1A 'l Oley/ prélévements
environnematauxsont de plusieurs types

-Urbain: prélevementswu centreville de Grenoble durant plusieurs mois de juillet 2008 a

mars 2009

-Urbain périindustriels: prélévementa Vénissieuxen septembre 2007 et novembre 2008

-Trafic : prélevementa Grenobleen été SUgqV GI1XQH JRQH URXWLqQUH Re OH
important

-Montagque: prélevementj & KDPRQL[ HQ KLYHU DYHF XQH pPLVVLRQ G

trafic routieret duchauffageessentiellemerdu feu de bois.

Les échantillonsndustriels proviennent de troissines differentesGRQW OJDFWLYLWp H
ci-dessous

-FDEULFDWLRQ GX VLOLFLXP DYHF GHV QLYHDX[ WUqV pOlI
chargement du brai de houille par les ouvriers mais également lors de la combustion des

électrodes de graphite dans les fours.
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-Electrolyse GH O 1 D O Xpeur Gahuehedes anodes $@rberg composées de coke et de
brai de pétrole sont cuites in situ.
-)DEULFDW LR @erGdfapbitdEowipd $€E de carbormyec des émissions tres élevées

lors de la cuisson.

Tableau5: Présentation des Ech@ WLOORQV DWPRVSKpULTXHV XWLOLVpV GDQV

Lieu Date Type deprélévements

Grenoble Juillet-Ao(t 2008| Urbain
SeptembreDctobre 2008

Grenoble 23, 26, 27 Juillet 2008 Trafic routier

Vénissieux 30 Novembre 2007 Urbain geri-industriel
27 Sptembre 2008

Chamonix 18 Décembre 2007 Trafic+feu de bois

Industrie du silicium industriel

Industrie de 13 Juin 2008 industriel

OYDOXPLQLXP

Fabrication électrodes | 10 Avril 2008 industriel

carbone

2. Concentrations en HAP

Les concentrations atmosphériques en HaM settement plus élevées dales échantillons

industriels par rappodux échantillons urbaing ableau6). La concentratn atmosphérique
totale des HAP mesurésst de 1500 a 20000 fois plus élevée en mili€UGXVWULHO TX{

environnementDans ces derniers, ellearie également en fonction des saisons. En prenant
OTH[HPSOH G Xle¥dox¢ehtrations RimQsphériques en HadAt 4fois plus élevées

et la concentration en[BP 6 fois plus élevédans Is échantillons collectés emtomneque

dans legchantillons prélevés éié¢ ,O0 IDXW WRXWHIRLVY QRWesdquamtXé$HQ FH -
G 1 + $i8sorbés de la fraction particulaire collectée surfiéises, les débi de prélevement

en environnement sb telles que lesmasses dematiére disponiblessont relativement

comparablesn envionnement général et en industfiealleau 7). Les quantités totales en

HAP particulaires et les équivalertbxiques(B[a]Peq dans lesextraitsissusGTpFKDQWLOOR
atmosphériquegurent dans IE ableaud
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Tableau 6 : Concentration en HAP en ng/mi sur différents sites industriels et environnementaux

Tableau 7: Q XDQWLWp G Tfiltee3 désQbhé&3 He la fraction particulaire collectée sur les filtres de

prélevement

Tableau 8 : Somme desconcentrations dedHAP cancérogénes (HAPc) et B[a]g,

dans leséchantillonsen ng/nt

Profils en HAPparticulairesdans les échantillons

Des chromatogrammes obtenus lors de la mesure des concentrations en HAP par HPLC
couplée a une détection garorescenceGDQV OHV H[WUDLWYV GfpFKDQWLOO

représentés dans |§si;gure48 e

Figure59

La proportion en B[a]P est relativement élevée dans tous les échardtllemparticulier dans

les échantillonsprovenant desnidustries dusilicium et G Hal@rfinium ainsi que dans
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OfpFKDQWrdasidt (30/3 Ddns O fp FK D Q W L (o0 Rof@ égalé@rieRtldX fortes
proportions en Pyr et Flu de méme que dans les échantillons trafic et Chamonix.

/ID SURSRUWLR Qigéh§stekBpdrtiz@iérgment élevée dimsséchantillons urbains,
périurbain industriel et {pFKDQWLOORQ L Qé&preseidotrtH® ded HAR Q H
particulaires mesurés en considérant la classification CEBlus de 80% selon la
classificationde O8( TXL LQFOXW OH &KU

Figure 48: Chromatogramme correspondant a la mesure des concentrations atmosphériques en HAP
particulaires dans les échantillons industrie silicium a) et péfindustriel b) par HPLC -fluo
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Figure 49: Abondance elative en HAP particulaires dans les mélangesxprimée en %

3. Présentation des expériences

'"HX[ W\SHV GTH[SPULHQFHV RQW p Wipcobyebt@é ben\hoziYgdde FHV p
ces extraits atmosgriques correspondent uniquement a la fraction organique atmosphérique

piégée sur les filtres et désorbée par un solvant.

Dans un butG 1 p \Wh&dartiktique, les cellules sont traitégecces extraits atmosphériquis

une concentration constante en B[aPesta-dire que les extraits sodfluésdans le milieu

de culturede facon a ce que la concentration finale en BgjR la mémequelque soit
OfYH[WUDLW WHVWp 'DQV XQH SUHPLqUH VpULH GIH[SpULH
40 ng/mL soit 0,16 uM, puis dans une deuxiéme expérience, afin de limiter les effets
cytotoxiques, la concentration en B[a]P est abaissée aglfiL soit 0,04 uM. Ces
H[SpPULHQFHY UpDOLVpHV j FRQFHQWUDWLRQ FRQVWDQWH F

de la g@otoxicité du BaP par les autres composants du mélange.
Le deulLqgPH REMHFWLI W DIpW RGMRMIFQ WHUGH OTDLU DWPRVSK

priori lesdangergotentiels pour les populations exposées, nous avons exposé les cellules a la
matiereRUJDQLTXH FRQWHQXH GDQV XQ YROXPH IL[H GYDLU
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8Q YROXPH G fba Bté Gheisi pour les mélanges environnementaux. Ce volume
FRUUHVSRQG DSSUR[LPDWLYHPHQW DX YROXPH GYbLU PR\H
(& undébit de0,15 m%h).

En ce @i concerne les échantillons industriels, les débits et les durées de prélevement utilisés
QH SHUPHWWHQW SDV GI{DWWHLQGUH GH WHOV YROXPHV {
de 20L soit un volume 1000 fois moins €élevé que les échantillons@mementaux

Dans toutes les expériencesHX[ FRQWU{OHV QpJDWLIV DRI LQFO X\
correspond auxcellules traitéesavec 05 % de DMSO /9 D X W Udtory&teMifire»
FRUUHVSRQG | OfH][Wayabhtrpes sEQpdaiffiX eEhadiiblamt d@ ferrain) et

repris par du DMSO

Modulation de la génotoxicité du B[a]P par des
melanges atmosphériques

1. Profils en HAP des mélanges

$ILQ GIpYDOXHU FRPPHQW XQ PpODQJH SHXW PR@ixILHU OD
échantillons atmosphériques différentent été particulierement étudigsun échantillon

prélevé sur un site industriel spécialisé dans la fabrication de siliGgeton la norme

AFNOR X 432949 HW XQ pFKDQWLOORQ L V\hduskigDsifuéRalpokit®X X UEDL
GILQGXVWULHYV GH IDEULFDWLRQ GYpOHFWAFR@HNNVAIHQ FDUE
025.

Les concentrations atmosphériques sont 1000 fois @0QC0fois plus élevéesur le site
industrielquesur lesite urbain mais les abondances relatives en Bfaif trées comparables

dans les deux échantillons (430 et 168 UHVSHFWLYHPHQW SRXU OfpFKDQC
OfpFKDQWLOORQ XUEDLQ

I fpFKDQWLOORQ LQGXVWULHO FRQWLHQW PDMRUL%DLUHPH
GH OD TXDQW LDV GHBBKD'QWLOORQ BhHAM leQB[BIFHqQW RQW &K
prédominent.
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Figure 50: Proportion relative en HAP particulaires mesurés dans les échantillons industriels et urbains
péri-industriels

'DQV OD VpULH dcdeksp8y et teluiesisont traitéeec40 ng/mL de B[a]P pur
soit 0,16 uM et avecles extraitsatmosphériquediluésde fagcon a ce que la concentration de

B[a]P dans lemilieu final soit également d&16 uM.

2. Cytotoxicité du B[a]P et des mélanges

La viabilité cellulaire est mise en évidence par deux tests différents de viabilité celllgaire

test au bleu de trypan et le test du MTT.

Le test au bleu de tryp@ ne met pas en évidence de rabité dans lesellules
traitéesavec0,5 % de DMSO ni dans les cellules traitéestées avecu B[a]P purou avec
OfpFKDQWLOORQ LRGXVWULHO SHQGDQW

En revanche, la viabilité des cellules traitéegec O {1 p FK D Q W L O ond@trildimbueQ SpUL

de30% par rapport au contrdle négatif.

La viabilité cellulaire mesurée par le test du MTT est nettement inférieure a celle qui est

déterminée par le test au bleu de tryffagure51] &HWWH GLIIpUWQWHGYHEHRIOA T
SDU OH IDLW TXH OH WHVW GX 077 UHSRVH VXU OD PH
PLWRFKRQGULHY DORUV TXH OH WHVW DX EOHX GH WU\S|

cellules.
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Cette activité enzymatique peut étre perturbée alors que ldeceiiencore vivante ce qui
SHXW FRQGXLUH j GHV IDX[ QpJDWLIV 'fDXWUH SDUW FHV
par le fait que lors des différents ringages cellulaires au PBS réalisés dans le test au bleu de

trypan, les cellules mortes peuvesd décoller comme le montre [Eigure 52[ Ces 2
DSSURFKHVY FRPSOpPHQWDLUHV GTpWXGH GH OD YLDELOL'
meurent, celles qui restent adhérentes et qui sont utilisées pour les tasen ggrande

majorité viables.

Figure 51: Cytotoxité mesurée par le test du MTT et le test au bleu de trypan dans les cellules HepG2
traitées pendant 14h avec du BaP pur ouavecdes extraits GfpFKDQWLOORQV LQGMWULHO HW
de B[a]P

Figure 52: Comptage au bleu de trypan du nombre de cellules totales et du nombre de cellules mortes
suite a un traitement de 14 avec du BaP pur ou lesH [ W U DEEh&rilloBsYlindustriel et urbain a 0,16 pM
de B[a]P
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3. ( WXGH GHV GRPPDJHV j Of$'1 LQGXLW
HepG2 exposées aux mélangasvironnementauwou a la
IUDFWLRQ GY+$3 SDUWLFXODLUHYV FRUU

3.1 Mélanges atmosphériqueavironnementaux

Lesnombres de cassures €6 1D G G X L-W2AH@a@BihduitsORUYV GH OTH[SRVLWLRQ
HepG2 avec leGH X[ W\SHV G $pritdafufe\MieStigue Q V

311 &DVVXUHV j O1%$'1 GDQV OHV BHA@O XOHV +HS
B[a]P pur ou par les mélangegnvironnementaux

Aucune augmentation du nombre dEDVV XUHV ®&H HYVVS ' Talgnd/ led- veéljulds

traitéesavecune concenation de B[a]P de 48g/mL soit 0,L6 uM par rapport axicontroles

Figure53). En revanche, a concentration équivalente en B[a]P, termant cellulaire par les

extraits atmosphériqugsélevés en milieu industriel ou urbain entraine une augmentation des
FDVVXUHYV, @dpeciveitneide 200et 370% parrapport aBaP pur.

ID FLQpPpWLTXH GH IRUPDWLRQ GiHérdntl YouF ¥ \dell HygesQ THV W
GIpFKDQWLOORQV $ORUV TXTXQ KSGHMWHDOE BIWWR QWINDHIL\Q B
industriel(Figure54b) OHV FDVVXUHV FRQWLQXHQW GYDXJPHQWHU
les cellules tri¢esavecle mélange urbaigFigure54|a).
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Figure 53: & DVV XUHYV | O $pdr un® &positioiidé 14 des cellules HepG2 a du BaP seul(16
UM ou a des mélanges industriels et urbains@16 uM de BaP

Figure 54 &LQPpWLTXH GH IRUPDWLR QinGuieg paDuve/expbsitdon @eH14DdES allules
HepG2 a du BaP seul a @6 uM ou a des mélanges urbains a)téndustriels b) 20,16 uM de BaP

$1LQ G yrRIESNrHo@nations supplémentaires sursteess oxydant, la quantité @

oxodQuo est mesurédans les cellules par HPLC/MS/N@.

