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MeOH

MicroLC-Qtof/MS

MIP

MMI
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MRP
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NCI
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Glutathion transféerase

Hydrocarbure aromatique polycyclique
Hémoglobine

Chromatographie liquide

Chromatographie liquide couplée a de la fluorineétri

Chromatographie liquide couplée a de la fluoreseenc
induite par un laser

Chromatographie liquide couplée a de la spectraenétr
de masse en mode tandem

Heat shock protein 90

Coefficient de corrélation intra-classe
Indice de masse corporelle

Institut national de recherche et de sécurité
Intraveineuse

Limite de détection

Extraction liquide-liquide

Méthanol

Micro-chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse en temps de vol

Polymere d’empreinte moléculaire

Injecteur multi-mode

Multiple réaction monitoring

Multidrug resistance proteins

Naphtalene

lonisation chimique négative

National Health and Nutrition Examination Survey
NAD(P)H quinone oxidoreductase 1
Organisation mondiale de la santé

Elément de répongib3

lonisation chimique positive
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SBE Surveillance biologique de I'exposition
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VLEP Valeurs limites d’exposition professionnelle

XRE Xenobiotic Responsive Element
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I. Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques

I.1. Généralités
Les Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques (HAB)stituent une famille de molécules
composées d’'atomes de carbones et d’hydrogenearibiam moins deux cycles benzéniques
fusionnés. Ces cycles aromatiques, pouvant étem@és de manieres linéaire, angulaire ou
groupé, prmettent d’avoir un grand nombre de gtnest De sorte, plusieurs isomeres sont
possibles, selon la complexité des HAP. Certaindesypeuvent étre saturés ou substitués

donnant ainsi des alkyl-HAP, nitro-HAP, amine-HAgef.

Capables de résister a 'onde de choc suivant k& dune supernova [Tappe 2006], les HAP
font probablement partie des composés qui ont pedmicréer la vie [Joseph 2010]. Les plus
petits <50 atomes de carbone sont photosensibdspEr2006]. Ce sont essentiellement eux,
les HAP de deux a six cycles aromatiques, qui aajuurd’hui classés au sein des polluants

organiques persistants [UNECE 1998].

Les HAP sont émis a partir de sources multiplepdiuvent étre d’origine diagénétique comme
les éruptions volcaniques ou encore comme la dageoed microbienne de la matiere
organique, pyrogénique (combustion incomplete déiemes organiques) et pétrogénique
(pétrole et dérivé de pétrole) [Ifegwu 2015]. Lesntités relarguées dans I'atmosphére ont
largement augmenté depuis le siécle dernier avieemment l'utilisation des matiéres fossiles

dans l'industrie et le développement des transpBadstrom 2002].

Lors de leur émission dans I'atmosphére, les HAR sous différentes formes en fonction de
leur poids moléculaire. Les HAP les plus Iégersnportant moins de 4 cycles aromatiques
(notamment le naphtaléne), sont émis sous formgadealors que les HAP les plus lourds,

comportant plus de 4 cycles aromatiques sont aélsoshr des particules atmosphériques
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(notamment le benzo(a)pyréne). Les HAP comportaryicfes, sont quant a eux émis sous la

forme gazeuse et particulaire (tel le pyrene).

En 1976, l'agence environnementale américaine (B8)Ea créé une liste de 16 HAP
considérés comme polluants prioritaires a étudiableau 1) [Keith 2015]. Cette liste a permis
de focaliser les travaux de recherche sur ces ce@spet de comparer les résultats a travers le
monde et le temps. Cette normalisation des analysediAP dans différentes matrices (air,
eau, sol, etc...) a permis de définir un cadre latifsdutour de ces composés. Néanmoins, cette
liste, qui n’a pas évoluée depuis sa création, cenu@ a étre remise en question. Ainsi, des
HAP toxiques couramment émis, tels des alky-HARI(ppnt étre plus toxiques que le composé
parent) ou encore des composés aromatiques hétbgoes toxiques retrouvés dans
'environnement, ne sont pas inclus dans la lisiedersson 2015]. Ces auteurs ne suggerent
pas de supprimer la liste des 16 HAP mais plutdim@lémenter avec d’autres composés qui
sont actuellement présents dans I'environnematiete sont révélés toxiques au cours de ses

40 dernieres années de recherche.
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Tableau 1 : Liste des 16 HAP identifiés comme priori

taires selon 'US-EPA

Formule Structure Masse
N°CAS .. molaire Log Kow @
brute chimique
(g/mol)
Naphtaléne (Nap) 91-20-3 GoHs C 128 3,30
Acénaphtyléne 208-96-8 |  GeHs N 152 4,07
Acénaphténe 83-32-9 GoHio 154 3,98
Fluoréne (Flu) 86-73-7 GsHio 166 4,18
Phénanthrene (Phe) 85-01-8 G4H1o 178 4,45
Anthracene 120-12-7 GaH10 ‘ 178 4,45
Fluoranthene 206-44-0 GeH10 — T]q 202 4,90
Pyréne 129-00-0 GeH1o0 /ﬂ«""\f\f] 202 4,88
NANF
Benzo(a)anthracéne 56-55-3 GsHa12 /\CTAT; 228 5,61
Chryséne 218-01-9 GeH12 5 LT - 228 5,16
Benzo(b)fluoranthene | 205-99-2 GoH12 252 6,04
Benzo(k)fluoranthéne | 207-08-9 GoHa12 252 6,06
Benzo(a)pyrene (BaP)| 50-32-8 CoH12 252 6,06
D|benzo(a,eh)anthracen 53-70-3 GoHua ) 278 6.84
J
e
Benzo(ghi)péryléne 191-24-2 GH12 (1) 276 6,50
S
Indéno(1,2,3-cd)pyréne| 193-39-5 GoH12 1 o ;“ 276 6,58

a: Les valeurs des coefficients de partage octaaol{€.og Kow) sont issus du rapport de

I’Agence pour les substances toxiques et les nedg@TSDR) [ATSDR 1995].
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[.2. Nomenclature des HAP

La diversité des HAP est si importante, qu’'une nucteure a été deéfinie par I'Union

Internationale de Chimie Pure et Appliguée (UICPAg but est d’avoir une approche

systématique pour nommer les composés et aingrdaiimultiplication des termes pour une

seule et méme molécule. Cette approche se décongmogpdusieurs étapes dont le détail

suit (elle est illustrée dans la Figure 1) :

1)

2)

3)

A partir d’'une soixantaine de structures polycyatig référencées, il faut commencer
par identifier la sous-structure polycyclique prireac’est-a-dire, celle ayant la plus
grande priorité (souvent la plus grande).

Il convient ensuite d’identifier les types et nomlate sous-structures polycycliques
secondaires fusionnées avec celle identifiée lerdéthpe 1. Le but de cette deuxieme
étape est de maximiser le nombre d’attachementsapgs (sous-structures secondaires
fusionnées directement avec la prioritaire) etdembre de sous-structures identiques.
Les noms des structures secondaires sont placéatde\prioritaire et rangés par ordre
alphabétique. Il faut préciser qu’en cas de répétid’'une méme structure secondaire,
des préfixes sont ajoutés (di-, tri-, tetra-, etc.)