Aucune augmentation de la quantité 8exodQuo QD SX rWUH é&hce/dtan$il®@ pYLG
controdlefiltre, ni dans les cellek traitéesvecdu B[a]P pur olavec O fH[WUDLW LQGXVWU
Par contreune augmentation de 3 de la quantitée 8-oxodQuo est observée dans les
cecOOXOHV H[SRVpPHV j OfuthaihUDLW GH OYpFKDQWLOORQ
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Figure 55: Quantité de 8-oxodGuo formée dans les cellules HepG2 exposées ié du BaP pur ou aux
mélanges industriel et urbain 80,16 uM de B[a]P

3.1.2 Adduits BPDE-N2-G*XR j Of$'1 GDQV OHV FHOOXO%}
traitées avecdu B[a]P pur ou par les mélanges
environnementaux

/D T XD QW L WBPDENR-@G3aodsiédalement mesurée dans les cellules traitéele
B[a]P pur ouavecles extraits des échantillorstmoV SKpULTXHYV $XFX@ eDGGXLW
Bidure 56). Le traitement des cellules par 4@/ mL de

évidence dans le controle DMS
B[a]P pur génére une quantité de 0,13 adduits BPDE pdututéotides. Dans les cellules

incubées avec le mélange industriel, a concentration équivalente en Bja]RJgmentation
de30 GH OD TXDQWLWp GIDGGXLWYV % 3P(pir €Y bdenB& B UDSSH

OfLQYPHVWUDLWHP HERHN O B KERIHFWNWAID & eT XDQWLWp GIDGG
%3'( j OYplus faiblede 90% par rapport au B[a]P pu
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Figure 56: Q XDQWLWp G 1D GI&ICuViarmEe3ddns les cellules HepG2 exposéestiié du BaP
pur ou aux mélanges industriel et urbain 20,16 uM de B[a]P

3.2 MélangesG 1 + $&&onstitués

3.2.1 Mesure des cassures et deslduits BPDE-N2-dGuo dans les
FHOOXOHV +HS* H[SRVpHV j OD IUDFWLRQ
reconstituée des mélanges atmosphériques

$ILQ GH GpWHUPLQHU VL FHV HIIHWV VRQW GXV DX[ +8$3
reconstituée artificiellement dans le€mes proportions que celles qui étaient mesurées dans
les extraits atmosphériques. Les cellules ont été exposées a ces extraits des échantillons

reconstitués pendant 4
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a) b)

Figure 57: Chromatogramme obtenu lors de la mesuredes adduits BPDEN2-G*XR j Of$'1l GDQV OHV
cellules traittesavec OHV PpODQJHYVY UHFRQVWLWXpV RBbbdibpeN-BRIQEIR) @A ] OTpFKD
O p FKD Qdystriel @R Q

$XFXQH DXJPHQWDWLRQ GHV FDVVXUHV Gttlads|es' dell@dsD S X rW
traitéesavecle B[a]P pur oudans les cellules traitéesecles P p O D Q J H recdfistithi8s

alors que les échantillons atmosphériques correspondant emtraine augmentation
LPSRUWDQWH GHV FDVVXUHV j O01%$'1

$ O 1R siBRgangeseconstitués entrainent une forte potentialisation au niveau de la
formation des adduits BPDE2-G*X R | O {WirlchranatogrammegFigure 57), alors

TXIXQH DXJPHQWDRW REYHRRGGpPUDH HF OfTpFKDQWLOORQ LC
OfpFKDQW Lcan@ur &inX idribitianQle la formation des adduits.
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Figure 58: CRPSDUDUDLVRQ HQWUH OHV TXDQWLWpVQG®H W PW \GIDH\G & IHVE T %'
N2-dGuo j OT1$'1 E LQGXLWHV SDU OHV PpODQJHV DWPRVSKpULTXHV LQG
GM1+$3 SDUWLFXODLUHY UHFRQVWLWXpH FRUUHVSRQGDQWHWORUV G X

4. Conclusions

/TH[S R Vde®VdelRilgs HepG2 a laatiere organique prélevée dat3fDWPRVSKqUH G
usine G 1p O HFW U RoB pVe@n® Wbeaidetti-iHdustrielle entraine des conséquences tres
différentes au niveau de la formation des adduits et des cassures.

/9pFKDQWushiél R&ere@nvi GHX[ IRLV SOXV -S8ZB@Q@ueld&vV % 3" (
FDVVXUHYV ajor® §ueBla]P pur génerel3 fois SOXV GIDGGXLWV ERXH GH F
UHYDQFKH OfpFKDQWLOORQ XUEDLQ JpQQqUH IRLV SOXV
N2dGuo.

&HYVY HIIHWV QH VRQW SDV REVHUYpV ORUVTXH OfRQ WUL
particulaire reconstituée synthétiquement puisque les mélanges potentialisent la formation des
DGGXLWYV PDLV QIHQWUDLQHQW SDV GH FDVVXUHV j OT$%$'1
/IHV FRQFOXWVRRGUXWHNQYHU GH FHV: UpVXOWDWY VRQW G X
-au niveau de la génotoxicité des HAP en mélange

3DV GH FDVVXUHV SDU OHV PpODQJHV GT1+$3 SURSUHPHQW
au niveau de la formation des adduits induits par le Bfiafsles cellules traitéeavecles
PpODQJHVY UHFRQVWLWXpV $ OLQYHUVH OHV PpODQJHV
FDVVXUHYVY |j O71$'1ntoDinNbe IOPD QRUBUPDWLRQ GHV DGGXLWV %3
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effets ne sont donc pas dus aux H&Bcméme mais aGIDXWUHV FRPSRVpV SUpV]
matiére organique.

-au niveau des tests de génotoxicité employé® D QpFHVVLWp GTXWLOLVHU |
FRPqQWHVY HW OD PHVXUH SDU VSHFWURPpWULH GH PDVVH
OYXWLOLVDWMR @ HBWX PRPYOVMAMH WHQGUDLW j PRQWUHU TXH C
JPQRWR[LTXH DORUV TXJLO JpQqUH GHV DGGXLWV j 07%$'1

GHV DGGXLWYV %3'( FRQGXLUDLW j FRQFOXUH TXH OH PpOD
TXHOWUDLQH XQH IRUPDWLRQ WUqV pOHYpH GH FDVVXUHV
/I fIXWLOLVDWLRQ GHVY GHX[ DSSURFKHVY FRPSOpPHQWDLUHYV

a) b)

Figure 59: Chromatogramme correspondant & la mesure des concentrations atmosphériques en PIA
particulaires par HPLC -fluo dans les échantillons urbains prélevés sur le site des Frénes a) au printemps
et b) en hiver
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lll.  Geénotoxicité de melanges atmosphériques

1. A concentration constante en B[a]P

1.1 CDVVXUHV |j O01%$'1 GDQV O Hittedaddd O XOHV
différents mélanges contena®p4 uM (10 ng/imL) de B[a]P

en concentration finale

Les B[a]Preq Calculées dans le milieu de cultu@fDSUqV OHV )(7 pWB&OLV SDU
PTXLYDOHQWHY SRXU FKDTXH H[WdiérBindudriél [EADS)\dopt BR XU O
B[a]Preq €St supérieur a tous les autres (20 contre 14).

/H WUDLWHPHQW FHOOXODLUH SDU OHV GLIIpUHQWY PpODAQ
Par rapport alB[a]P pur a camcentration équivalented 04 uM soit 10 ng/mL), les deux

meélanges industriels et le mélange urbain jp&dustriel entrainent une augmentatiole 15

GHV FDVYV XU HNgue80)OUng 'dugmentation de plus de %0est mesurée avec le

mélange prélevé a Chamonix et de 1%0avec le mélange prélevé en milieu urbain.

/YN DXJPHQWDWLRQ OD SOXV LPSRUWDQWH HVW REWHQXH DY
%).

Figure 60: &DVVXUHV j O97%$'1 LQGXLWHY ORUV GH OfH[SR\auat/ dRBRJFBEHY FHOO
pur ou différents extraits atmosphériques industriels et environnementau& 0,04 uM de B[a]P
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1.2 Adduits | OT$'1l GDQV OHV FHOOX®dtV +H3"
différents mélanges contenant 18g/mL de B[a]P en

concentration finale

$ OTLQY ¢ gwétaitobsdrvé avec le test des cometd&al® SXU TXL QIpWDLW SD\
GH FDVVXUHV j 01$'1 BPREN24dGGoE WauDeGr@exq,0 stdpiour 16
nucléotideg

Figure61l).
De la méme facon, ¥ pFKDQWLOORQV LQGXVWULHOV SBPOEHHQWLDOL
N2-dGuo j OY$'1l DYHF X GatibnRX 560Pbet 100 % respectivement avec les
mélangesLVVXV GH OfLQGXVWULH GHpa fdpmiX RB[QR KUP. HW GX FD
revanche, avecHV PpODQJHYVY HQYLURQQHPHQWDX|[ XQBPOEQKLELWL
N2-dGuo est observéavec le mélange urbain péndustriel et le mélange urbain été. A

OTLQY Hrighrige uebEinG 1 D X WeRtRiQeHune augmentation @&8 % de la quantité

G 1 DiG.G

Figure 61: QXDQWLWp BFOEGIHZIGUWNOYT$'L IRUPpY ORUV GH OTH[SRVLWLRQ Gl
pendant 14h avec du B[a]P pur ou différents extraits atmosphériques industriels et environnementaux a
0,04 uM de B[a]P
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&KDS (YDOXDWLRQ GH OD JpQRWR[LFLWp GH PpODQJHYVY DWPR

Pour résumer, ne modulation de la génotoxicité dd{a]P est donc observée avec les

mélanges. A concentration équivalenteBja]lP OHV pFKDQWLOORQV LQGXVWUI
FDVVXUHVY GH OfY$'1l PDLVY SRWHQW BPOENR-¢3pav OD IRUPDWLR
AOTLQYHUVH OHV pFKDQWLOORQV HQYLURQQHPHQWDX][ GL

FHOOXOHV +HS* 6HXO OfpFKDQWLOORQoS8dthraugneptevaX U OH \
OD IRLY OHV FDVVXUHV HW OHV DGGXLWYV j Of%$'1

2. Génotoxicité de mely JHV DWPRVSKpULTXHV |
constant

21 &DVVXUHV j O1%$'1 GDQV OHV FH@OXOHV
PrPH YROXPH GYDLU

Dans la suite des expériences, nous avons évaluée la génotoxicité des mélanges
DWPRVSKpPpULTXHV j YROXPH GYDLU IL[H

Plus exactement, lezllules sont exposég OD PDWLqUH RUJDQL TukadlelERQWHQ
GIXQ YROXPH 26Dl ¢4 prélévements environnementaux et_2@our les
prélévements industriels.

$ YROXPH GIDLU pTXLYDOHQW VHXO O Y bnMedtzing®Vule WP RV S
DXJPHQWDWLRQ GHV FDVVXUHV GHg@gRR).1 SDU UDSSRUW DX
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&KDS (YDOXDWLRQ GH OD JpQRWR[LFLWp GH PpODQJHYVY DWPR

Figure 62 &DVVXUHV j Of$'1 LQGXLWHY ORUV GH OfH[SRaveMMImAt@reGHY FHOO
RUJDQLTXH FRQWHQXH G D& {@Lr SUYDGINQW \GH GLIIpUHQWY VLWHV HC

/IfpTXLYDOHQW GH / G{DLEGCIVWIWAHHO HTHQWIUDAX QH SDV C
Figure63).

Figure 63: &DVVXUHV j O1$'1 LQGXLWHV ORUV GH OfTH[SRWeWa RGe@®@HY FHOO:
RUJDQLTXH FRQWHQXH GDQAIDEPTXUYDDHRMWVEH GHX[ VLWHV LQGXVWUI
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&KDS (YDOXDWLRQ GH OD JpQRWR[LFLWp GH PpODQJHYVY DWPR

2.2 Adduits BPDEN2-G*X R | W fi&is les cellules HepG2
exposées a un méme volure D L U Suddlift@ndnitspsites

&RQFHUQDQW OHYV
OfpFKDQWLOORQ S

DGGXLWV | O7$'1 ingL@\moaﬁv PEKD

BigueeB5Y P pjQ&KBIRRQ GIHY QLYHDX[ GIDGG

$XFXQ DGGXLWYV QYD SX rWUH GpWHFWp DYHF OHV DXWUH

Figure 64: QXDQWLWp BPOEGBIGLWVNV OT$'1 IRUPpH ORUVn Gl calflés[ISRGL W L R
pendant 14K DYHF OD PDWLqUH RUJDQLTXH FRQWGTDUH GL@ D HOYIpWT XIXYD G H &

industriels

Figure 65: QXDQWLWp BAOEGIGIGLWNV ON$'l IRUPpH ORUV GH OfRHHEG2LWLRQ Gl
pendant 14 K DYHF OD PDWLqUH RUJDQLTXH FRQM HJPH UGB QYOBMmT X RKDE R

114



CHAPITRE 5

DISCUSSION GENERALE ET
PERSPECTIVES

11¢



Chap 5 Discussion générale et perspectives

CHAPITRE 5- DISCUSSION GENERALH PPERSPECTIVES

/ITpYDOXDWLRQ GHV UL Mé&XgopulaioDsQéxposeed) Bl \desS dditdiminants
environnementaux est un véritable enjeu de santé publiqgue mais demeure une tache
particulierement difficile pour deux raisons principalesD § XQH , $B Urdanges
environnementauxsont complexescomposés a ldois de contaminants orgeues et
inorganiquesD 1 D XpattJdicomposition et les concentratiodes composés chimiques sont
soumises ales variations spatitmporellesnotammenten foncton de la nature et de la

distance par rappoauxsource G f s6idn, des saisomt des conditions météorologiques.

Au cours de ce travail de thése, nous nous sommes intéressés aux HAP, facoiftgpdsés

chimiques ubiquitaires GH O fHQ Y L B ekl Prdd@saus de combustan de la

distillation de la houille,et dont certains composéssont connus ou suspectésG rW UH
cancérigenes=KH] OTKRPPH

Ce travail a permisG { p Y DrOvKrbl la modulation de la génotoxicité du B[a]P dans des
PpODQJHV FRPSOH[HV WHOV atKdsphéreCeki Vinplidigdéniedry egh GD Q V
évidence etle comprendre la nature des interactions existant au sein des mélhryeste

en effet peu de données sur la génotoxicité des mélanges, ool dds données
contradictoires. & grande majorité des étudesste focaliséeV XU BWHOETXQ VHXO +$%
principalement le B[a]P.

&HFL VJfH[SOLTXH GTXQH SDUW SDU OD GLIILFXOWp GITpWXG
purs mais également par la problématique du chajyel mélange chois#t Notre démarche

VIHVW EDVpH G2Qpé XrQleS éladndged Bynthétiques puis a été étendue a des

échantillons réels environnementaux et industriels.