Enfin, il faut définir les positions des structusescondaires par rapport a la structure
primaire. Pour cela, il est nécessaire d’oriergetiucture primaire tel gu'’il I'a été décrit
par 'UICPA pour chaque structure référencée. Lésmas périphériques sont
numeérotés et les liaisons sont identifiées parldééses de l'alphabet. Les liaisons
fusionnées entre les structures aromatiques doétemtidentifiées avec les lettres les
plus petites possibles selon I'ordre alphabétifas le cas ou une structure secondaire
est elle-méme fusionnée avec une autre, les atemksisons marqués portent des

apostrophes.

21



Chapitre 1 :
Introduction générale et présentation des objectifs

Tetrabenzo(a,cd,f,Im)perylene Benzo(rst)naphtho(8,1,2-cde)pentaphene

Benzo(g)dinaphtho(8,1,2-abc:8’,1°,2’-jkl)coronene Naphtho(2’,1°,8’,7°:4,10,5)anthra(1,9,8-abcd)coronene

Figure 1 : Exemples de HAP nommés a l'aide de la nome nclature de I'UICPA (adaptée de [Ehrenhauser
2015])

L’approche étudiée ci-dessus permet d’avoir un seuh pour un composé parent. Il est
également nécessaire de pouvoir identifier les l48i#s forme substituée. Ainsi, trois régles
ont été définies pour pouvoir localiser la positaes groupements comme les alkyls ou les

hydroxyles (Figure 2).

1) L’'axe horizontal se place de maniere a ce qu’unimar de cycles aromatiques soient
alignés.

2) L’axe vertical se place de maniéere a avoir un maxintde cycles aromatiques dans la
partie supérieure droite.

3) Les atomes de carbone périphériques (ou extérigoms numérotés a partir du sommet
libre le plus a gauche pris sur le cycle le plusdite dans le sens antitrigonométrique

(sens de l'aiguille d’'une montre).
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1) Placement de I'axe horizontal 2) Placement de I'axe vertical
1
| X XX = = | =
I |
W\/ X P2

3) Numérotation des atomes de carbone

12 1
H X 2
10 |
SN 3
8 NN\ NF 4
7 6 5

Figure 2 : Localisation de la position des différen ts groupements sur les cycles substitués pour le Ba P

C’est ainsi que la nomenclature de I'UICPA permek wapproche globale capable de
différencier les HAP. Cependant, elle peut généesmoms trés longs. D’autres nomenclatures
ont donc été développées en paralléle. Ainsi,esud 6 HAP de la liste de 'US-EPA, 12 sont
nommes selon la nomenclature UICPA. Par exempleeteo(pgr)tétraphene (nomenclature

UICPA) est plus connu sous le nom de benzo(a)pyrora couramment utilisé.

En outre, pour faciliter la diffusion des savoimsvdnt la multiplication des termes, il est
conseillé d'utiliser, ou de faire apparaitre, larduo unique d’enregistrement de la base de
données de '’American Chemical Society, communérapptlé numéro CAS [Ehrenhauser

2015].

Le présent travail de thése portant essentielleswanies HAP définis comme prioritaires par
'US-EPA, les noms des molécules ou leur abrévidiiigurant dans le Tableau 1 seront utilisés

pour 'ensemble du manuscrit.
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Par ailleurs les HAP peuvent aussi étre classds@ncatégories. D’un cote, les HAP planaires,
qui sont « plats » dans I'espace (dans un mém@ etate I'autre, les HAP non planaires. Ces
derniers ont des cycles rabattus hors du plan &ecalun encombrement stérique trop
important. Des régions ont également été deéfiniegu(e 3) en fonction de leurs

caractéristiques chimiques [Barbeau 2013] :

- La région K est une liaison angulaire formée paidin angulaire de deux noyaux
aromatiques, sur un cycle benzénique.

- Larégion L est située au milieu de I'enchainenta# cycles.

- La région M est un site moléculaire ou les réactiatoxydation se produisent

préférentiellement.

Région L Région M

Région K

Figure 3 : Exemple de région K, L et M des HAP

Il existe également les régions de crique, de fbids régions de baie (Figure 4). Ces derniéres,
contrairement aux régions de crique et de fjordf@téent pas la structure planaire des HAP.
Tandis que la région de baie est définie de masiéndaire dans la littérature, les régions de
crique sont couramment appelées régions de fjond tks articles [Ehrenhauser 2015]. Au
cours du présent travail de these, les régionsadedorrespondront a la région bleue, tandis
gue le terme région de fjord englobera les régam$§ord (région verte) et de crique (région

rouge) décrites dans la Figure 4.
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Figure 4 : Régions agissant sur la planarité des HA  P. En bleue : la région de baie. En vert la région
appelée fjord selon [Luch 2004] ou appelée crique s  elon Ehrenhauser (2015). En rouge : la région fjord
selon [Ehrenhauser 2015]
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II. Sources d’émission et exposition des populations

II.1. Sources d’émission
Les HAP sont des produits dérivés de la houilledoupétrole et sont retrouvés dans de
nombreux composés industriels. Ills sont égalemélisés en médecine ou pour faire des
plastiques, des colorants organiques et des psticAinsi certains HAP sont produits pour un
usage commercial comme le Nap, le Flu, 'anthracém®he et le pyréne [Ravindra 2008,

Ifegwu 2015].

Les HAP sont émis dans I'atmosphére par une rad#ide sources d’émission qui peuvent
étre catégorisées en 5 types: Les sources nasjrelgricoles, domestiques, mobiles, et

industrielles (Figure 5) :

- Les sources d’émission naturelles sont majoritaérgndes feux de foréts et les
eruptions volcaniques. Les sources agricoles quoregent a la combustion de matiere
organique ou végeétale en milieu ouvert. Les soudoesestiques sont essentiellement
associées a la combustion de charbon, d’huilead@®g de matieres organiques comme
le tabac ou les grillades. D’une maniere généladeemissions domestiques sont issues
des procédés de cuisine (en fonction des régionsmaide) et de chauffage. Les
eémissions dues au chauffage sont une source majeypellution atmosphérique qui
varie selon les saisons. Les émissions mobiles doet aux difféerents moyens de
transport (voiture, train, avion, bateau). Les mgés émis dépendent également du
type de carburant [Bostrom 2002]. Les émissionsailient récemment été classées
canceérogenes certains pour 'lhomme [IARC 2014]dresssions industrielles peuvent
étre issues de différents secteurs. Parmi eugelgeurs ou I'exposition professionnelle

est encore importante sont ceux qui utilisant enates dérives de houille tels les

26



Chapitre 1 :
Introduction générale et présentation des objectifs

cokeries, la production d’aluminium et de siliciutha, production d’électrodes de

carbone et les fonderies.

Tobacco smoking

Fossil fuel industries

Fossil fuel combustion | PAH inhalation Human

e -

emission airway

Biomass combustion

Forest & bush fires

High temperature cooking [~

Figure 5 : Source d'émission majeures de HAP (d'aprées [Moorthy 2015])

La pollution atmosphérique, au sein de laquelleHA® sont inclus, a récemment été classée
canceérogene certain pour 'lhomme [IARC 2016]. EA720I a été estimé que la combustion de
biomasse provenant du secteur résidentiel et coomaheicontribuait a 60,5% des émissions de
HAP (liste des 16 HAP de 'US-EPA). La combustianneilieu ouvert (agricole, déforestation
et feux de foréts) contribuait a 13,6% et la cons@ation de pétrole par les vehicules a moteur
a 12,8% [Shen 2013]. Les émissions en France na@tt@pe sont suivies au cours du temps

et sont résumées dans la Figure 6.

Au sein des mélanges émis, la phase gazeuse detiprante. Parmi les HAP gazeux, le Nap
est le plus abondant et représente 50 a 90% deddiadx [Unwin 2006]. Apres le Nap, le Flu

et le Phe sont également abondamment présents leansélanges mesurés en milieux
environnementaux [Li 2010a, Nethery 2012] et eniaud professionnels comme dans la

production d’électrode de carbone [Angerer 1991bles bitumes [Raulf-Heimsoth 2008].
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Figure 6 : Emissions atmosphériques de HAP en France métropolitaine en fonction des différents secteurs
(en tonne) (d’aprés [Serveau 2013])
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II.2. Exposition des populations
Les HAP sont considérés comme les composés camr@edes plus importants dans les
meélanges complexes émis dans I'atmospheére. L’erlsatels populations est exposé aux HAP

a la pollution atmosphérique par voie respiratoire.

I1.2.1. Expositions de la population générale
Chez les fumeurs, c’est la consommation de tabaeprésente la source majeure d’exposition
par inhalation. Il est intéressant de rapporter lguBaP est parmi les premiers composés
cancérogenes détectés dans la fumée de tabac @%udes cancers du poumons sont reliés a

la fumée de tabac [Moorthy 2015].

Indépendamment du statut tabagique, I'alimentatiest également une source
environnementale majeure d’exposition aux HAP [#mi2005, Martorell 2010]. En effet,
I'alimentation contribue a 70% de la dose de HABoabée pour les individus non-fumeurs,
[Falco 2003]. Les aliments peuvent étre contampagdes différents procédés de préparation
des aliments comme le fumage, la torréfaction, telende cuisson (grillade, friture). Les
végetaux peuvent également étre contaminés viallatipn environnementale des sols, de
'eau et de I'atmosphere. Les quantités et les ng&a de HAP sont tres différents selon les
aliments (Figure 7). Les céréales et la vianddégrihu barbecue contribuent pour environ 50%

de la dose de BaP ingérée quotidiennement viar&ltation.
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I1.2.2. Expositions professionnelles
Selon les milieux professionnels, les niveaux d@stfpon aux HAP peuvent étre nettement plus
élevés qu’en population générale. En France, I@tBUMER estimait que plus 1 400 000

travailleurs étaient professionnellement exposé&sP en 2003 [Guignon 2005].

La majorité de ces travailleurs, 800 000 en 2018/EE 2013], était exposée aux émissions des
moteurs diesel. Les travailleurs qui utilisent deges minérales (role de lubrifiant ou de liquide
de refroidissement) sont exposés aux HAP comme geuappliquent du bitume. Toutefois,
ces expositions sont actuellement tres faibledesahuiles minérales ont été remplacées par
des huiles synthétiques hydrosolubles et car tasigis contiennent des dérivés pétroliers mais

plus de dérivés de houille (goudrons).

Les niveaux de HAP mesurés dans ces secteurs tresgtanmoins tres inférieurs a ceux
rencontrés dans les secteurs industriels produgaantilisant des matieres premiéres issus du
charbon (Figure 8). Des expositions trés élevéas esacore mesurees dans la production de

coke, la distillation de la houille et 'imprégnati de bois avec de la créosote [Unwin 2006].

Le secteur de I'électrométallurgie est égalementemé par des expositions importantes aux
HAP. Le procédé d'électrolyse de I'aluminium reqtlaitilisation dans les fours d’anodes de
carbone produites a partir de brai de houille. &estrodes précuites sont produites de maniére
indépendante et ont remplacées depuis de nombranséss en France le procédé Soderberg.
Celui-ci consistait a cuire I'anode au sein mémdadeuve d’électrolyse ce qui produisait de

grandes quantités de HAP.
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Chemical
oil
Coal
Coal tar
Creosote

Coke

Coal-tar
pitch

Figure 8 : Schéma récapitulatif des matiéres premier  es dérivés du charbon (gris clair) qui sont produit sou
utilisés dans différents secteurs (d’apres [IARC 20  10]).
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lll. De I'absorption des HAP a leur élimination

Les HAP sont des molécules lipophiles. Cette pét@rest mesurée a I'aide du coefficient de
partage entre I'eau et I'octanol (log#. Plus le nombre d’atomes de carbone est grand, pl
la molécule est lipophile. Ainsi, le naphtalenerasins lipophile que le pyrene, qui lui-méme,
'est moins que le BaP (Tableau 1). Cette caragtiquie est importante car elle permet aux

HAP de passer au travers des membranes lipidicarediffusion passive.

l.1. Absorption
La vitesse de passage des HAP dans la circulatgiéraique dépend du degré de lipophilie du
HAP mais aussi de I'épaisseur de I'épithélium. lfudion sera plus ou moins lente en fonction
de la taille de I'espace inter-membranaire aquéigufe 9).Par conséquent, méme en cas de
faibles expositions, I'épithélium (site d’entréaup étre exposé pendant quelques heures a de
plus fortes concentrations que le reste de I'ogyari[Gerde 1993a].

Ainsi les HAP peuvent pénétrer dans I'organismevpégs respiratoire, digestive et cutanée.
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Lumiere Epithélium Tissu riche en capillaires
1 i | L

Concentration

Distance

Figure 9 : Schéma de la pénétration des HAP de I'épit  hélium jusgu’a la circulation systémique en fonctio n
de leurs propriétés physico-chimiques.

Pour les HAP moyennement lipophiles comme les HAP gaze  ux tel que le Phe, la diffusion dans le tissu
riche en capillaires est rapide et la substance pas  se dans la circulation systémique en quelques minut es
(courbe bleue).

Pour les HAP plus lipophiles tel que le BaP, la diffu  sion est plus lente et se fait selon un gradient de
concentration a partir du site d’entrée et passe da  ns la circulation systémique par les capillaires si tués
juste en dessous de I'épithélium (courbe noire). (F  igure adapté de [Gerde 1993a])

[1l.1.1.Voie respiratoire
Les HAP qui sont inhalés pénetrent dans I'organigand’épithélium, lequel tapisse I'ensemble
de lI'appareil respiratoire. L'épaisseur de ceth@gium diminue en fonction de la profondeur
des difféerentes régions du systeme respiratoirer failiter les échanges gazeux entre I'air et

le sang, I'épithélium le plus fin se trouve au riveles alvéoles (Figure 10).

34



Chapitre 1 :
Introduction générale et présentation des objectifs

Couche lipidique

—— - ——
- - -

Couche visqueuse

Couche fluide

Cellule cylindrique ciliée

[y SR I R g T -

Cellule caliciforme

Epithélium et mucus

Cellule cubique ciliée

(RS [P ER D R —_ T, Sprep—

L oJofJolo]odod—— Pneumocyte
1 1 1 @ ®——+—— Capillaire sanguin
1 O @ ® ] ® ] P ¢
1 1 () 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 e ® @ e ® ® ! |
1 1 . 1 1 .