/ITDFFHQW D pB{gPRBéwW HXXaavoiHeté démontré cancérog&ie XU OTKRPPH H
pour lequel un précédent trav@ilarie 2007)avait permis de synthétidU HW SXULILHU Of
BPDE-N2-dGuo, adduit stable et majoritaire du B[a]FI D XWUHV +$3 VRQWWWREKSoR
canceérigeneprobablesS R X U O fddrRnReRdHB[a]A et |DB[a,h]A classés dans le groupe

2A par le CIRC Enfin, certains HB | OYLPDJH GX %>J K L@3 QH VHP
cancérigenes pauxméme maLV SHXYHQW IDY R Uds\¢ahtéra@dnbEnEmdiR Q G D X
2001)
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Chap 5 Discussion générale et perspectives

1. 8KRL[] GX PRGqQOH HW GHV WHFKQLTXHV G¢I

Pour mener a bien cette étude, no06sRRQV FKRLVL GIXWLOL\Cettd ligheeV FHO O
GTKpSDWRFSWHVHXPRILOVV XH né okt Qaamel diide@eld cangdrs induits
parles+$3 SRVVgGH XQ FHUWDLQ QRPEUH GYHQ]J\PHV GH SKC
OTDFWLYabwiqur @e ProMutagenes, et notamment du B[a]P. Ces enzymes sont
exprimées a des niveaux moins élevés que dans des cultures primaires, néanmoins, des études
comparatives ont démontré la pertinence de ce modéle dans des études de génotoxicité par
rapport aGIDXWUHYV OLJQpHV OHV FHO O X CehhbtyanpairesetHeésREO D VW
cellules THP1 (lymphocytes Tpevasyanova 2007)

Dans la littérature,la génotoxicité de la matiere organique asso@ée& particules
atmosphériques été investiguée HQ XWLOLVDQW GLIIpUHQWY WHVWYV L
particulier (Cerna 2000De Kok TM 2005, Du Four 2005)e test des cometdSabelova

2004, Lazarova M 2004)u la mesure des adduits par postrquage ad’P (Sevastyanova

2007, Topinka J 2000Ruelques études se sont attachées a comparer les résulatieises

différentes approchedDans une étude comparaiv(ValentinSeverin 2003) le test des
micronoyaux se montre plus sensible quett tles cometessec des cellules HepG2 traitées

avecdu BlalP /HV FRQFHQWUDWLRQV GH %>D@3 QpFHYVDLUHV
nombre de micronoyauxou 8DUDPgWUH PHVXUDQW OHYV GRPPDJHV j O
(ici, Olive Tail Moment) sontrespectivement d@,26 uM et 3.67uM. A | 1L Q Yleltast des

comeétes est plus sensible que le test des microno@gaBxUV GH OfLUUDGUWBPWLRQ D
lymphocytes humainéHe 2000) Dans une autre étude comparbntest des comeétes et les

tests de mutagénicitt WHV W G R de/ mRagénicithvec S. cerevisiag¢ (Buschini

2001) une orrélation est obtenueHQWUH OHV UpVXOWDWYV FRPqQWHV HW
lymphocytes traitéavecdeV H[WUDLWYV HQYLUR Q QétbRdrh@aNp&sXagc W U D L W\
extraits au tolueneCette corrélationQ § HhasWbbservéeGDQV OfpWXGHI &&H +DUW
(Hartmann 2001)FRPSDUDQW OD JpQRWR[LFLWpP GIXQH IWUHQWD
QTH[LVWH GRQF SDV GH FRQVHQVXV VX Uniabt 46pe@drd.deL O L W p
la nature du composé testé.

NRXV DYRQV FKRéew W BYWWLRHWXWDQW GHV OplRteBE@Qas SULPD
FRPqgQWHY HW OD GpWHFWLRQ GHV DGGXLO¢Yte%300t ptéO 1$'1 S
choisisen raison de leur complélhQWDULWp SXLVTXTLOV SHUPHWWHQW C
dommages générés par les HARs adduits BPDEj O71$'1 HW QRWDPERaHIOW O9fDC
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majoritaire BPDEN2-G*XR DLQVL TXH OHV FDVVXUHV GH EULQV Up)\
stress oxydanteGI{DXWUH SDUW GHV DGGXLWV LQVWDEOAY HQ PL!
Gua, se traduisant par des cassudesplus, ces deux tests @té choisis pour leur simplicité

de PLVH HQ °XYUH WeéuvghanBeRsperichHe\HPLTCIMS/MS pour ladétection

des adduits BPDE Enfin, deV  GRQQpHV VXSSOpPHQWDLUHV VXU OfR])\
apportées par la mesure par HPLC/MS/MS du nivediaedQuo.

LHV DGGXLWV %3'( j O1$'1 VRQW GHV ELRPDUTXHXUV LQWp!
géndoxique des individugux HAP (Marie 2007) Les niY HD X[ G TDesuesdany \és

liquides bidogiques(sang, urinepu les tissusGH V XM H W ¥xpositiod des iHdy\dus0 1

Bla]P. /HV TXDQWLWpV GIDGGXLWV PHVXUpV GDQV OHV SR>
marquage a3 VRQW GH O 7 RadditspoB Hnucléosides normaux contre 4,7+3

chez des non fumeurGyorffy 2004) & KH] GHV RXYULHUV GXuW,HESWHXU C
TXDQWLWpV GIDGGXLWYV PHVXUpV GDQV OHV O\B&SKRF\WH
51,5+49,8 et 31+34,5 adduits pouf hQcléosides normaux respectivement chez des fumeurs

et des non fumeurs exposés a des concentrations atmosphériques de B[a]P de 0,35 a 1,51
Hg/m>. Chez des sujets exposés a de plus faibles concentrations (0,02 |ig/@f)3 ces
QLYHDX[ GYDGGXLWV VRQW GH “ % hilEosides* normBUE G X L W V
respectivement chez les sujets fumeurs et non funfeamsSchooten 1992 hez des salariés

GIXQH FRNHULH H[SRVpV j GHV FRQRRQMWIIS Ws R@AXPR\HQQ
moyens sont de 20 adduits pouf a0cléosides normau#lensing 2005)

De plus, K H] O { KlesPdddiiits BPDE semblent étre impliqués dans le développement du
cancer du poumon. Le profil des mutations induites par le BPDE au niveau du géne p53
correspondrait aux points chauds de mutations retrouvés dans le géne p53 de poumons de

sujetsfumeurs(Denissenko 1996)

2. Le B[a]P, une molécule génotoxique

1RV UpVXOWDWYV PRQWUHQW TXH OYH[SRVLWLRQ GHV FHOO
GH FDVVXUHV HWNGGD B X LOMS ' % 3" (

Ces cassure$S H ONfl@tigmentent de facon dose dépendaates les cellules traité@sgl h

avec des concentrations Bg]Pallant MXVTX$0 HQ DFFRUG DYHF GY{DXWUH
littérature(Uhl 2000, ValentirSeverin 2003)De laméme facgon, les adduits BPENR2-dGuo
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augmentent avec la concentration en B[ajRis a partir de 1AM, la courbe de dosgéponse

tend vers un plateau. Ceci est égalemetrouvépar Marieet al. dans les i@mes cellules

(Marie 2008) Dans les cellules MCF{Kuljukka-Rabb 2001)et HEL (Binkova 2000) une
dmnXWLRQ GHV TXDQWLWpV aufzahceiilaiivns lesVpus RIEWESU Y p H
(respectivement @M et 4 uyM) ORUV GIXQH LQAXEOQWLSRWIKHVH OD Si
vraisemblablgour expliquer nos résultats seritQH VDWXUDWLRQ GH OYDFWLYD
B[a]P qui empcheraitla formationsupplémentairele BPDE dans les cellule§Swenberg

1995)

En ce qui concernelesWHVVHY GH IRUPDWLRQ GHV GRPPDJHV j Of$".
UpvxXowbwy PHWWHQW FODLUHPHQW HQ pYLGHQFH TXH OD
VH IDLW GgV OHV GHX]J[ S UiehPleq CHPA5K soixt ddhvueS fidufdexeEeD

des ERO au cours de leur cycle catalytidiviorel 1999) il est donc possible que cette
DXJPHQWDWLRQ GHV FDVVXUHV GH Of%$'1 GqV GétWesSUHPLQqU
au fonctionnement des CYP43De plus, les cycles rédox réalisés pardésvésquinonesdu

B[a]P sont également sources de stress oxyddanO fLQYHUVH LO VHBADBPH SHX |
N2-G*XR DX FRXUV GHV GHX[ SUHP gitpda Kuites lesl yuatifes Q F X E D
GIDGGXLWY GpSDVVHQW ODUJHPHQM \OH XPRR#MUiMApcBtHS £ D V V
plus élevés lorsque les cellules sqmitraitéesavecdu B[a]P.La méme observation est faite

par Harrigarel al. (Harrigan 2004)avecdes coupes cellulaires de foie et deimon de rat
prétraitéesavecla 2,3,7,8tétrachlorodibenzp-dioxine (TCDD). Les quantitd/ G1$51P GHV
CYP 1Al et CYP 1B1 sont également plus élevées @ansellules prétraitéem/ecla TCDD

gue dans les celluleson préraitées(Harrigan 2006,)ce qui sXJJqUH TXH OYIYDXJPHQWL
adduits BPDE dankes cellules prétraitéeavecla TCDD ou dans notre casvecdu B[a]P

pourrait étredue ] OTLQGXFWLRQ GHV HQ]\P BMPGAH fdilqRdlEANLYDWL
guantiteV G D G G X ENR-8Gutw 30t identiqguesquelque soit la concentration du
prétraitementvecle B[alP UHIOqgWH SUREDEOHPHQW XQH VDWXUDWLR
via la voie AhR.

3. Le B[a]P forme des adduits plutdt que des lésions oxydatives

SHX GTpWXGHYV leR Qwaux Ré fBrimbtipn dEDVV XU BG GV VGV | ON$'1 /
FROQWULEXWLRQ GHV DGGXLWV j O0f$'1l HW GX VWUHVV R]

génotoxicité des HAP est notamment peu connue.
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/ID FRPSDUDLVRQ GHV TXDQWLWpV GH FDW2XGublfdrnédd OHV T
dans nos expériences montre qefH[SRVLWLRQ GHV FHOOXOHV +HS* |
%>D@3 DOODQW GH j —0 JpQqUH HQ PRNBdBQduedelRLV SO
FDVVXUHYV QGe©Orgsulthts sont en accord avec ceux de MeleéddiEem (Melendez

Colon 2000)TXL FRPSDUH OHV TXDQWLWpV P EDIEsGMantite¥ d¥ WDE O |
sites AP(sites apuriniques, apyrimidiquesiesurés par la techniqgue AR&dehyde reactive

probe) Cette technique repe sur le marquage et la révélation de groupements aldéhydes
présents dans les sites AP par une sdmokinylée /D FRPSDUDLVRQ GH OD TXDQ
stables et de la quantitie sitesabasiqueslans lesellules MCF7exposées & ou 2uM de

B[a]P pen@nt 24h montre que les adduits stables représenterto7des lésions formées.
&HSHQGDQW ORUV GYXQH FRXUWH H[SRVLWLRQ K FH VRC
aux adduits stables. Cette observation va bien dans le sens de nos résultatdrqut noe
prépondérance des cassures par rapport aux adduits-BPdEuo au cours des premieres
KHXUHV GILORXEOWMWRXOGH GH OHOHQGH] OfRHdHadiged GH OL
QTYHVW SDV PLVH HQ pY Ldu$bQR biressoxyads buxeYido@ Yésuliet dedla
IRUPDWLRQ G 9DG G X-NWIGub.Qans\hbiie @avail, B8V QTIDYRQV SDV SX
HQ pYLGHQFH GDXJPHQ VgbxdGr@ars ks Odiulgstitgewdcsvip G H

de B[a]P. Dans une étudm vivo, Briede(Briede 2004)bserve TXIXQH H[SBMPWLRQ D.
IDYRULVH OD IRUPDWLRQ GT(52 HQ NbsUéyultiXrfobtrebt Bd QV O+
le stress oxydant induit par le B[a]P est trop faible pour induirequaatité significative de
8-oxodGuo.En accord avec ces réstdtail a été montré recemment quel2d de B[a]R7,8

dione condit a la formation de0,4 8-oxodQ@uo par million de bases dans des cellules
humaines. Dans nos expériencesa méme concentration de B[a]P, nous détectons 100 fois

SO XV G 9DG aNrRdBuw. A3, théme si tout le B[a]P était converti en quinones, les
OpVLRQV R[\GDWLYHV GH Of1%$'1 VHUDCdS @vultsBs ®Rire XdAnW HV HQ
confirmés par SingliSingh 2007)qui montre une corrélationégative entre les niveade 8-

oxodGuo HW OHV QLYHDX[ GIDGGXLWV +$3 WRaWNWsDUKd étite D G G X |
menée sur des populations exposées a la pollution environneméal®éme, aucune
augmentation du taux dg&oxod@Qo XULQDLUH QfDOpap WRLCAMEXMS chez les
vDODULpYVY GTXQH HQWUHSULVH GH PpWDOOXUJLH H[SRVpV
HAP (Marie 2009)
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De ces expériences, nous pouvons tirer trois conclusions

(1) /9 H[ SiBrivdellulaire auB[a]P JpQqUH PDMRULWDLUHPHQWADSBIOXV G{D
TXH GH GRPPDJHV R[\GDWLIV FH TXL j QRWUH FRQQDLVVDQ
Ceci suggere que leycle rédox pérépar les dérive8[a]P quinones(Burdick 2003, Shen

2006)ne semblejouer T Xi r6le mineur et que la voie de métabolisation prédominante pour

la métabolisation du B[a]P est la voie des CYP450.

(2) Les dommages oxydatifs reflétés par le test des cometes sontliesmgdes qui se forment

de facon prépondérante immédiatement aprés additioB[@l®, dans les deux premieres
KHXUHV GYLQFXEDWLRQ &HFL SRXUUDLW VYH[SOLTXHU SI
catalytique des CYP450.

(3) Les adduits formés par B[a]P sont en grande majorité des adduits stables, les adduits
instables (adduits BPDE en position N7 des purines ainsi que celui du radical cation)

représentant moins de’4 des adduits formés.

&HV UpVXOWDWY RQW GHV LPSOLF DIW é&®Rdgvordre® que/ lapiase D Q F p L
G 1 L Qo & cBrdkels de la peau indudisez la souris par les HAP était causkedp par les
adduits stablegue par lesdduits instable@VielendezColon 2000)

4. Les HAP modulenla formation des adduits BPDE

Apres avai étudié et caractérisé la nature desnmages générés parBfa]P seul nousnous

sommes intéressés la genotoxicitédu B[a]P en mélange Dans un premier temps, des
mélanJHV VI\QWKpWLTXHV u& Hrtgted UEiRESP HIA HEB[a]B &n mélange
binaireavec 9 autres HAPBarticulairesa été évalué dans les cellules HepG@sautres HAP

sont ceuxnesuréglassiguemenGDQV OYDWPREKEGHE p YOMDX MU VL OHV FF
présents au sein des mélangavaient des effetgnotoxiquesDGGLWLIV RX VILOV LQW
entre eux pour entrainer des effets synergiques ou bien encore inhsuitelaf3[a]P.

Nos résultats montrent guselon les mélanges considérés, il existe une modulation au niveau
deID TXDQWLWp GH GRPPDJHV j OT$'1l PDLV LO H[LVWH pJDC
type de dommagesla modulationest plus marguéau niveau de la formation des adduits

%3'( TXIDOXQIGHY FDVVXUHné cerider@xLg 'lés mFh#langeB[a]P+HAP

classégparmi lescancérogeneprobables ou possibles par le CIR@ type cellulaire utilisé

semble également entrer en compte. En effeg étude comparativentre troislignées
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cellulaires, les celluleslepG2, THP1 et HELmontreune meilleure sensibilitdes cellules
HepG2 au niveau de la formatiakesadduits O R U V tr&t§ixe@t par différents mélanges
binaires ontenant du B[a]RSevastyanova 2007) &8 HWWH VHQVLELOLWp SRXUUL

une meilleure capacitke métabolisatiode ces cellules.