' @ i - 7 Muscle lisse
1 1 1 1
1 @ | I I
1 1 1 1
I @ @ 1 1 1
I } 1 1
I 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 1 1 1
1 , 1 . 1 , 1

Trachée Bronchiole Alvéole

et
bronche

Figure 10 : Schéma de I'épithélium des différentes p  arties de I'appareil respiratoire

Les HAP gazeux atteignent rapidement et facilenfestlvéoles pulmonaires. Le dépbt des
HAP particulaires dans le poumon est quant a kdictiement lié a la taille des particules sur
lesquelles ils sont adsorbés (Figure 11). En effetiles les particules ayant un diamétre
inférieur a 3um peuvent atteindre le poumon profendonc les alvéoles [Aubier 2009]. Or,

indépendamment de la source d’émission (émissiahsstrielles ou urbaines), les HAP sont
essentiellement adsorbés sur des particules fyzeg an diametre inférieur & 3um [Rehwagen
2005, Liaud 2014, Sanchez-Soberon 2016]. Par caeségcomme les HAP gazeux, les HAP
particulaires peuvent atteindre le poumon profdi plus de la taille des particules, le dépot
de ces derniéres dépend de leurs propriétés phglicoques et de la structure de I'appareil

respiratoire de I'individu [Hussain 2011].
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Flg. 1 Human respiratory Extrathoracic region
: fgr Anterio Posteric
SyStem’ parthIe deposnlon ::A:\l,:'. ' ! - k:c - Particle deposition efficiency (nasal breathing, %): relatively high, especially for coarser
fficien ring n 1 breathin passage SRS PM e.g. >20% for d >1 um (Plumlee et al. 2006). Also high for very fine PM e.g. = 20%
efficiency during nasal breathing, brsin ford = 0.01 pm, = 80% for d = 0.001 um (Hussain et al. 2011)

and primary clearance
mechanisms for deposited PM
(drawing modified from Plumlee
et al. 2006)

Primary clearance mechanisms: mechanical, to a lesser extent by dissolution

Tracheobronchial region
Mouth a- Bronchial region

Particle deposition efficiency: relatively low, highest for PM with d between 1 and 10 pm
(1-2%) (Plumlee et al. 2006)

b- Bronchiolar region

Larynx

Particle deposition efficiency: moderate, highest for finer PM e.g. = 2% for d = 1 um, =
8% for d = 0.1 um (Plumlee et al. 2006), = 20% for d = 0.01 um (Hussain et al. 2011)
Primary clearance mechanisms for tracheobronchial region: mucociliary, to a lesser extent
by dissolution and translocation

Alveolar-interstitial region

Particle deposition efficiency: relatively high, especially for finer PM e.g. = 10% for d = 1
um, = 30% for d = 0.1 pm (Plumlee et al. 2006), = 40% for d = 0.01 um (Hussain et al.
2011)

Primary clearance mechanisms: macrophage phagocytosis (represented by in vitro tests
using ALF solution®), to a lesser extent by dissolution (represented by in vitro tests using
Gamble's solution”) and translocation

Figure 11 : Schéma du dép6t des particules inhalées dans les différentes régions de I'appareil respirat  oire
[Guney 2016].

En résumé, le passage des HAP a travers I'épithghour atteindre la circulation systémique
dépend du type de HAP (gazeux ou particulairej;atactére lipophile du HAP et de la région

de l'appareil respiratoire au niveau de laqueli@iBtre absorbé.

Pour les HAP gazeux, qui pour rappel font partie owins lipophiles (comme le Phe), le
passage dans la circulation systémique est quasinstantanée au niveau des alvéoles [Gerde
1993b], et est de I'ordre de la minute au niveasl ld®nches [Gerde 1993c]. C'est le débit

sanguin qui va limiter leur passage dans la citmrasystémique.

Pour les HAP patrticulaires qui sont lipophiles (coenle BaP), les molécules doivent dans un
premier temps étre désorbées de la particule. tesse de cette premiere étape dépendra de
I'affinité entre I'HAP et la particule sur laquelieest adsorbé [Gerde 2001]. Cette désorption
sera facilitée par le mucus [Guney 2016] qui eststitué de trois couches : une premiere
couche de faible viscosité entourant les cils adisiles épithéliales, une deuxieme couche de
forte viscosité au-dessus des cils et une dernterehe de lipides (Figure 10). C'est
essentiellement cette derniére couche lipidiqudaguiitera la désorption et permettra de piéger

une partie des HAP, lesquels seront alors emmearéd’appareil digestif pour y étre éliminés
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[Gerde 1993c]. La fraction qui n'a pas été élimimpae la clairance muco-ciliaire, va étre

absorbée par les cellules épithéliales. La majak#® HAP vont étre déposés au niveau des
alvéoles [Gerde 2001]. Dans cette région, le pa&sdags la circulation systémique est rapide.
Lorsque I'épithélium est plus épais, comme c’estds dans les bronches par exemple, la
diffusion est ralentie. Ce ralentissement accordemps suffisant pour que les HAP soient en

partie métabolisés [Gerde 1993a] et puissent exbBrges actions toxiques (Figure 12).

Alveolar absorption of soot-adsorbed BaP

Dose
T] Airway
PAH Epithelium
Exposure
Retentiont2~1h
Intense Local Metabolism
95% of Tumors Occur Here
Dose
=
10-20% >
~30 um Alveolar
Epithelium
Dose A Systemic § |
A MO [
Retention tlz = Few min Circulation

Little Local Metabolism
5% of Tumors Occur Here

>

80-90% \ /

sl 1-2 um

Figure 12 : Schéma de l'absorption du BaP au niveau d  es voies respiratoires [Gerde 2001]
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l11.1.2.Voie cutanée
Les HAP peuvent entrer en contact avec la peauffieethtes manieres. Les HAP gazeux et
particulaires sont essentiellement absorbés apresniact direct avec la matiere premiére dans
laquelle ils sont contenus. De plus, les HAP paldices peuvent étre absorbés par contact
indirect avec les particules atmosphériques quiggosent sur la peau, les vétements et les

outils de travail.

L’absorption des HAP dépend de la matrice telle lgumatiere premiere (huile, fuel, brai...)
ou encore du solvant d’application utilisé danscadre expérimental [Sartorelli 1999] mais
aussi des caractéristiques de la particule sueligsont adsorbés les HAP particulaires [Ruby

2016].

La peau est constituée :

- d’une couche cornée également appedé@tum corneumqui est composée de
kératinocytes ayant suivi un processus apoptotigas.cellules sont anucléées et riches
en fibre de kératine. Letratum corneunpue le rble de barriere physique de la peau.

- de I'épiderme qui est situé juste en dessoustdiium corneunet qui constitue une
barriere enzymatique car elle possede larsenalymeatique nécessaire a la
biotransformation des xénobiotiques [Kao 1990].

- du derme, situé en dessous de I'épiderme, qui agirit@irement constitué de tissu
conjonctif contenant des fibroblastes et des . Ces derniers permettent

d’assurer la nutrition de I'épiderme par diffusigiigure 13-A).

En plus du réle de barriere, la peau joue un r@eéservoir pour les composés lipophiles
[Miselnicky 1988]. Aprés diffusion passive a travde stratum corneumles HAP arrivent au
niveau de I'épiderme jusqu’a atteindre un équilitine fonction de leur degré de lipophilie, les

HAP atteignent plus ou moins rapidement la cir¢ofasystémique [Chu 1996] au niveau du
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derme. De plus, ils peuvent étre métabolisés emposés plus hydrophiles pour pouvoir passer
dans le sang (Figure 13-B) par les cellules ded&me (kératinocytes) et les cellules du derme
(fibroblastes) [Brinkmann 2013]. Pour les HAP Idasplipophiles, cette biotransformation

déséquilibre le gradient de concentration au nivdealépiderme et favorise une absorption en
plus grande quantité [Jacques 2010]. Pour ces caedsftel que le BaP), I'absorption va ainsi

étre limitée par les capacités métaboliques dedap

Par ailleurs, le nettoyage de la peau avec du saucsutres agents de nettoyage facilite le
passage dans la circulation systémique du BaPellégait stocké dans la peau. Ce phénomene

est appelé « whashing effect » [Moody 1995].

Phe Pyréne BaP
4,88 6,06

4,45
O 0 L0

NF

Log Koy =

Epiderme A

Capillaire sanguin —-.NW‘

Derme A =
W
Fibroblaste S

A B

Figure 13 : Absorption cutanée des HAP avec la prése  ntation de la structure de I'épithélium cutanée (A) et
schéma de I'absorption de trois HAP (B) ayant des pr  opriétés lipophiles différentes (Phe, pyréne et BaP).
Les fleches représentent la diffusion passive atra  vers les différentes couches de la peau. La partie bleue
représente la fraction non métabolisée du composé p arent qui diffuse pour atteindre la circulation
systémique alors que la partie rouge représente la  fraction qui a été métabolisée.
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A titre d’exemple, apres 24h d’exposition d’expkde peau de cochons d’Inde sans fourrure
au Phe, Pyr et BaP, 78%, 57% et 37% de la doséjapplont été respectivement retrouvés
dans le milieu de culture. Seulement 7% et 15% dimte était sous forme de métabolites pour
le Phe et le pyréne, alors qu’'elle atteignait 318arge BaP [Ng 1991, Ng 1992] (Figure 14).
Par conséquent, il semblerait que les moléculestaya Log Kw supérieur a 5 nécessitent

d’étre préalablement métabolisés avant de passerlda&irculation systémique [Ng 1992].
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©
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Figure 14 : Fractions des HAP passées a travers des  explants de peau de cochons d’'Inde sans fourrure
apres 24h d’exposition (d’apres I[Ng 1991, Ng 1992] ). En bleu : Fraction correspondant aux HAP non
métabolisés retrouvés dans le milieu de culture. En rouge : Fraction correspondant aux HAP métabolisés
retrouvés dans le milieu de culture.

Les HAP passent a travers s&ratum corneunpar diffusion passive jusqu’a atteindre un
equilibre. La biotransformation des HAP les plugophiles, au niveau de I'épiderme,
déséquilibre le gradient de concentration de abttesion passive et favorise une absorption
en plus grande quantité [Jacques 2010]. Pour capases (tel que le BaP), I'absorption va

étre limitée par les capacités métaboliques deda p
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Par ailleurs, le nettoyage de la peau avec du sauasutres agents de nettoyage facilite le
passage dans la circulation systémique du BaPelégait stocké dans la peau. Ce phénomeéne

est appelé « whashing effect » [Moody 1995].

L’'absorption cutanée dépend de plusieurs variabBls.varie selon les especes mais aussi en
fonction de la température, de I'hydratation degpésmu et du site anatomique. En effet, la
structure de la peau (composition chimique, épaisdastratum corneun le nombre de pores
de sudation, le nombre de follicules pileux etdapacités métaboliques sont différents selon
la partie du corps qui est exposée. Par consédladrgorption est limitée au niveau des mains

et des chevilles par rapport a I'épaule ou les @viaras [VanRooij 1993b].

[11.1.3.Voie digestive

Les HAP pénetrent dans I'appareil digestif apregestion de nourriture, d’eau et/ou de sol
contaminés [Ramesh 2004, Ruby 2016]. La biodisplitéilles HAP dépend de la matrice et
plus précisément des aliments avec lesquels ilsisgérés (céréales, viande, lait...). En effet,
les lipides de I'alimentation facilitent le passaigs HAP a travers I'épithélium [Vasiluk 2008].
Apres ingestion de lait surchargé en HAP, le maxindiabsorption a respectivement été
observé pour le Phe et le BaP a 5h et 6h. Ce plasdiption correspond a celui des lipides
[Laurent 2002]. De plus, I'absorption est plus imtpate pour les HAP les plus Iégers. Ainsi
apres ingestion de lait enrichi en HAP par des &\ a été retrouvé 75% de la dose absorbée

pour le pyrene et le Phe et seulement 12% pouak[Brova 2002].

Le passage des HAP dans la circulation systémigoamznce au niveau de I'oesophage mais
la majeure partie est absorbée au niveau de tintgeele. Cette absorption est facilitée par les
fluides gastro-intestinaux. En effet, la préseneebde dans la lumiére intestinale facilite
grandement le passage des HAP (notamment ceux dyant5 cycles) car elle permet la
formation de micelles. Plus précisément, ce somtleenieres qui aident a la solubilisation des

HAP dans le fluide gastro-intestinal et au passagavers [Ramesh 2004].
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Par ailleurs, la flore intestinale est capable, mantépithélium, de métaboliser les HAP et les
meétabolites monohydroxylés [Van de Wiele 2004]. iGacorise la production de composés
plus hydrosolubles pouvant passer dans la circuasiystémique, et augmente ainsi la

biodisponibilité des HAP.

Ingestion
de HAP

Inhalation
de HAP

Pénétration
cutanée

Clairance
muco-ciliaire

Peau

\ 4

Poumons Tube gastro-intestinal

v Cycle

entéro-hépatique
| Circulation

systémique

Foie — Bile

Organes et
Tissus

Figure 15 : Résumé des différentes voies d'absorpti  on des HAP (adaptée de [Ramesh 2004)).
[.2. Distribution
D’'une maniére générale, les HAP sont transportésdpa lipoprotéines et sont largement
distribués dans la majorité des organes et tissies, une tendance a rapidement se stocker dans
le tissu adipeux [IARC 2010]. Le role des lipopin&s a notamment été démontré pour le

transport du BaP dans les différents organes stigjsmais aussi a l'intérieur des cellules

[Busbee 1990].
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En effet, le volume de distribution des HAP esnhlus grand que le volume plasmatique ce
qui atteste d’'une importante distribution danlgmnes et les tissus. Ainsi, alors que le volume
sanguin moyen est de 18ml chez le rat, le volumdistabution estimé pour le pyrene, le BaP
et le Phe est respectivement de 238 ml, 250 n8®nd apres une injection intraveineuse (1V)

a des doses respectives de 50, 40 et 5 umol/kgcfzod 1998, Pu 2004, Marie 2010].

Le stockage du Nap, du pyréne et du BaP aprésjgwion IV se fait majoritairement dans le
tissu adipeux et est expliqué par les caractéustidipophiles des HAP [Bouchard 1998,
Kilanowicz 1999, Marie 2010]. Cependant, apres lvhde BaP, le stockage dans le poumon
est supérieur a celui du tissu adipeux du faitadedsition des poumons par rapport au cceur.
Les poumons, étant les premiers organes aprésulie ceeoivent la totalité du débit sanguin et
sont donc les premiers organes en contact aveoda de HAP injectée [Moir 1998]. A
l'inverse, aprés une exposition par voie orale al He stockage se fait majoritairement dans
le tissu adipeux et il n’y a pas de stockage dasgpbumons [Ramesh 2001]. Par ailleurs, un
cycle entéro-hépatique a été observé pour le pyetleBaP retardant ainsi I'élimination via

les feces [van Schooten 1997, Bouchard 1998].