Dans nos expériences, formation des adduits BPENE2-dGuo est fortement potentialisép
co-traitement avec IB[b]F, DB[a,h]A et IP. Une telle potentialisation avait déja été rapportée

dans la littérature par cesmposésnais également lors du trmitenent des cellules HepG2

par du FHia et 1-méthylphénanthrenel{qMPA) alors que ces comesés ne forment pasux

mémeV & Mits (Staal 2007) $ O 7L Q ¥iddd) whdervonsine forte inhibition de la

formation des adduits dans les cellules traigdescle mélangeB[a]P+B[k]F. De tels effets

ont aussidéja été rapportés dans les cellules HepG2 en utilisant la technique de post
marquage @>°P (Sevastyanova 2007, Staal 2007)

/IRUVTXH OYRQ FRQVLGqQUH GHYV PpODQJHYV SOXV FRPSOH[H\
G 1 + $dans des proportions identiques a ce qui était retrouvé dans les prélévement
atmosphériques, aucune augmaatade la quantitcGH FDVVXUHV QYfHVW PLVH HQ
les mélanges reconstituésO FRQYLHQW GH QRWHU TXIDXFXQ GHV +8%$3
ne conclut a une augmentation élevée des niveaux de cassures mesuledest des

cometes. La faible implication du stress oxydant dans la génotoxicité semble étre une
caractéristique de nombreux HAP.

En revanche, la formation des adduits BPEZdGuo est tres fortement potentialisée dans

les cellules traitéeavecles mélanges reconstitués.

Pour résumer, il existe donc une forte modulation de la génotoxiciEajB lorsque que

celurcL HVW HQ PpODQJH DYHF GIDXWUHV +$3 &HWWH PRGX
niveau de la formation des adduits BPIbiymarqueu plus spécifique dB[a]P que le test

des cométes.$ O L Q Yesl BIXM en Onélanges binaires ou en meélanges complexes
QIHQWUDLQHQW SDYFOVIVXIPHQ®D WEIRQY GH

LHV QLYHDX[mestiideG Hds\WwivaitementsB[a]P+HAP sontcomparables ceux

qui sont retrouveés daress cellules prétraitéestRavec les HAP avant traitement paBla]P.

Ceci suggere dongue les effets potentialisateurs ou inhibiteurs du B[a]P par les autieés HA

se fort par des mécanismes indirects.

Dés lors, commergxpliquer cephénomeénes deotentialisatiorou Grihibition ?

12z



Chap 5 Discussion générale et perspectives

5. Hypothéses mécanes

¥ Hypotheése 1. action agoniste des HAP visx-vis du récepteur AhR

/IHV +$3 QRXV OddessifR@ Unactitkation métaboliquequr exercer leur action

toxique, en prticulier vissse YLV GH Oeb®hkymes de metabolisation sont induites par

les HAPeuxmémeV YLD OH UpFHSWHXU $K5 &9fHVWueddpeddenQ G XF WL
les quantités de métabolites électrophiles réagéifseres

La capacité des HAP a indle les CYP dépend de leur capacité a lier le récepteur AhR. Cette
capacité est définie par des caractéristiques structurales concernent des molécules

planes, possédant unetgion baie (Skupinska 2006, Skumska 2007)et des ratios
taille/profondeur semblent également intervéRinshparajah 2008)

/IHV FDSDFLWpPV GTLQGXFWLRQ GHV &<3 $ SDU @nwvo+$3 D II
chez le rat(Till 1999), in vitro sur des hépatgtes H4IIE de rat (Bosveld 2002, Machala

2001) ou encore sur cellulebumainesMCF7 et HepG2(Skupinska 2006)Ces essais
reposelN-SRXU OD SOXSDUW VXU O H 7Wthbyweés@urdoRieethylatish GH O D
ou test EROD par les CYP1. Leethoxyresofurinestun substrat des CYPQui est dégradé

en résofurin, fluorescenfvec unRUG UH G D FW L CYRVALNMSPIBILY ICYXLAZ.
LIDXIJPHQWDW&BQe = Va8 XRRBYV GH OfDSSDULWLRQ GX SURC(
par fluorométriereflete la quantitéle CYP1 présent@rough 1978)

¥ Hypothese 2 action indirecte par compétition VXU GIDXWUH¥Exegpl&k WpLQH
du BJg,h,i]P.

Merchantet al. (Merchant 1992pnt montréquedans des cellules Hepalcldéd B[a]P etle

B[g,h,i]P étaient en compétition po la liaison a une autre protéiria, protéine 4JPAH-

binding protein) VDQV SRXU DXWDQW PRGLILtdpEJDRILQLWPp GX %>
Cette protéine 48onnue comme étant une protéine liant les cancérogénes a été identifiée
GDQV OD Y RdnHleS §YPRAI(SMMNg 1994) Le B[g,h,i]P qui a une forte affinité

pour cette protéine 4S pourrait donc diminuer la quantité de B[a]Pa ¢iéie protéine, avec

pour conséquence la présence de fortes quadat&ga]P libres qui pourraient alogslier au

récepteuAhR et induire la transcription des génes du CYPAL.
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De la méme facon, IB[g,h,i]P peut étre métabolisé par les CYP1ALl et entre en compétition
avec le B[a]P pour la métabolisation. Le B[a]P libren métabolisé, est ainsi disponible pour
se fixer sur le AhR.

¥ Hypothése 3: Inhibition des CYP450

Des études récentes ont mis en évidencegrtains HARStaientdes inhibieurs potentiels de

O 1D F BRIOD tardlysée par leSYP450 1A2 et 1B1 et dame nombreux cas également de

CYP450 1A1(Shimada 2006)Selon les HAP, cette inhibition est soit directe, causée par la
molécule parent, soibdirecte,causée par les métabolites généBrsmada 2007)

On peut penser que certains HAP, ayant une plus grande affinité pour les CYP450 que le
B[a]P, vont étre métabolisés préférentiellement par rapport a-cellt 1R XQH IRUPDWL
G 1 D G G BE Woihs%lavée.

/IH '"%>D K@% HVW OfXQ GHV PHLOOHXUV LQGXFWHXUV Gt
(Skupinska 2007%t inhibe faiblementO § D FW LY Ilcatapysé® par £CYP1AL in vitro,

avec un IGx>1000nM(Shimada 2006)Des lorscet +$3 IDYRULVDQW OfLQGXFWLR
et ayant une affinité moins élevée que le B[a]P pour les CYPpéttfavorise OTDFWLYDWLR
métabolique du B[a]P et donc la formati@HY DGGXLWV %3'( j O7$'1

On peut supposer que cette hypothese est également valable ®BjbiF qui est un bon
inducteurdes CYP450 1AIPrPH VLQKLEH OYDFWLYLWp &Be2'ur@khdEHY HQ]\
250nM

/1,3 LQGXLW IRUWHPHQW nGsfidiemdhnLvitrb Wtifisa(b 25 ¢elDIevAIIK
(Bosveld 2002)PDLVY DXFXQH GRQQpH QYH[LVWH TXDQW j VRQ DFW

IH %>D@$% HQWUDLQH XQH IRUWH DFWLYDWLR@ossdid OfDF W I
2002) maisdans une autd pWXGH OfHIIHW GX %>D@% VXU OJLQGXFW
(Topinka 2008)De plus, sn action imibitULFH GH OYDFWLYLWp FDWDO\WLTX
trés forte (1Ge<10nM). &HV UpVXOWDWYV RBSENERIEGbténielisixigrHde 1@
formaion des adduits BPDE2-dGUOREVHUYpV GDQV QRV H[SpPULHQFHV OF
cellules au B[a]P et B[a]A en dopaitement.

De méme pour le Flua gest un faible inducteur des CYP450 maiQ KLEH OYDFWLYLWQp
avec un 1Gz>1000.
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Cependant, le Chrug fait partie des HAP capaldeGLQGXLUH IRUWHPHQW OHYV .
qui inhibe faiblement ces mémes CYP {$€1000), ne potentialise pas la formation des

adduits BPDEN2dGuo dans nos expériences ddraitement.

De la méme fagonle B[K]F qui inhibe brtement la formation des adduits BRDE-dGuo

des0,25 uM dans nos expériencest pourtantO 1 XQ GHV PHLOOHXUVAL& GXFWH)
QH SUpVHQWH SDV GYDFWLYLWipDd QusLubé @ude EeentaRibkW H SR X |
2008) a mis en évidencejue des cetraitements de B[a]P @[k]F a des concentrations de

0,02 a0,6 uM avaientun effet synergique sur la voie métabolique catalysée par les CYP1Al

et un effet additif sur la voie catalysée par les CYP1BL1.

2Q SHXW pPHWW U He BIf|K ¢S est&tgbdlitesTodtHine meilleure affinité pour

OHV &<3 TXH OH %>D@3 GLPLQXEQiqeeXdeH&Sirdt idd QW O LC
conséquent la conversion en BPDE.

Le B[K]F posseden effet comme le B[P une région baie et peut former des diol époxydes
FDSDEOHV GH IRUPHU GHV DGGXLWYV j O1$'1l DSUgqV DFWLY
TXDQWLILFDWLRQ SDU +3/& 06 06 éSalN fasGar X BaIP mad1$'1l IR
aussile B[K]F permettraitde RQQDVWUH Of+%$3 SUplpUHQWLHOOHPHQW F

(QILQ LO FRQYLHQW GH QRWHU TXH QRXV QYDYRQV SDV S>
OD TXDQWLWp G9DG @ le\B[Y,h%Bcdntjai@meéntla une autre étude réalisée

sur les cellules HepGZCherng 2001p des concentrations de B[a]P et B[g,h,i]P identiques

aux notres I uM /IH WHPSV GILQFXKEMMLRQ daddsd notre étude) et
OTXWLOLYV DBDhiigiage &% BilR&\Wmoins spécifique mais plus sensible que notre
détection par HPLC/MS/MS expliquent peéitre cette différence.

Pour résumer, la capacité des HAP a générer des métabolites s&Eautile majoritairement
dépende de leur capacité a induire les CYP450 ou a les inhijlaerdes phénomeénes de
compétition au iveau de la métabolisation par les CYP4B@. niveau individuel, certains
HAP et/ou leurs métabolites induisent fortement les CYP450 via leur action agonigte vis
vis du AhR(BIK]F, B[a]P...). Parmi ces HAP, certains semblégalementL Q K L Ectivite O 1D
catalytique deees CYP B[a]A, B[b]JF« /Y DIILQLWp Gawé de$ @YFA50, et donc

la compétition entre HAP pour leur métabolisatparait également jouer un rolé\ travers

ces mécanismes, ils vont affecter leur propre métabaolisatiais égalemércelle des autres
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HAP avec pour conséquence une modulation de la génotoxicité et la cancérogénicité des HAP

présents au sein des mélanges

1RXV DYRQV SX PHWW U Htrat€negndve& HQB{djP, Tles HARYmBdRIlaient la
formation des adduits B j OT1$'1 4 X fill€s méladges plus complexes

6. ' RPPDJHVY GH OY$'1 HW PpODQJHY UpHOV

6.1 La composition en HAP comme signature de source

Différents typesGTH[WUDLWYV arfigsph€ioQedit €OURIRAs dans cette étude

partir de prélevemets réaliséssur différents sitesHQ HQYLURQQHPHQW JpQpUD
milieu industrid en respectantdes normes standardisées qui sont différentes en
environnement et en industriees appareils et les débits de prélevements utiles€és
environnement gémal et en industrie sont tres différents ce qui pourrait avoir une incidence

sur la composition de la matiére particulat@lectte $XFXQH pWXGH FRPSDUDW
réaliséeentre ces deux types de prélevememisis les filtres utiliséfiltres en quatz) dans

les deux casétant identigueson peut penser que la matiére particulaire collectée est
semblable.Les appareils hatdébits employésen environnementne comportent pas de

dénuddd j RIRQH DSSDUHLO SHUPHWNWIHPE r GKID @it 3dHU WOpTOR | |
dégrader les HAP adsorbés sur les filtréQ O 1D E V H QdatitleQuHe Bddsestimation

G1XQ |ID B drdgporau niveau de la concentration en H®oriaux 2006) Il est

donc possible que les concentrations atmosphériques mesurées dans nos échantillons soient
sous estimés PDLV SRXU OfK®QNWDWRWd RQnivead des réseaux de
VXUYHLOODQFH GX /&6 A8SQA RBOO])C&Saevudedr@ sdatds utilisés en
PLOLHX LQGXVWULHOV F bdé de@xctibh v/ B MR (DH. W @G A LOT KKV HQ
Les mélanges prélevés en milieu industrigifferent par rapport aux mélanges
environnementauSDU GHV FRQFHQWUDWLRQV HQ +$3 EHDXFRXS S¢
mais aussi paleur compositionavec XQH S UR SR B WMusRmpofGafite@e lesautres
composeésPar rapport aux mélanges prélevés en industge niélangegnvironnementaux

ont une compositionchimique quichangeen fonction des saisons mais également en fonction

GX GHJUp GTXUEDQLYVDWd, Bugmode Xle \6hauifages HD ®W RAREHLPLWp G

12¢



Chap 5 Discussion générale et perspectives

industrie.Dans ces prélevements, il existe une part importante de composeés autres que les
HAP (produits photooxydés PpW D X[ HW F «

Les échantillons industriels sont issus tteis entreprises différentes dsecteur de
électrométallurgie OTXQH VSpFLDOLVRE G B QM @LDF IIPW IOFM W P HQ G X
et enfin la troisiemedans Al DEULFDWLRQ GfpOHFWURGHYV HQ FDUERQ
pour générede fortes concentrations en HAP.

ConcerndQ W O L Q G XV WIeslHAPGoht ¥éridjdritaXdPentors du chargement de

électrodes composites avec des boulets de brai de hdbdiee activité réalisée le plus
VRXYHQW SDU XQ RSpUDWHXU HVW j OfRUpadtic@airesGf XQ GpJI
entrent dans la composition des boulets.

ID SURGXFWLRQ e€ fréads¥PI MU XPpGXFWLRE dadd ded JdvesK P L Q
électrolytiques. ks amdes utilisées dans le procéslint constituées de coke et de brai de

houille. La cuisson de la patcarbonéale ces anodeSHXW VH IDLUH LQ VLWX | (
GpJDIJHPHQW G T+ $ 3 pSratiBnxdx lawhateeWolatieDcomme démdabricaton

des électrodes en graphites.