En plus d’étre retrouvé dans les tissus adipeuxiagts les organes responsables de la
meétabolisation tels que le foie ou les reins, |&sPHet leurs métabolites ont également été
mesures dans le cerveau et dans les tissus repeadgitels que les testicules, I'épididyme et

les vésicules séminales [Ramesh 2001, Grova 2011].

1.3. Métabolisation et mécanismes d’action toxique
Une fois dans la cellule, les HAP sont difficilerh@liminés de cette derniere de par leurs
propriétés lipophiles. Le systeme de détoxicatgtruae arsenal enzymatique dont le but est de
prendre en charge les xénobiotiques tels que |2 ptaur les rendre plus hydrophiles, afin de
faciliter leur élimination. Ce systéme est constitie trois phases : la fonctionnalisation (phase

), la conjugaison (phase Il) et I'élimination (fgealll).
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Cependant, ce systeme de détoxication peut égalgratuire des métabolites ayant un effet
toxique sur la cellule. Alors que les HAP sous fermon métabolisés, appelé aussi HAP
parents, ne présentent aucune toxicité, ce somééesions de biotransformations, notamment
de phase I, qui produisent des métabolites réampgables de se lier a des macromolécules de
la cellule telle que l'acide désoxyribonucléiqueD®). Ainsi, les HAP nécessitent d'étre
bioactivés pour exercer un effet toxique et somcdolassés parmi les procarcinogéenes et

progénotoxiques [Gelboin 1980](Figure 16).

[ HAP ]

L L e

[ ] Liaison

a ’'ADN

IR I

Figure 16 : Résumé des phases du systeme de détoxic  ation et de la bioactivation des HAP. Les
métabolites M1- 4 représentent les métabolites prim  aires issus d’'un méme HAP apres la phase | alors que
les métabolites M1'- 4’ représentent les métabolite s secondaires issus de la phase Il. Les métabolites en
bleu représentent des métabolites non toxiques tand is que les rouges ont un pouvoir toxique.

Les principaux organes de métabolisation sontiedbles reins et sont riches en enzymes de
biotransformation. Ces derniéres sont égalemertuetes dans la plupart des tissus, méme si
elles sont moins efficaces. En effet, lors de kapson via les différentes voies, la peau, les
poumons et l'intestin gréle métabolisent déja uadi@ des HAP [Foth 1995, Ramesh 2004,
Jacques 2010]. Le métabolisme au niveau ce cesesgsst appelé effet de premier passage.

D’une part, il facilite le passage des HAP et dedanétabolites dans la circulation systémique,
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et d’autre part, il engendre une plus grande exipostde ces organes aux HAP et a leurs

métabolites réactifs.

Les HAP sont métabolisés par différents types d/eres de biotransformation. Tandis que la
phase | est essentiellement assurée par les cgtnekrP450 (CYP), la phase Il est assurée par
plusieurs enzymes tels que I'époxyde hydrolase (BEHlutathion transférase (GST), la UDP-
glucuronosyltransférase (UGT), la sulfotransféra@LUT), la NAD(P)H quinone
oxidoreductase 1 (NQO1) et lI'aldocéto reductase RAKShimada 2006]. A partir de cet
ensemble d’enzymes, trois voies de métabolisatipmpapduisent des métabolites réactifs ont
été décrites : la voie du diol-époxyde, la void'detho-quinone et la voie du radical cation. En
paralléle, les voies de détoxication agissent pewtraliser ces métabolites qui sont toxiques

pour la cellule.

[11.3.1.Voie du diol-époxyde
La voie du diol-époxyde est la voie de toxicatiaupde nombreux HAP car elle engendre, au
niveau des régions de baie et de fjord des HARrmation de diol-époxydes qui sont capables
de se lier a TADN. Avant la formation d’'un diol-epyde, trois étapes de métabolisation sont
nécessaires. Un CYP va tout d’abord former un égexau niveau de la région de baie du HAP
qui, s’il ne s’hydrolyse pas spontanément, va ptre en charge par une EH pour former un
diol, toujours en conformation de typans-[Xue 2005]. Enfin, un CYP va de nouveau venir

greffer un atome d’oxygéne pour former un époxydéta du diol formé précédemment.

Dix-sept familles de CYP ont été identifiées chémmain mais ce sont surtout les familles
CYP1, 2 et 3 qui jouent un réle dans la bioactoratdes cancérogénes environnementaux
[Shimada 2004]. Les principaux CYP impliqués daettecvoie métaboliqgue sont CYP1Al,
1B1, 1A2, 3A4. Ces derniers ont une activité et rapartition tissulaire différente. CYP1Al
et 1B1 ont une localisation majoritairement extépditique tandis que 1A2 et 3A4 sont trouvés

majoritairement dans le foie. Parmi les différentbAP étudiés (BaP, diméthyl-
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benzo(a)anthracene, dibenzo(a,l)pyrene, 5-methyiséine et benzo(a)anthracéne), la famille
des CYPL1 est la plus efficace. Au sein de cettaiéley, CYP1Al et 1B1 ont une activité

oxydative similaire alors que 1A2 a une activitésplaible [Shimada 2006].

Les enzymes de biotransformation ont une stérécsété. En prenant I'exemple du BaP
(Figure 17), le 7,8-epoxyBaP, formé lors de I'étApear le CYP, va essentiellement étre sous
la forme de 7R,8S-epoxyBaP (95%) par rapport araé 7S,8R-epoxyBaP. Lors de I'étape 2,
EH convertit le 7R,8S-epoxyBaP en 7R,8R-diol a $§%onc le diol-époxyde majoritaire du

BaP (BPDE) est le 7R,8S,9S,10R-diol-epoxydeBaP [2Q@5].
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Figure 17 : Production des différents isoméres du BPD E (adaptée d'apres [Xue 2005])
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Les diol-époxydes formés vont ensuite pouvoir se d ’ADN. La réactivité des différents
isomeres de diol-époxyde-HAP avec 'ADN a été éadiParmi les HAP étudiés, I'isomére

ayant la plus grande capacité de liaison avec I'’Ad3Nde configuration R,S,S,R [Xue 2005].

Le cycle qui contient I'époxyde va s’ouvrir pouger une liaison covalente avec les groupes
aminoexocyclique des bases puriqgues de I'ADN : é&eakyguanosine (dGuo) et 2'-
desoxyadénosine (dAdo) (  Figure 18). Tandis quéli@sépoxydes issus de HAP planaires
forment majoritairement des adduits avec la dGeaxassus de HAP non planaires forment
majoritairement des adduits avec la dAdo. La foromatle cette liaison entre le diol-époxyde-
HAP et la base purique, peut garder ou inverserol@ormation du métabolite et ainsi,
engendrer la production d’adduit de tygigoutrans Par conséquent, a partir d’'une méme base

et des 4 isomeres de diol-époxyde, 4 paires dégégssomeres donnent 8 isomeres d’adduits.