'HV GLIIpUHQFHYVY DX QLYHDX GH OYDERQ@m RFdéhantllah® WLYH |
LQGXVWULHOV HW HQY L URiQ &yalarmidr® gvitteXds aiffexe@dHarilldhsW
environnementaux/D GLYHUVLWp GHV VRXUFHV GYpPLVVLRQ VXU O
explique les difféerencede composition chiique des mélange&n effet, | existe des HAP
FDUDFWpULVWLTXHY GH FHUWDLQHV VRXUFHV GYfpPLVVLRQ
une signature de sour¢khalili 1995, Masclet 1984)/H FDOFXO GH UDWLRYV GT+$
pour identifier la contribution de certaines soukte G | p P L V Vun®amdsih&afonné.

Les plus couramment utilisés sont IPABJ[g,h,i]P), B[a]A/(B[a]A+Chr), ou encore
B[e]P/(B[e]P+B(a]P) dont les valeurssemblent FDUDFWpULVWLTXHV GI{XQH VF
(Bucheli 2004, Del Rosario Sienra 2005, Khalili 1995, Simcik 1999, Yunker 2Q@2yme

QRXV OYDYRQV YX dcpauff@ge/ domesoeaie. Rafic aGtomobile sont les
SULQFLSDOHV VR XHAP HVzoGdiBalng &t d&h€urLafentoursConcernant le

chauffage, ua prépondérance du B[a]A et dinGest mesurée par Masc{®tasclet 1984)Le

chauffage au bois émettrait en grandeppirtion du Chr ainsi que du B etdu B[K]F. Les

HAP majoritairement émis par les sources automobiles different entre les véhicules essence et

les véhicules diesel. Les émisssate vehicules essence sont caractésiggar des HAP de

plus haut poids moléculaire que les véhicules diesel atarB[g,h,i]P par exempl@Rogge

1993) ou 01,3 GDQV XQH PMhgl& U4 dantXdurémissions dieselelles
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contiendraient en majorité du B[b]F, B[k]F et Chr mais en plus forte proportion que les
guantités émises lors de la combustion du bois.

Dans nos échantillons, le B[a]P est présent de fapmstante avec une abondance relative
supérieure a 1% en moyenne quelie soit la saisor.es concentrations totales en HAP sont

plus élevées poues prélevementsrbains G § D X W RETXH. HWU SDU UDSSRUW DX]
GIpWp SDUWLFXOLHU OHV FRQFHQWUDWLRQV WRWDOHV H
facteur 4 eWUH OHV SUpOqYHPHQWYVY XUEDLQV GIDXWRPQH H
concentration en B[a]Parie G XQ IDFWHXU

Les concentrations atmosphériques en HQAB nous avons mesurérs les sites urbairen

été et en hiver correspondent aux concentratf@bituellement relevées sur ces sjtenz

Garziandia) Les profils en HAP correspondent a ceux retrouvés dans la littér@uoigh

1996) DYHF XQH SUpGRPLQDQFH GX % >gui KeprégeBtenGi80 @e§,3 HW C
HAP particulaires totaux, en agdoavec Smith{Smith 1996)LHV pPLVVLRQV G{+$3 VH
donc étre influenads par le trafic routier sur le site urbalre ratio IP/(IP+B[g,h,i]P est de

0,50 et0,49 respectivement pour léshantillos GfpWp HW GIDXWRPQH FH TXL
valeurs retravées dans des émissionigsgl avec un ratio compris ent@37 et0,7 (Del

Rosario Sienra 2005)

Les concentrations atmosphériques totales en HAP mesurées dans notre échantillon prélevé
sur le sie trafic en été sont faibles &ng/nt), en raison de la diminution du trafic routir

@M§sence de chauffagerant la période estivale. Le Pyr et le Flua représentent envirén 40

GHV +$3 WRWDX[ GH FHW pFKDQW. L& ®D&daninanhtt dé xds Hudir@ 3 HW
HAP est également constatée dans des échantillons atmosphériquesspitalessdes tunnels

routiers (Smith 1996) Le ratio IP/(IP+B[g,h,i]P évalué &,38 semble indiquer une
prédominancele source automobile diesel.

En ce qui concerne le site Chamonix, les concentrations atmosphériques @arttiéiaires

mesuées dans notre échidlon sont plus élevées que les concentrations moyennes mesurées
SHQGDQW O (MatchaddJ204), période correspondant a la fermeture du tunnel du
Mont-Blanc. Les profils en HAP sont comparahlegcepté pour le B[a]P en proportion trois

fois plus importante et le Pyr en proportion deux fois moins importante dans notre échantillon

que celui de Mrchand La concentration totale en HAP particulair®  p O q Y 6ing/nt

dans notre prélévement contre@ng/inf HQ PR\HQQH SHQ G Ddgpendantiket Y H U
concentrationgotales en HAPD O OD QW MnAgMiT pefiyent étre atteintes sur ce site
(Marchand 2004) Les niveaux atmosphériques élevés en B[a]A laissent supposer que les
PPLVVLRQV GT+$3 Vaufage nesidéntielVLes donEdltrations de Chr, B[b]F et
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B[k]JF ne sontcependanfas prédominant+H TXL QH YD SDV GDQV OH VHQ
chauffage au bois

De facon intéressante, slerofils G DER Q G Dv@ FeH HAPI @D Melange prélevé a
Vénissieuxa OfLQWpULHXU HW | GdhHied pitdilairsxalecGbtaronfexitvde® H
niveaux tres élevés eB[b]F et & KU WpPRLJQDQW GH OfLQIOXHQFH GH)\
dans la zone urbaine alentolres concentrations atmosphériques sont tres éledées
OfpFKDQWLQGOGRQWEAUIO GX HQ UDLVRQ GTXQ pSLVRG

particules.

6.2 Geénotoxicité des mélanges réels

1RXV DYRQV FKHUFKp j FDUDFWpULVHU OD QDWXUH GHV GR
différents mélanges atRV SKpULTXHYV HW pYDOXHU OfLQIOXHQFH GH C
FHY GRPPDJHV 'DQV XQH SUHPLgqUH VpULH GYfH[SPULHQFH
B[a]P par les composés HAP et autres contaminants présents dans les différents mélanges est
évalué. Les cellules sont traittesec OHV GLIIpUHQWY H[WUDLWYV GTpFKDQV
dilués de facon a obtenir une concentration de B[a]P identique dans le milieu de culture pour
tous ces extraits. Une concentration en B[a]F0.dé uM (40 ng/mL) estchoisie dans une
SUHPLqUH VpULHDQYH[GHUNLY K FIuE Hians/ th® ddukiénd séria
concentration est diminuéed®4 uM (10 ng/mL) pourlimiter les effets cytotoxiques.

La premiere remardkH TXH OTRQ SHXW IDL Wlds exgosees &6 MDDV OHV |
B[a]P, la mortalité cellulaire est plus &&e dans les cellules traitées alex mélanges que

les cellules traitéeavecle B[a]P pur. La mortalité cellulaire la plus élevée est observée dans

les cellules exposées au mélangeain périindustriel. E§HFL QYHVW SDV VXUSUHQDC(
la présence dans les mélanges, en plusBfalP G D XW U #bvit cefl@dns sont
cytotoxiqguesmais aussiGIDXWUHYVY FRPSRVpV RUJDQLTXHV

Par rapport aux cellules exposées au B[a]P fyt&uM, une augmentation des cassures est
mesurée dans les cellules exposées aux mélampgams périndustriels et indstriels. Dans

les mélanges a plus faible concentration en B[A]@4(uM), une augmentation des cassures
GH Of$'1 SDU UDSSR U\Wwbsbre%and @s3ceBuled exp¥sées aux mélanges



Chap 5 Discussion générale et perspectives

urbairs prélevés en étéet en automne et dans une moindre meswenélange prélevée a
Chamonix.$XFXQH DXJPHQWDWLRQ GHV FDVVXUHV QTHVW PHVX
/ITHITHW OH SO Xbdbsemé&drdd ¢ mEaNgdovelbve en @rérésultat similaire est

obtenu par Cavall¢Cavallo 2009avec les cellules B49 exposées a des extraits prélevés en

été par rapportux extraits prélevés en hivet/{DXJPHQWDWLRQ GHV GRPPDJ
observé avec lesH[WUDLWYV Céfrp tunpélde & Bds @dtricentrations plus élevées de
nitro-HAP durantFHWWH VDLVR UM T™XOHPQPKILYIHARQ GYDXWUHV FRPS
TXLQRQHYV SDU H[HPSOH VRQW pPLV HQ SOXV JUD®GH SUR
(Pierce 1976kt pourraient également contribuer a la formation des cassures obskmge

notre échantillorurbain G Tp W p

Dans lescellules exposées au mélange urbain-péhistriela 0,16 UM de B[a]P,on pourrait
SHQVHU TXH OHV FDyAlexdésisoicGtHis Al§ Hodtalité dejlulaire importante

mesurée par le test du MTOr, la mesure de la cytotoxicité par le test au bleu de trgsin

moins élevée que celle qui est mesurée par le test du pMdbBablement en raisate la perte

des ellules les plus endommagées lors des ringages. Ce résultat semble indiquer que les
cellules utilisées pauréaliser le test des cometsesnt enmajorité des cellules vivantes. De

plus, les valeurs de % ail DNA obtenues dans nos expériences ne suiventupas

distribution bimodale, indicatrice de la présence de cellules en apoptose avec la présence a la
fois de cellulesavec des forts et des faib/sTail DNA (Patton 1999)

Une forte potentialisation de la formation des adduits BIRR-dGuo est mesurée dans les

cellules exposées aux mélanges industriels issus des sites de fabricasitiniudu et de

O 1D O X P L QppxrPaws ézNuildd BExposées au B[ajiar a concentration équivalentalors

TXIXQH L @KlaEdrriatioR Qesdaluits BPDEN2-dGuo est plutbt observée avec les
mélanges environnementaux.

La génotoxicité duB[a]P semble donc fortement moduldmr les autres composés du

mélange, en accord avec nos résultats réalisés avec les mélanges synthétiques.

La comparaison deHIIHWV LQGXLWYVY SDU OHV H[WUDLWYV GYpFKD(
IUDFWLRQ GFT+$3reSobdtituée FeXirOcDritespidndanmtontre que s niveaux de

cassures éleveet OTLQKLELWLRQ GH O DBPREN2RI®UDIRE3US Havis 26 G X LWV
cellules traitéesavecces extraitsG{pFKDQWLOORQV HQY L UdRSaxHHRPH QW D X[ ¢
Dés lors, on peut penser gies efets observésmpliquent G 9 D XHXRJ ¢u¥ ceux mesures

ouplutdt GIfDXWUHV FRP S RWYipo/gadRigueb @dséntsHidhs la phasicpéaire et

désorbés des filtres avec les HAR. proportionde ces composéscentaminants dans les
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prélevements atmosphériques envirementaux est probablement pklsvée que dans les
échantillons industriels qui sont prélevés au plus prés deXdsbH G{pPLVVIIRQ GHV +
plus étant donné les différencemportantedde concentration atmosphérique en B[a]P, il faut

aspirer a travers le fltreEe HDXFR XS SOXV GYDLU HQ HQYLURQQHPHQW
mémes niveaux de B[a]P que ceux qui gorlevés en milieux industriel. Ceci augmente
égdement la pe de composés contaminants dans les échantillons environnemelsaux.
FDUDFWpPULVDWLRQ HW OfLGH Q Véxtrbitsdamw laRpRase brgénide D X W U
pourraient étreéalisées au cos de prochains travaux.

/IH FDOFXO GX UDWLR DGGXLWYV FDVVXUHV HVW GITHQYLL
OYDOXPIHW X®H SRXU OfTLQ G RoW tolsH less Xutrds DadhaRtilphis

environnemetaux ce ratio est infériewr1.

En résmé, 1 semble donc que les mélangeforte proportion en HAP otontenanpresque
exclusivement deBlAP comme les mélanges prélevés sur sites industriels forment plutét des
adduits BPDEN2-G*XR HW SDV RX SHX GH FDVVXUHV &ogefdsQYHUV
tels que lesgprélevements environnementaux dans lesq@BP SURSRUWLRQ GT+$3 |
faible, inhibent la formation des adduits BPDR-G* X R | O | $oitmdnatsurtout des

cassuresj O 1$'qui nesont pasdues aux HAP euxméme, PDLV | G &p0asHV F
contaminants.

Ces résultatsP RQWUHQW FODLUHPHQW OYLPSRUWDQFH HW OD Q]
FRPqgQWHY HW OD PHVXUH GHV DGGXLWV %3'( j O1%$'1 SDU
JPQRWR[LFLWpP GHV PpODQJHV /1 Xtk cahduit@it\el tidsgeo@ite VHX O W
non génotoxique des mélanges ne générant pas de cassures mais qui pourtant forment des

adduits et inversement pour la mesure des adduits par HPLC/MS/MS.

6.3 Effet des mélanges réels sur le métabolisme

Des études upeu difféentes de la nbtr RQWUHQW TXH OHV TXDQWLWpV GY
B[a]P pur (D,2 pg soit 80umol) diminuent dans des cellules-traitées paavec20,2 pg (80

pmol) de B[a]P et des mélanges standards de référence SRN |(g). Ces mélanges
standardscorrespondent a de la matiere particulaire prélevée dans des conditions bien

déterminées et dont la composition en matiére organique et inorganique est certifiée et
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standardiséd.e cotraitement des cellules MCF7 par B[a]P avec un mélange standard issu

de brai de houillgSRM 1597a)(Mahadevan 2005pu de poussiére urbaifSRM 1649a)
(Mahadevan 2005, Musafileknt 2005) JpQqUH PRLQV @foRyEes Kiekuhés Gdr R O
postmarquage ad’P) par rapport au traitement par B[a]P seul.La méme observation est

faite avec la lignée épithéliale mammaire MOBA et avec les fibroblastes pulmonaires
CGhtimster chinois Y9 en cetraitement avec respectivement unélange provenant
GTpPLVVLRQ GLH ¥tHeOnélérigeé issu du brai de houille (SRM 159@a) méme

constatest faitin vivo VXU GHV VRXULV VXLWH j OfDSSOLFDWLRQ F>
(Marston CP 20019u du mélange 1649é&Courter 2007 plors que les CYP450 1A1 et 1B1

sont induites Seul le cetraitement avec le mélangeémission dieseb 1975 tend a
DXJPHQWHU OHV TXDQWLWpV G DBaPXseilvaisSde BacbhD® S RUW D
significative.