HO on
OH
HO 0
0
N’\\N N//—~N
i 1
S S 07 N7 T NH z
o I | ) ‘ H ot ’ -
ey ey
HO | X HO |
OH OH
BPDE-N2-dGuo BPDE-N6-dAdo

Figure 18 : Exemple d'adduits du BPDE sur les bases p  uriques

Les diol-époxydes sont considérés comme cancérsdersgue I'époxyde est situé au niveau
de la région de baie du HAP ce qui est le cas dDBPToutefois, via cette voie de
métabolisation, des diol-époxydes « inverses »efsm+diol-époxyde) peuvent étre formés

(Figure 19). A l'inverse des diols-époxydes réactiies derniers sont considérés comme non-
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cancérogenes car rapidement pris en charge p@&3é&sils ne peuvent pas réagir avec 'ADN

[Hecht 2008, Upadhyaya 2010].

pese

bay region 4, 1 EH OH OH
1 ‘ O 2 BaP-(7R,8R)-diol BaP-(7R,8S)-diol-(9S, 10R)-epoxide

BaP-(9R, 10R)-diol BaP-(9S, 10R)-diol-(7R,8S)-epoxide

Figure 19 : Formation de diol-époxyde et de reverse  -diol-époxyde pour le BaP, adaptée de [Hecht 2010].
P450s : Cytochrome P450 ; EH : Epoxyde Hydrolase

[11.3.2.Voie de I'ortho-quinone
La voie de métabolisation de I'ortho-quinone dépeeslenzymes dihydrodiol déshydrogénase
(DD) qui appartiennent a la famille des AKR. Elsmt présentes dans la grande majorité des

tissus humains, notamment dans le poumon.

Cette voie de métabolisation débute comme celledd@stpoxydes, avec la formation d’'un
diol aprés la lyse d’'un époxyde par une EH (Fiqd@e Ce diol, toujours de typeans va soit
étre pris en charge par un CYP et suivre la vosedil@-époxydes décrite ci-dessus, ou alors, il
va étre transformé en catéchol par une AKR. Les At€Rorennent en charge que les diols-
HAP qui ne sont pas sur une région K. Ainsi, ledibydroxy-BaP (4,5-diol-BaP), ne peut étre

transformé en catéchol par les AKR [Burczynski 2§00

Le catéchol nouvellement formé va subir deux oxpdat spontanées pour former
successivement une o-semiquinone-HAP puis une megeiHAP. La formation de cette
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derniere engendre la production d’especes réaatigd®oxygene (ROS) tel que le peroxyde
d’hydrogeéne (HO») lors de la premiére réaction d’oxydation et le®as superoxydes ¢O)
lors de la seconde. Les ROS sont responsables afifees oxydant qui peut générer des
dommages a I'ADN, telle la formation de 7,8-dihy@mxo0-2’-desoxyguanosine (8-oxo-
dGuo) pouvant aboutir a des transversions guahiyreihe [Penning 2014]n vitro, la quantité

de 8-oxo-dGuo produites par différentes o-quinoddrHiminuerait selon I'ordre suivant : la
1,2-dione-Nap > la 3,4-dione-benzo(a)anthracened>d®ne-diméthylbenzo(a)anthracéne >
7,8-dione-BaP [Park 2005]. La o-quinone-HAP estuéasretransformée en catéchol, via

NQOL1 ou AKR, assurant ainsi un cycle d’oxydo-rétucproducteur de ROS [Zhang 2012].

‘O P450-Peroxidase OO
L — L
|

Bla]P . '
P4501A1/P4501B1 Radical Cation
l Epoxide Hydrolase

AKR1A1

AKR1C1-AKR1C4
)| — OO
HO™

HO
OH OH
B[a]P-7,8-dihydrodiol B[a]P-7,8-catechol
03
P4501A1/1B1 ﬂ{ H,0, —» Oxidative DNA

Damage
S0
e

Oo

o-semiquinone anion radical

(+)-anti-B[a]PDE NAD(P)* 0, |
NQO1 1K02°_ — » Oxidative DNA

AKRs Damage
CC
NAD(P)H o ‘O‘

_7 8.di ——» Covalent DNA
B[a]P-7,8-dione Adducts

Figure 20 : Métabolisation des HAP via la voie de I'  ortho-quinone, d'aprés [Penning 2014].
P450: Cytochrome P450; AKR: Aldocéto réductase; N QO1: NAD(P)H quinone
oxidoreductase 1 ; CBR : Carbonyl reductase

49



Chapitre 1 :
Introduction générale et présentation des objectifs

En plus des dommages a I’ADN liés a la productienRDS, les o-quinone-HAP peuvent
former des adduits stables ou dépurinants (FigliyeEh condition acide, les o-quinone-HAP
réagissent avec la dGuo et engendrent la ruptute kigson glycosidique, formant ainsi, un
adduit dépurinant. Parmi les métabolites testégdativité diminuerait selon I'ordre suivant :
la 1,2-dione-Nap > 1,2-dione-Phe > 7,8-dione-BaRQ8ull 1999]. De plus, des adduits
stables a la dGuo et a la dAdo ont été mesuréeasdiamcellules pulmonaires humaines [Huang

2013].

Le cycle d’oxydo-réduction des o-quinone-HAP poitraaigmenter production de composés
issus de la peroxydation lipidique tel que le 4-@wonelal, qui est capable de former des

adduits a 'ADN. Cependant, aucune étude n’a enemperimenté cette hypothése [Penning

2014].
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Figure 21 : Différents dommages a I'ADN causés par  la voie de métabolisation de I'orthoquinone, d'apre s
[Penning 2014]
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111.3.3.Voie du radical cation
Au sein de la famille des CYP, certaines peuveairawne activité de type peroxydase [Hrycay
2012] et engendrer une peroxydation du squeletteona du HAP en arrachant un électron au
systeme de liaison (Figure 22). La possibilité de perdre un électpor former un radical
cation dépend du potentiel d’ionisation du comp@sux-ci sont respectivement de 7,23, 7,50
et 8,19 eV pour le BaP, le pyréne et le Phe [XU@bhR0 e potentiel d’ionisation du HAP doit
étre inférieur a 7,35 eV pour que le radical cafooduit soit assez stable pour causer des
dommages a I'ADN [Cavalieri 1992]. Les adduits ADN qui sont formés sont des adduits
instables dépurinants. Cependant, méme en ayafdihla potentiel d’ionisation, comme le
BaP, le radical cation reste une espece chimigstabte qui ne pourra former des adduits a
’ADN que s’il est produit dans le noyau cellulajfl&RC 2010]. Ainsi,in vivo, la voie du

radical cation est un mécanisme mineur dans ladtbom d’adduits a I'ADN [Xue 2005].

“ Cytochrome P-450
Peroxidase
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Figure 22 : Exemple de la formation du radical catio = n du BaP, d'aprés [Xue 2005].
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[11.3.4.Voie de détoxication

111.3.4.1. Phase I : Fonctionnalisation
Bien que les CYP engendrent la production de métabmucléophiles, ils assurent également
la grande majorité de la phase | du systéme dexidétmon [Moorthy 2015]. Les époxydes
formés par les CYP, peuvent étre pris en chargepadtH pour former dasans-diols, comme
c’est le cas dans la voie des diol-époxydes olodib-quinone mais peuvent également subir

une hydrolyse spontanée pour former un monohydHF-

l11.3.4.2. Phase Il : Conjugaison
La phase Il du systéme de détoxication a pour edadiliter I'élimination de métabolites non
toxiques en augmentant le caractére hydrophile aluposé, mais aussi de neutraliser les
métabolites nucléophiles ayant un pouvoir toxige@énéralement, ces derniers sont conjugués
a un acide glucuronique ou a un sulfate par les 8G3ds SLUT. Les GST sont efficaces surtout
au niveau des régions K, mais sont également ttégea au niveau des régions de baie et de

fijord ou elles greffent du glutathion au niveau deEnes oxydes [Luch 2004].