De faconétonnantecette diminution déa TXDQWLWp G9YDG G Xé pay/to@Qdtirsy 1DFFR
GITXQH GLPLQXWLRQ GH OYLQFLGHQFH GH WXPHXUV FKH] O
de tumeus peut demeurer consta(ilarston CP 2001pu méme augmentéCourter 2008)

illustrant le fait que la tumorigénese ne dépend pas uniguement de la gqdRIW DOH GIDGG.
formés. la persistance de certains adduiténe en faible quantitésemble étre également un

facteur déterminant.

Ces travaux ne sont pas tout a fait comparables auxsptigue les cellules sont exposées
directement a des particules au lieu de la matiere organique désorbée de ces mamicutes

dans notre cas, ce qui peut entrainer des différences au niveau de la composition chimique des
mélanges. " {DXWUH SDUW OHV [RRQdstéd€3 Wid) Eoveispoient @as ix
concentrations retrouvées danss Imélangs complexs SRM. Néanmoinsces étdes

montrent de la méme facon que nomgse la formation desdaluits par le B[a]P est modulée

SDU GIDXWUHYV eRfk BBRK dbp Mélahgep VXL VIDSSDUHQWHQW |j QR
industriels (SRM 1597a) ou urbains (SRM 1649a).

Ces résultats soulevent quelquegstions Comment expliqueles différences en termes de
QLYHDX[ GH FDVVXUHV HW cerfabsén€lahbed MdistEaIulaspienge® W U H
environnementauR ' D X patt, guelssRQW OHV PpFDQLVPHYV j OfRULJLQH

formation des adduits BPDE obtenue avec les mélanges environnem@&ntaux

Plusieurs hypotheses sont émises
Comme expliqué précédemment, ces phénomeénes pourraient étria dapacitéde certains
composés,HAP ou autres, présents dans lePpODQJH | L QKIDBWHUIR Q@ 1®FVvERB
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FDUFLQRJqQHV YLD OfLQKLELW.IDRLQoBrdas reonBentfen Xt &he3 %
LQKLELWLRQ FRPSpWLWLYH GH OYDFWLYLWp (52" FDWDO\Vp
de mélanges SRM 159Kahadevan 2007t non compétitive en présenag mélange 1649a

(Courter 2007) Dans le méme temps, une sydérH DX QLYHDX GH OYLQGXFWL
(52" HW GH OTIHQGXFMNMIPRR<G $ H VihezRIEsVsdWiY BGC3F1 ayant

UHoX GHV LQMHFWLRQV LQWUD Sppiddution gamd HanufadixéQ P pOD
(Chaloupka 1993)Les composeés présents dans les mélasgesionc a la fois agonistes du
récepteurAhR et induisent les CYP450 1Al et 1B1 et en méme temps, certains sont des
inhibiteurs de ces CYP450.

Nos résultats montrent que les mélangesonstitiés correspondant a BUDFWLRQ Gf+$3
particulaires desmélangs atmosphériqueont un effet synergique au niveau de la formation

des adduitsBPDEN2-dGua On peut donc penser qu® L Q K LoBdeiEle RaQec les

mélanges atmosphériquest G XH | G  DopdsésHrésén® dans la matiére organique
désorbée des particuldsa matiére organique associée aux particules atmosphériques contient

en effet, en plus des HAP de nombreux autres composés parmi lesquels/erdes alcanes,

des acides alcanoiques, asdcarboxyliques, de®tones ou encore des aldéhydelie est

composée également de produits issus de réaction secandigioe HAP, oxy-HAP, HAP

méthylésqui ont également @activité mutagené€Skarek 2007)

8QH GLIIpUHQFH DX QLYHDX GH OD FLQpWLTXH GH IRUPDWL
entreles échantillonsirbainspériindustriels et les échantillons industriels.

$ OYLPDJH GH FH TXL B{aRPYuR @daxiHeas XqglulesrtidiEee®@ O T pFKDQWLOOI
industriel prélevé sur le sitde fabrication du siliciumun plateau est atteint rapidemeiot
QLYHDX GHYV F D V.\C¥dl ¢sigroBaHle@eh$lid au fait que ce mélange est presque
essentiellementonstitué G1+$3 TXL GH OD uerle Bla]PDsoiR @néthbolisés
UDSLGHPHQW GRQQDQW QDLVVDQFH j GHV GRPPDJHV DX
augmentation des cassures est mesurée avec le mélange urbaidysériel au cours du

temps pendant la période 0 a 24 La présence de compsstres différents par rapport au
PpODQJH LQGXVWULHO HW HQ SDUWLFXOLHU GH FRPSRVpV
métaux pourraient expliquées niveaux de cassures élevés

La possibilité que de la matiere inorganique, notamment des métauprésente dans nos

mélanges solubilisées @v OH '062 QYHVW SDV j HIFOXUH HW SRXUUD
cassures élevés retrouvés dans les cellules exposées a certains échantillons environnementaux.
En particulier le cadmium, le feruwre, plomb,]LQF DUVHQLF VRQW SUpVHQWYV
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et ertainsmétaux de transition comme I¢iflU RX OH FXLYUH VRQW FRQQXV SR
stressoxydant a travers des réactions deeriion (Stohs 1995) 'f{DXWUHV j OfLPDJI
cadmum, inhibentla réparationGHV G R P P D JH(Dally @IP3, Eatur 2003De plus il

a é€é montré que certains métaf@senic, fpmb, cadmium emercure)avaient la capacité de
diminuerles capacitésG § uc@idh des CYP1Al et 1A2 médiépar certains HAP(Vakharia

2001, Vakharia 2001)

Cependant HV WHFKQLTXHV GHWF & QMWLODFRQ @RI N W L OneVpHYV GD
sont pas optimales pour récolter les métadalheureusementgek faibles quantitéss 1+ $ 3

dans lesextrais atmosphériqugen notre possession ne nous pats permis de doseed
métauxdans ces échantillonfussi, une contamination de nos échantillonsqesr derniers

QTHVW SDV | H[F Qprobatlementras feildeO H HV W

/ID GHX[LgPH K\SRWKqVH SRXYDQW H[SOLTpsdsdge Q&Y UpVX
OfLQIOXHQFH GHV FR QW lawWoeDl® wéabalishtionPdu BPIEMere une

autre voie métabolique, en particulier la voie des quesdin effet, une augmentation de
OTHI[SUHVVIR@HGH$.5 FRGD Gt RRBtasedOdd Qipdtteelans des

cellules cetraittesavec GHV +$3 HW XQ PpODQJH LVVX GTpPLVVLRQ
cellules traitéesmvecles HAP seulgCourter 2007) &HFL VIDFFRPSDJQH GTXQH L
de la quantité de-oxodQuo dans les cellules ewaitées avec du B[a]P et le mélange
FROQMRLQWHPHQW j XQH GLPLQXWLRQ GH ODnmaXia@aei Wp GTL
32P.

Le changemenmétaboliquepourrait également se faingar uneactivité renforcéede la
détoxificaton de phase Il, avec pour conséquence une élimination plus rapide des métabolites
électrophiles dB[a]P FRQGXLVDQW j GHV QLY HD(R¢ wagrd ZDEXEbAHY SO XV
2005)
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7. Vers une meiture estmaVLRQ GHV GDQJHUV OLpV

a des mélanges reels

7.1 Le manque de pertinencecGH OfJYDSSURFKH GHYV
GIpTXLYDOHQW WR[LTXHV

Nos expériences réals¥ DYHF OHV GLIIpUHQWY PpODQJHV LVVXV Gf
concentration fixe en B[alP RQWUH TXH OHV FRQVpTXHQFHV HQ WHU
GLIIQUHQW GTXQ PpODQJH j OTDXW P aD<2iR de¥ nEkhtie®dd & R Q F H
Bla]PregSONtLGHQWLTXHYV /91 pF K nQuettiel@dd RADIXde HistihdpeesS pilutres

échanillons par uneB[a]Preqde 20ng/mL au lieu de 1s4g/mL, du fait de la présence en plus

grande quantité dBBJ[a,h]A et de B[b]F. Dans nos expériences de mélanges binaires, ces

deux HAP potatialisent fortement la formation des adduits BRDE-dGua Or, cete
SRWHQWLDOLVDWLRQ QfHVW SDV REVHUYpH] ORURDXH ©OXV
mélange périndustriel.

/IHV QLYHDX[ GH FDVYV XU H Yard Ws GdldhGes ekhoskY a jn©dpiicdntration

en B[a]P constantee sont donc pas corréléstre eux, ni avec les concattons en B[a]P ni

avec les B[a]Preq 'TDXWUH SDUW OH IDLW GH UHOHYHU GH VL JU
dommages\ac des échantillons ayant d8®]Preget GHV ™ +$3F pTXLYdquestbQ WV SRV

de la pertinencde ces pararatres en termes de génotoxicite.

Alavue GH OfLPSRUWDQFH i@GteractiGiepsartRegteHeg REBSRVPV GI1XQ
meélange, le calcutles B[a]Preq Semble clairement insuffisapour évaluer la génotoxicité

GTXQ PpCRXxdmtiusion esn accord ave&cmeinder(Schneider 2002y ui montre

que le potentiel cancérogéne de mélanges basé sur le calcul deg,B@]Bestime le plus
souventle potentiel cancérogene obsérdans des études expérimentales menées chez
OYDQLPDO

7.2 /{DSSRUWiInGkHY WHVWYV

Les testscellulaires in vitro peuvent palliece probleme/H WHVW G{$PHV HVW
XWLOLVp SRXU pYDOXHU OD (@(HatBn\V2@op) CepdvganGiHego§eDsulU DPEL
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OfYXWLOLVDWLRQ GH EDFWpULHV SURFDU\RWHG¥n BRQW OH
plus, VHORQ OH FRPSRVp WHVWp FH W Kya¥ts@d tavc@o@BiotéW R X M F
réalisévV V driim&(Tlaxton 1988)

Aussi, les tests utilisant des cé#lsl hunaines semblent plus pertinen@ependant, certains

de ces testeeposat sur un comptage visudgstidieux (test des micronoyaux, comptages

aberrations chromosomiques) sont lourds & mettre en oeuvre (mesure des adduit®yce
quirendHXU DSSOLFDWLRQ GLIILFLOH GDQV OH FDGUH GYfXQ V
/IH WHVW GHV FRPqQWHV HW OD PHVXUH GHV DGGXLWV %3'(
plus simples a réaliser semblent pappropriés pour ce genre de suiie plus, letest des

cometes nécessitres peu de cellulest peutdoncétre «miniaturisé» permettantOH WHVW G X
JUDQG QRPEUH GYfpFKDQWLOORQV j OD IRLV

Par ailleurs OYDFTXLVLWLRQ GH GRQQpHV H[SpULPHQWDOHV RE
atmosphérigueavec ces tests pourrait permettre de construire des modeles mathématiques

qui tiendraient compte a la fois des TEF des différents composés mais également des
interactiors pouvant existeentre les différents composés prései@sci permettrait de

caractéiser de facon plus juste les dangers pour les populations exgodésatmosphére

par rapport auseuls calculs deB[a]Preg

Nous avongionccherchéj GpWHUPLQHU VILO pW [kt WstSdey domEt€stdt G D S ¢
la mesuH GHV DGGXLWBN %8 'HPLCMB/MSau V X LY L expdsitian Jdes
populations.

Dans ce but, ous avons évaluéet comparéeOD JpQRWR[LFLWp O lxHEtgnOfH[SR)\
YROXPH GIDLpUuEBRBWY PpODQJHVY DWPRVSKpULTXHYVY SUpOH’
sites industels.

Les cellules HepG2 ont été exposédshj OD PDWLgUH RUJDQLTXH FRQWHQ?
de20m®* GYDLU SUpOHYp GDQV O {H QuivalehRde QIH iék@id/da¥sDOR UV
industriesaluminium et carbonémettant des HAP.

/H GPELWHMSLWP SDU MRXU SDU XQ V8 h KXRDLIOMHPWDQW  (
G 1 Bdrigspond au volume respiré par un homme en une jougméee qui concerne les
HIWUDLWY GYpFKDQWLOORQV LQGXVWULHOV pWBLQLW GRQ
élevéesen HAP, un tel volume entrainerait une mortalité cellulaire trop élevée. AR,

DYRQV FKRLVL GH WHVWHU XQ YROXPH GYfDLU IRLV PR
SRXUUDLW FRUUHVSRQGUH DX YROXPH5@ifi R0L). CeHeviips. Up SD U
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peut sembler court, cependaniO 1D XW JD U Gélles salarigsipodutidds quptnents

de protectionndividuelle qui diminuent leur exposition.

Parmi les échaillons environnementaux, se@® fpFKDQWLOORQ SUpbdddép j] &KDF
niveaux de cassures et des addBBDEN2-dGuo en quantités élevéesamp rapport au

contrble négatifH W 4l uicontient la plus forte quantité de B[alRs traitements par

les échantillons industriels ne générent pas de cassures partrap contréle négatif mais

forment des adduiBPDEN2-dGuoj O1$'1 j GHV & RDIBAbisvhoinsélevés ge

OHV YROXPHV HQYLURQQHPHQWDX[ (QFRUH XQH IRLV FH'
composés auteeTXH OHV +$3 SUpV danent@Enerdl gii $6hQraspanhsables

GIXQH FHUWDLQH PRG X QID Bjd]Rdansdédélange. Jp QRW R[LFLWp
AYROXPH GYDLU pJDO Ogumiriumm@IW WOJORTRUQ BIXYMWGBINKQ SOXV
G 1D G G X L WwhantillotHndOsYrig du carben Cecipeut étre mis en relation avec les
concentrations atmosphériquesEa]P et en HAP particulaires beaucoup plus éésveéans

O 1 p F K Dauhvihi@BFQ UDSSRUW j OfpFKDQWLOORQ FDUERQH

Il est intéressant de notef XfLO VHPEOH H]J[LignNadtke IXsQdancErRatiohs O D W
DWPRVSKpULTXHV HQ %>D@3 GDQV OHV pFKIMQWLEBORQV HV
effet, tne concentration atmosphérique 13 fois plus élevée sur le site aluminium que sur le site
FDUERQH HVW | O RUL LLDiaE ks \beliRlesvexa@e | ©xfrait prélevé

sur le site aluminium:H OD PrPH IDoRQ UDPHQpPp j XQ PrPH YROXPH C
FRQFHQWUDWLRQ HQYLURQ IRLY SOXV pOHYpH VXU OH V
Chamonix XQH TXDQWLWp GIYDGGXLWYV IRLY SOXV LPSRUWL
H[SRVpHV j OTH[WUDLW LQGXVWULHO

/IH WHVW GHV FRPqgQWHV HW OD PHVpatUHPLG/MS/MBréoBtdetW V 9% 3 ' (
GRQF OHXU LQWpUrwW GDQV OH FLiGndes @futafons Yracela lpuB UL R U |
bonne sensibilité dans la détection de domesaigduits par des concentraisares faibles

Geftraits atmosphérigas et notamment de faibles concentrationsHi&®. OrPH VILO QTHVV
SDV SR \exttamleHes@ultatsobservés sur celluléa vitro ] OfpFKHOOH GTI1XQ RU.
entier, ces résultats sont toutefois des indicatiGn$ X Q Gpbténdi¢d pPoures populations

exposees.

/ID TXHVWLRQ GH OD VLJQLILFDWLRQ HW OfLQWHU®UpWDWL
SHXW VH SRVHU &DVVXUHV HW DGGXLWYV j OT$'1l SHXYHQW
GIYH[SRVLWLRQ j XQ RX GHV JpQRWR[LTXHV PDLV HQ OTDEVI
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fautive, ils constituent également une premiere étape dans la gamédemutations, point de
GpSDUW GX SURFHVVXV GH FDQFpURJpQQgVH 2Q SHXW GR
niveaux de dommages reflete une augmentationdlésv TXHV G 1 D@&Bréhed/lelR Q GH
sujets exposésméme si G 1D X W U H \éntréhEeW Elodptey en particulier les facteurs
individuels en particuliede susceptibilité génétique.

Ces résultatén vitro ne sont donen aucun cagrédictifs GfXQH DS S BabdeaRQ GH
permettent une comparaison des dangers lieés a difféereStslty G T H @éhtsUl R€a H
LQWpUHVVDQW GH UH F Kreldtidghkehite €3 fiMduX & idapnimiiges fhauidsH

vitro sur celluleset les niveaux de dommage®sures dans les liquides biologiqdessujets

eXposeés.

Conclusiors et perspectives

Au cours deFHV WUDYDX[ GH WKqgVH QRXV DYRQV pYDOXp OD
particulairesprélevés sur différents sites environnementaux et industriels par deux approches
FRPSOpPHQWDLUHY OH WHVW GHV FRPqQWHV SRXWM3D PHVX
SRXU OD PHVXitabléeBPDENPRIGWGXTWFFHQW D pWp PLV VXU OH %
i DYRLU pWp GpPRQWUp FDQFpHHM RX WD OpHTPX BERXQRX YK B PP
méthode de dosage des adduits stables et ins{dbdeie 2007) En particulier, la modulation

de sa génotoxicité a été ewée a traversOTH[SRVLWLRQ GHVddsH@lanyed HYV + H ¢
ELQDLUHV DY HFm&Y auxsiVdGHW PHIODQIHV GT+3$3 WLeMRIBSQVWLW X
G 1 p F KD QiWdsphérigugy/réels.

1) Nous avons mis en évidence que le B[p{P induit beaucoumplus dfD G G X L \AN2- % 3 ' (
G*XR TXH GH GRPPDJHV R[\GDWLIV &HFL VYH[SOLTXH SDL

CYP450 par rapport aux autres voies métaboligiaesla métabolisation du B[a]P.

2) Dans les cellules exposées a dig]B en mélange binaire avec certaHAP @[b]F,

DBJa,h]A, IP, B[g,h,i]P) onobserve XQH OpJgqUH DXJPHQWDWLRSrGHY FDVYV
une potentialisation de la formation des adduits BAN2EIGuo par rapport a ce qui est

observé dans les cellules exposées au seulBadexceptiowoncerne le KK]F qui inhibe la

formation des adduits BPBE2-dGuo.
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1L OH %>D@3 QL OHV +$3 PHVXUpV GDQV OHYoRpODQJH

importante des lésions okatives.

/ID QDWXUH GHV OpVLRQV GH Of1$'h ratird/ déeRachemilOREQ W L Q

atmosphériques réels.

/IHV PpODQJHV FRPSRVpV SUHVTXH H[Bedrioh ded RttresW G+ $
« contaminants est minoritaire tels que les mélanges industriels ont plutét tendance a former
des adduit8PDE voire a legpotentialiserlls forment de plupeu de cassuredu contraire,
avec les mélangemnvironnementauwu la poportion G 1 + $ 3 pH¥/fible par rapport aux
autres composés du mélangdQ UDLVRQ GH OfYpORLIJQHPHQW SDU
environnementalesG {ig6lon HW GH OfDFWLRQ GH QRPEUHX IDFWH
(photooxydation par exempleles dommages générés sont plutét de type oxydatif et la
formation des adduiBPDEj] Of$'1 D WHQGDQFH j rWUH LQKLEpH

5) Les mécanismes par lesge/ V T H[H eFetbQientakis¥teurs et inhibiteurs des
mélanges restenencore a élucider. Des phénomenes de potentialisation au niveau de
OILQGXFWLRQ GHV &<3 SDU FHUWDLQV FRPSRVpV SR:
phénoménes de compétition entre les compasésveau dela métabolisation. Une autre
K\SRWKqgVH VHUDangemeWORPWOERQ@QLTXH GH OD YRLH GX %3’
autre voie, en particulier vers la voie des quinones, ou b augmentation de la
conjugaison de phase Il ou encore a une autatien des réparations des dommages a
07%$'1

6) Nos H{TSpULHQFHV PRQWUHQW TXH OHV QLYHDX[ GH GRPP
exposeées a ces mélanges atmosphé&idépen@éntde la concentration en[8P et en HAP

totaux PDLV pJDOHPHQW aut@doorachmattqénHdeat{fieés qui oégalement

pour effet de moduler la génotoxicité du mélangette modulation de la génotoxicité du

mélange en fonction des composés présents rend difficile la prédiction du risque lié a
OYH[SRVLWLRQ | /PHVRR@ODIQYMDQFH GH OD FRPSRVLWLRQ H
donc passuffisammenfprédictive de sa génotoxicité surtout en environnement général ou de
nombreux autres composeés présentsvgauconduire a une potentialisatiole génotoxicité
desHAPou p&d IRLYVY ] OHXU LQKLELWLRQ &HV UpVXOWDWYV PRQW
toxicité des mélanges basée surstul calcul des FET et qui repose sur une hypothése
GIDGGLWLYLWp GHV FRPSRVpVY SHXW FRQGXLUHOn&uQH VRX\
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risque.Le suivi spatieWHPSRUHO GH OD JpQRWRI[LFLWp GYpFKDQWLO
VRQ LQWpUrwW GDQV OH FD@&tdhngetst @ HrgwebBtiondedvisared ligsU L R U L
OYH[SRVLWLRQ GHV SR Saxbidnves Rdlieés») MeEre ¥ s Qdaditioms
H[SpPULPHQWDOHY VRQW UHODWLYHPHQW pORLJQpHV GHYV
VIDJIJLW GTXQ M\itd,Yob pedt pepderQiue/lps dommages observés au niveau des
FHOOXOHYVY SRXUUDLHGQW@HUDQUHGEIERW HRDMLHXOUSTR XU OTKX

$ILQ GIDUIXPHQWHU OTK\SRWKqgVH GIfXQH LQKLELWLRQ GH
FRQWDPLQDQWY LO VHUDLW LQWpUHVVDQW GYLGHQWLILHL
dans les mélanges atmosphgesL HY pWXGHYV SRXUUDLHQW rWUH pWHQG)>
étudiés, par exemple le Benzo(j)fluoranthene classé dans la catégorie 2B par le CIRC et

D ER Q G D GaiMoshbe@eu eOctre les dérivés oxydés ou raniés HAP.

'{DXWUH SDUWUHOOVDIOWD GWpYQWXHU OD FRQWULEXWLRQ Gt&F
en présence de différents mélanges atmosphériques, notamment par le dosage de certains
métabolites dans le milieu de culture cellulaire 31©HB[a]P par exempleou encore le

tétraol etles caédols. De plus, la mise au point des adduits formés par les autres HAP du
mélange et leur identification dans les cellules permettraie déterminer si la diminution

GHV DGGXLWV %3'( VH IHUDLW j OD IDYHXU GUYW® HG fIRDXR\DUM
HAP.

Enfin, GDQV OH FDGUH GX VXLYL GH OfH[SRMVIpour&t@ird pQRWR|
intéressant notamment en milieu professionteetomparer des extraits atmosphériques issus

de différentes entreprisesu de différents postesedtravail et également de voir ou de
FRPSDUHU OD JpQRWR[LFLWpPp GI1XQ YROXPH GIDLU HQYLUR
qui servirait de référenc®©n pourrait également envisager de comparer les dommages induits

par ces extraits atmosphériques sulutes in vitro avec les dommagegtrouvéschez les

sujets exposés a ces atmosphe(g3. SDUWLFXOLHU RQ SRXUUDLW FRPSDL
formés dans les cellules vitro DYHF OHV TXDQWLWpPpHV GYDGGXLWV PHV
de salariés, ermplus des dosages urinaires 8eoxodQuo. Enfin, le recueil de données
expérimentales obtenues a partir de difféerents mélanges atmosphériques pourrait permettre de
construire des modéles mathématiques qui tiendraient compte a la fois des TEF @e chaqu
conposé mais également desteractiors pouvant exister au sein des méland&srecours a

OD PRGpOLVDWLRQ SRXUUDLW DLQVL SHUPHWWUH GH FD
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atmosphérique des populations de fagon plusstéatjue les simples calcule &[a]Preq

actuellement utilisés.
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CHAPITRE 6-MATERIEL ETMETHODE

Prélevements et analyse des échantillons
atmosphériques

1. Prélevements atmosphériques

Les méthodes d@rélevements atmosphériquésW G 1 D Q D AP\ &hHmilizt Mdustriel et
environnementalbbéissentaux normes francaiseAFNOR X 43294 (AFNOR 1995)en
milieu industriel eAFNOR X 43025 (AFNOR 1988)en milieu environnemental.

1.1 Prélevements en milieu industriels

La matiéreparticulaire est collectée sur des filtres de qutzatman (@7 mm) j OYDLGH
GIXQH SREP&® th débit de 1 litre par minute pendd@nt. La stabilité du débit est

vérifiée en comparant les débits en début et en fin de prélévement. Des variatiorsigeri

ald0 HQWUDVQHQW OfYH[FOXVLRQ GH OTpFKDQWLOORQ

Apres prélgement, les filtres sont stock€ jal@difle la lumiere a20 f & MXVTXTj OTH[WUDF
La matiére organique est désorbée des filtres par du dichltrangédans un bainudtrason

pendanB30 PLQXWHYV VXLYLH GT1XQH KR PeRsdpappdsivedite B@p@®d U Y R L
grace a un rotavapeur a la température déGEB0Apres évaporatiodu solvant la matiére

organique edflissoute dansthL G 1D Fp W R Q L W UunGilite B0/22 um@waht apadysé. X U

1.2 Prélevements environnementaux

La matiere particulaire est prélevear desfiltres de quartzj OTDLGH GTXQd#ebBERPSH K
'LILWHO pTXLWHHGHTSQHOWYHPHQW VpOHFWLRQQDQW OHYV

durée de 24 est réalisé an débit de 30m® par heure. Aprés prélément, les filtres sont

stockéV | OTDEUL GH2® P& ONKPVL X H jOlRH{ateteFgshigie@st extraite

au Soxhlet en utilisant ddichloroméhane.Apres évaporation du solvant au rotavapor a 30

°C, les échantillons sont dissous dans 5600 GIDFpWRQLWULOH SRXU rWUH D
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2. Analyses quantitatives des HAP particulaires

Elles sontconduitesde fagcornidentiquepour les 2 types de prélevements

—O GH OYH[WU DileBor@imeQt®s.O I DFpWRQLW
Les @ncentrations de 10 HARFluorantha@e (Flw), Pyréne (Pyr), Benz[a]anthrame
(B[a]A), Chrysene (Chr), Benzo[b]fluoranthene (B[b]F), Benzo[k]fluoramthéB[Kk]F),
Benzo[a]pyr&e (B[a]P), Dibenz[a,h]anthrace (DBJ[a,h]A), Benzo[g,h,i]peryige (B[g,hi]P)
et Indéno[l1,2,3cd]pyréne (IP) sort determinés par chromatographie liquedhaute
performance (HPLC) Waters avec une détection par fluorescencka séparation
chromatographique est réalisée sur une colonne HAP 8i@(co 300x2nm ID, 3,5 um)
avec un gradient acétonitrile/eau.
La température du four a colonne est fixée af3 /HV ORQJXHXUV GTRQGH XW
détection sont les suivantesx€itation/énission :
285/450 nm pour détecter feioranthéne et333/390 pour lepyréne. Unchangemet de
ORQJXHX Est@EilrR® &b65/380 nm pour déteclerbenzo[a]anthracene kt chrysene
puis a296/405 nm pour décer le benzo[b]fluoranthenele benzolk]fluoranthene, le
benzo[a]pyrene,le dibenz[a,h]anthrace benzo[g,h,i]perylene etfam a 302/500 nm pour
G p W HiRdahd[,2 Gcfi]pyrene.
La limite de détection des HAP particulaires est de 0,1ng/filtre excepté pour le Pyr, le B[K]F
et le B[a]P ou elle est a 0,0/filtre.

HAP commerciaux

Le B[a]P (CAS no. 52-8, Sigma) en poudresst mis en suspension dans du DMS@s
solutions stock de B[a]P sont consers&eO | UE ld lumiére a 4C et diluées directement

dans le milieu de culture pour les expériences.

LesHAP Flua, Pyr, Chr, B[b]F, B[Kk]F, B[a]P, DB[a,h]A, B[g,h,i]P,(Sigma) conditionnés en
poudre sont remis en s§pension dans un volume de DMSO aux concentrations respectives
2,70mg/mL (soit 13,3mM), 2,77mg/mL (13,7 mM), 5 mg/mL (21,9 mM), 25 mg/mL (100
mM), 25mg/mL (100 mM), 4 mg/mL (16 mM), 5 mg/mL (18 mM), 2,5mg/mL (9,05 mM).
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A partir de ces solutions meres stockée2@ °C, des solutions de travail ariM sont

préparés dansle DMSO.

Le B[a]A et OPJsontacheté en solution dans le cyclohexane a la concentration de 100
ng/mL (soit respectivement 0,44M et 0,3 mM). Pour les expériences, le cyclohexane est
PYDSRUp j eoliHunes@dokrid lds HAP sont repris dans du DMSO.

Culture cellulaire

1. Produits de culture et lignée cellulaire

/IH PLOLHX GH FXOWXUH FHOOXODLUH 'XBDNBMFGEG) ORGLIL
contenant 450éng/mL de glucose et 4mM de glutamine est complémenté p& I sérum

GH YHDXGibtdyDO GIDFLGHV DPLQpV QR GOHYdeHeENMIlite®Y VLIP
500ug de streptomycinéGibco).

Le tampon phospha@BS) sangalcium ni magnésiungCaCl -MgCl,) et avec calcium et
magnésiun{+CaC} +MgCl,) etla trypsine 0,284 proviennent dehezGibco.

Les flaconsde culure sont pré conditionséau collagéne type | (queue de, rsigma 1
mg/mL dilué au 1/108™ G D Q Veal $1ériley

/ID OLJQpH FHOOXODLUH +HS* LVVXH GIXQ KpSDWRFDUFI
américaine de culture cellulaire (American Type Culture Collection ATCC).

Les cellules sont repiquées une fois par semaine danfladens de culturede 75 cmz

tapissés deollagene. Le milieu de culture est complémeraé 10% de sérum de veau

I°WDO GIDFLGHY DPLQpV QRRdp géniculideQe\VS0RIgIe streptomycine.

Les cellules sont rincées 2 fomar du PBS(-CaClk -MgCl,) puis trypsinées pendant 5
PLQXWHYV /THIIHW GH OD WU\S WLQeé miiauVde Dultwe Wis 1BsQ DMR|

cellules sont centrifugées 5 min (14G0n). Le culot est alors repris pan@. de milieu et 1

14<



Chap 6 Matériel et méthode

mL de cette suspsion cellulaire est ensemencé dans un nouveau flacon de culturenpour u

volume final de milieu de 15 mlLes cellules sont alors incubées a&°87sous 30 de CQ.

Pour les expérimentations, les cellules sont ensemencées dans des flacons de cualéure 25

ou dans des boites de p&e35mma la densité de 28000 cekhsl par cmz? et cultivées

pendanf72 h.

Le milieu DMEM XWLOLVp ORUVY GHV WUDLWHPHQWY FHOOXODLUH

veau.

2. Traitement cellulaire

Le milieu de culture est retiré puis remplacé par du milieu de culture dans lesquels les HAP

SXUV RX OHV PpODQJHV LYV yuey etCliiés| ansDid \WNWSCD WitPaReV SKp U |
GLUHFWHPHQW GLOXpV /D FRQFHQWUDWLRQ GH '02 GDQV
(viv). 'DQV FKDTXH H[SPULHQFH XQ FRQWU{OH QpJDavecl HVW L

du DMSO a une concentration de @¢5dande milieu de culture.

3RXU OHV H[SPULHQFHV UpDOLVpHVY DYHF GHM™ téhidMUDL WV
«filtre » est ajouté. Ce contrble est un blanc de ter@stae GLUH XQ ILOWUH QYD\DQ
au prélevement atmosphérique mais traigxémit dans les méraeonditions que leautres.

Les cellules sonihcubées a 37C sous 3 de CQ durant toute la durée de traitement.

Concernant legxpériencesle prétraitement, les cellules sont-préubées avec du milieu de
culture contenant les AP pendant 2 puis ce milieu est retiré etmplacé par un nouveau
milieu de culture dans lequel le B[a]P a été dilué.

3. Récolte des cellules

A la fin du traitement, les cellules sont rincées 2 fois par du PB&CL -MgCl,) puis
trypsinées par InL de trypsine. Les effets de la trypsine sont stoppés en ajoutanht die

milieu de culture puis les cellules sont cdntyees pendant 5 min a 14€&m.
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Le surnageant est retiré et le culot cellulaire est repris par un volume de PBS de facon a ce
que la concendattion cellulaire soit de focellules/mL. 10pl desuspension cellulairsont
prélevés pour le test des cometes. Le reste de la suspension cellulaire est centrifugé une
nouvelle fois pendant 5 min (140Pm), le surnageant est retiré et les culefutaires sont

stockés @80 f & MXVTXYj HIWUDFWLRQ GH 0O01%$'1

V. Tests de cytotoxicité

1. Testdu MTT

Principe: Le MTT (3-[4,5-dimethykthiazol2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) est un sel
monotetrazolium converti en formazan principalement au niveau deshonidies des
FHOOXOHV LQWDFWHYV 6RXV OYDFWLRQ GH GpVK\GURJpQD
précipité violet anigsable par spectrophotométrid.a coloration violette est donc
proportionnelle au nombre de cellules vivantes.

Les cellules sont ensencées en plaque 96 puits a raison de 100000 cellules par puits. Les
expériences sont réaliséesR4ADSUqV OTHQVHPHQFHPHQW

Une solution de MTT & Bng/mL est préparée dans du PBS contenant dii @alu Md".

Cette solution est alorsldiée au 1/18" dans du milieu de culture. 1Q0 de cette solution

sont ajoutés dans chaque puyitéalablement vidget les cellules sont incubéeshla 37°C

sous 3% CO,. A la fin du traitement, les puits sont vidés et rincés 2 fois par du PBS sdns Ca

ni Mg?*. Puis D0 —/ GH '062 VRQW DMRXWpV SDU SXLWV $SUqV
plaguH HVW OXH DX VSHFWURSKRWRPgWHHmMXLSp GTXQ OHFV

2. Test de viabilité au bleu de trypan

Le bleu trypan est un colorant anionique exclu des cellules vivantes. Il pénétre et se concentre
dans les cellules mortes dont la membrane celludziiésée, les colorant en bleu.

Le comptage des celkes vivantes et des cellules mortes se fait sur une lame kova. La totalité

de la lame est comptabilisée apres avoir introduit@® G XQH VXVSHQVLRQ FHOO X

guart dansine solution déleu de trypai®,4 %.
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Le test est réalisé avec un aliqualulaire prélevé au moment de la récolte des cellules

traitées pour les tests cometes et/ou adduits.

V. Tests de génotoxicité

1.Test des cometes

/Y DIJDURVH GH URXWLQH OfDJDURYVHBERZroHdhekYdehaz OH EUR
Sigma

Le test des @metes est réalisé selon le protocole de Si®jhgh NP 1988t selon les
recommandations de Ti¢8ingh NP 1988, Tice 1991)

Les cellules HepG2 sont suspendues daénd OTDJDURVH OBR%® &R tepodéeSSUL QW |
ODPH GH PLFURVFRSH SUpD O D B dQPBS By, i WMy'Ha GTDJD U
UDLVRQ GH FHOOXOHYVY SDU ODPH HW ODPHV SDU FR
solidifié, les lames sont placées dans une solution de lys®(Rl&Cl, 100mM Na2EDTA,

10 mM tris-HCI, pH10, 10% DMSO et 1% triton X100) a #C pendant 1h.

$sUqv OD O\WH OHV ODPHV VRQW SODmhmtkjées D@y uxeQ EDF
solution alaline (ImM EDTA, 300mM NaOH, pH>13). Aprés 40 minutes de débobinage de
O7T1%$'l OYpOHFWURSKRV (BAtHnA) wanddotBD @ihutgsH |

Les lames sont ensuite rincées a raison de 3x5 minutes par une solution de neutralisation
(Trizma04 0 S+ HW O9%$'1 HVW UpYpOp SB G KpWHKY B OXRV LR ¥
pl a 20pug/mL).

Les noyaux sont observés grace a un microscope a flunoesee analysés par le biais du

logiciel Komet 3.2. 50 spots sont analysés par lame. Le nombre de cassures est représenté par
OH SRXUFHQWDJH GY1%$'1 GD Q% TQIIDNAX dettel vE&ddr foubni€& paPlg W H
ORJLFLHO WLHQW F RRs8aNel g flbizstehtevdaBHa @ leQddhs la queue de

la comete, mais aussi de la longueur de la queue

La valeur mesurée est donc globale et non une mesure absolue du nombre de cassures. Afin
de pouvoir transcrire le %ail DNA en nombre de cassurédH Of$'1 QRXV DYRQV FD
test des cometes en incluant dans le batch des lames contenant des cellules témoins irradiées
par desayons@@ PPD JpQpUpV SDYCXQH VRXUFH GH
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/I TLUUDGLDWLRQ GH\W OO SOIWWVWHWSGH]FRQVWUXLUH XQH G
dont la pente fournit le %ail DNA parGy.

,O HVW pWDEOL TXH O1LGyYén&d DM taRQreS pouF DOt 140it

1000 cassures par celluléshnstrom 1981, Goodhead 1989, Pouget 20@D) peut alors
GpWHUPLQHU OH QRPEUH GH FIRVDNAUbhNE.GH OT$'l SRXU XQ

2. Dosage des adduits BPENR-dGuo et de |&8-oxodGuo par
HPLC/MS/MS

2.1 Extractionet digestionGH Of$'1

Ribonucléase Tt ribonucléase Aroviennent de chez Sigma, la protéase de chez Qiagen.

211 ([WUDFWLRQ GH 0Of9$%$'1

Lyse de la membrane plasmiquke culot cellulaire est repris et homogéngisé ppetage
dans 0,75nL de tampon de lyse A (320 mM de sucrose, 5 mM de Md@ mM de Tris
HCI, 0,1 mM de déféroxamine, et% de triton %100, pH 7,5). Le®chantillonssont alors
centrifugés pendant 5min a 1500g a°€. Le surnageant est éliminé pour gartke culot

nucléaire Cette étape est répétée wmeixiemdois.

Lyse de la membrane nucléairle culotnucléaireest emis en suspension dans 0,300 de_

tampon de lyse B (5 mMs (' 7-Ma, 10 mM 2 de TridHCI, 0,15 mM de déféroxamine, pH

8). Apres homgénéisation, 1%l de dodécylsulfate de sodium (SDS) a%0sont ajoutés,

suivi del,5uL de RNAse A(100 mg/mL) et 3.5 puL de RNASEL (1 U/uL). Les échantillons

sont alors incubés pendant 15 min &6Qouis pendant b a 37°C aprés addition de 18 de

protéase (20ng/mL).

SUpFLSLWDWLR®@IT&H BY 1S Ggdribrsded\epmIS delsolution de Nal (20

PO GT('™&w2, 7,6 M de Nal, 40 mM de T¢l4Cl, 0,3 mM de déféroxamine, pH 8) et 1

P/ GITLVRSURSpPI@RdIlules sont alors centrifugdeendant 5nin a 1500y a 4°C

SXLV DSUgqV UHWUDLW GX VXUQDJHDQAW GHWR30ORBINQ®RS'1
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8QH QRXYHOOH FHQWULIXJDWLRQ HVW UpDOauefeoENlFRPPH S
G 1p W K D% BsDajout. Apres une dernieé centrifugation,HW pOLPLQDWLRQ GH C
O71%$'1l HVW GLVMBediéex@an®d,1mM SRXU pYLWHU OYR[YRADDWLRQ |
f& MXVTXTj] OTK\GURO\VH

212 +\GURO\VH GH Of1%$'1

La nucléase P1dg penicillium citrinun, la phosphodiesterase Ila phosphatasalkaline et

la Phosphodiesteraseddcrotalus adamanteugenom)proviennent de chesigma

/1$'1 HVW GLJpUp HQ QXFOpRVI7TCHAeDSW gR/p QR QA H DGR \P
comprenant nucise P1, phosphodiestérase luettampon 10X (200nM acide succinique,

100 mM CacCl2, pHb.0). Puisau bout de 2 sont ajouteédu tampon de phosphatase alcaline
dans10X (500 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8hinsi que de laphosphotestérasd et de la
phosphatase alcalinéAprés 2 h de digestion, la solution otenant lesnucléosides est

neutralisée par 0,120 GT1+& 0O HW FHimQabQDDgLeJpitiHageant est transféré dans

XQ YLDO Gf+3/& SXLV-BSNBO\Vp SDU +3/&

2.2 Mesure des adduits par HPLC/MS/MS

2.2.1 Produits

/INDFpWRQLWULOH HW OHaRptitueD B R R UPR.QW HG BiMPERIRLQN X P
préparéj SDUWLU GITXQH WRIQaite lidrnqueabl44M j pH 6 avechydroxide
G 1D P P R Q koXfitrée sur membrane

2.2.2 Méthode

Le systéeme estomposéGIXQH FKDVQH GH FK ¢ Rabtb pehbnoeBdilertt OL T XL
couplée en ligne ain spectrométre de massn mode tandenAPl 3000 (SCIEX) Le
spectrometre de mass¢ VW FR QV W L W G IGRIYIQVD WEeRKPE[#Eahtolples A

un analyseur a triple quadripéléefDQDO\VHXU HVW RWaedwe iddiatierRGH 0
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postive par dectrosprayles transitions sélectionnées sont les suivameg 570 [M + HJ
P ] >0 -126];m/z570[M+H] : P ] > % 31,0-COJ".
Les échaWLOORQV GT1$'1 V RaQrég ophilisahiog HHS 3B O GIXQ PpODQJ
H,O/MeOH (50/50)
La séparation chromatographique est réalisée en utilisant une calersikce geffée Cig

Uptisphere ODB a phase réveddgOx2mm (Interchim).

/IfTpOXWLRQ HVW UpDOLVpH SDdJa XD JG PGAH/QPAQAENE Bp O HUH ¢
minutes dans GX IRUPLDWH G fnMPaPUR @ébX BeD,2 mL/min. Le temps de
rétentionest G 1 H@h 21 rdinutes pour les isoméres du BRENEdGuo qui sont élués en un

seul pic.Les nucléosides normaux sont détecti@sultanémentSDU 89 j OD ORQJXHXU
270nm par un détecteur UV placé avant le spectrométre de masse.

La quantification des adduiBPDE-N2-dGuoest réaliségar calibration externe en utilisant

les transitions 454 et 25ans ces conditions, la limite de détection est firdl.

2.3 Mesure de I8-oxodQuo

Pour ladétection de la8-oxodQuo, la transition utilisée esh/z 284[M + H]* : m/z 168[M
+ H -116] (Frelon 2000) /TpOXWLRQ HVW UpDOLVpH % @unéhana UDGLH
pendant 33 mindans duRUPLDWH GTDWRPRQLXP

VI. Traitement des résultats

Pour chacune des expériences, clkapaint est réalisé en triplicat les expériences sont
reproduites 2 a 3 foid.es données issues de ces expériences indépendantes sont analysées
statistiquement paeltest non paramétrique de Mawitney Wicoxon en raison des faibles

effectifs
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