111.3.4.3. Phase Il : Elimination
Apres la phase de conjugaison, les métabolitesi@&s devenus plus hydrophiles, ne peuvent
plus passer par diffusion passive au travers deshranes cellulaires. Pour étre éliminés de la
cellule, ils passent par des transporteurs de #&pe-binding cassette (ABC), tels la p-
glycoprotéine (PgP), les multidrug resistance pnstéMRP) et la breast cancer resistance
protein (BCRP). Tandis que PgP transporte suresicbmposés non meétabolisés, les MRP
(MRP1 et MRP2) transportent activement les compaségugués au glutathion, a l'acide
glucuronique et au sulfate [Schinkel 2003]. Le MRBRcapable d’éliminer le BPDE conjugué
au glutathion [Srivastava 2002] et le MRP4 est bbpd’effluer le 7,8-diol-BaP non conjugué

avant son entrée dans la voie du diol-époxyde diodbo-quinone [Gelhaus 2012]. La BCPR
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joue un réle dans l'efflux des métabolites monobyglés glucurono- ou sulfo-conjugués tel

gue le 3-hydroxyBaP (3-OHBaP) et le 1-hydroxypyrén®HP) [Ebert 2005, Hessel 2013].

[11.3.5.Induction des enzymes de biotransformation pakkeB

Aprés que les HAP soient entrés dans la celluesadint pris en charge par les enzymes de
biotransformation. Cependant, ils sont capablefaile varier I'expression des genes codant
pour ces enzymes de biotransformation et moditémsi les capacités de métabolisation au
niveau de la cellule. Ainsi, les HAP ayant mordes propriétés cancérogenes chez I'animal
(BaP, benzo(k)fluorantene, benzo(b)fluorantene..n} sapables d’induire les CYP1A1l, 1A2
et 1B1 tandis que les non cancérogénes tels guehée ou le pyréne n’induisent pas
significativement les CYP [Shimada 2006]. Cettedtarce se retrouve pour I'ensemble du
systeme de détoxication (enzyme phase | et phasdénl effet, le potentiel d’induction
d’enzymes de phase | et de phase Il des difféi@AR suivrait I'ordre suivant : Nap < Phe <

Pyrene << Chrysene < BaP [Elovaara 2007].

l11.3.5.1. Le récepteur Aryl hydrocarbon Receptor (AhR)
Le récepteur AhR, qui se lie a une large variétcamposés endogenes et exogenes, est
considéré comme un médiateur de l'induction desegéoodant pour les enzymes de
biotransformation [Arenas-Huertero 2011]. Ce deras exprimé dans la plupart des tissus, et
de maniere importante dans le foie, le tissu adiues cellules de I'épithélium bronchique

[Tsay 2013].

L’AhR, situé dans le cytoplasme, est lié a la Isbaick protein 90 (HSP90), a la AhR interacting
protein (AIP aussi appelé XAP2 ou ARA9) et a latime co-chaperonne p23 pour favoriser
son interaction avec les xénobiotiques tel quéHldR. Lorsqu’'un HAP va venir se lier avec

'AhR, la HSP90 est relarguée pour permettre aupiere HAP-AhR de pénétrer dans le

noyau. Au sein de I'espace intranucléaire, Arhyhogdrbon receptor nuclear translocator
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(ARNT) va s’ajouter au complexe pour permettreiddésbn avec le Xenobiotic Responsive

Element (XRE) (Figure 23).

A YA VA VAN

Cytoplasme —

Figure 23 : Schéma de l'induction des enzymes de bio  transformation par les HAP via AhR (adaptée d’'apres
[Arenas-Huertero 2011]). 1: Liaison HAP-AhR ; 2: Relarguage du complexe HSP90, AIP et p23 et

translocation dans le noyau du complexe HAP-AhR ; 3 : Liaison de la protéine ARNT au complexe HAP-
AhR ; 4 : Fixation du complexe au niveau de XRE ; 5  : Activation et transcription du géne codant pour | es
enzymes de biotransformation inductible via AhR (ic i CYP1Al) ; 6 : traduction de I'acide ribonucléique

messager (ARNm) pour obtenir une enzyme fonctionnel le.

L’AhR peut modifier I'ensemble de l'activité du sgme de détoxication de par sa capacité
d’induction d’expression de genes codant pour degraes de phase | (CYP1Al, 1A2 et 1B1),
de phase Il (NQO1, GST1Al, GSTA2, UGT1Al et UGT1A6)ussi de protéines d’efflux

(phase Ill) tels qgue MRP4 et BCRP [Ebert 2005, BU® Arenas-Huertero 2011, IARC 2012].

Cependant, tous les HAP n’ont pas la méme affaigc AhR. Celle-ci dépend de la planéité
du composé qui peut étre définie par la profon@epar le ratio surface/profondeur2. Une faible
profondeur et un ratio surface/profondeur? élevémpétent une bonne capacité de liaison a
AhR [Pushparajah 2008]. Ainsi, les HAP de moingtdgycles (Nap, Flu, Phe) ne peuvent pas
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se lier a AhR alors que ceux possédant 4 cyclgdusupeuvent induire I'expression des genes
des enzymes de détoxication dépendant de AhR atidande leur capacité de liaison au

récepteur [Machala 2001, Genter 2006, MurahashrR00

Ceci permet d’expliquer la faible capacité d'indantdes HAP de moins de 4 cycles pour les
enzymes de biotransformation dépendant de AhRueQYP1A1 et 1B1, en conditidm vitro
etin vivo[Bosveld 2002, Lampen 2004, Shimada 2006, Pati@r2010]. Bien que I'expression
des genes codant pour CYP1A2 dépende de 'AhRjAé3de 3 cycles sont capables d’induire

CYP1A2 de maniere indépendante a CYP1A1 [Chalodk&, Chaloupka 1995].

l11.3.5.2. Autres récepteurs
L’AhR est le récepteur le plus connu quant a l'iciibn des enzymes de biotransformation.
Cependant, d’autres récepteurs sont capables dinthis enzymes de biotransformation des
phases I, Il et lll tels que le Constitutive Andeose Receptor (CAR) et le Pregnane X receptor

(PXR) [Xu 2005].

En effet, le pyrene pourrait induire CYP1A2 et SULAL via le récepteur CAR. Ainsi,
'induction de CYP1A2 observé pour les HAP a 3 egcpourrait également se faire via ce

récepteur [Lee 2007].

Les HAP sont également capable d’'induire CYP3A4RXR. Comme AhR, PXR est situé
dans le cytoplasme. En plus de son réle d’'indudeaigystéeme de détoxication, il est également
un récepteur important pour des composés endogtijese un rbéle dans le métabolisme du
glucose ou des lipides par exemple [lhunnah 20Eh|revanche, PXR est capable de se lier a
des HAP planaires (BaP) mais aussi non planairesz(i{c)phénanthréne), contrairement a

AhR [Luckert 2013].
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Le BaP est également capable d’induire CYP1AIp&iaqui se lie a I'élément de réponse3
(P5RE). pSRE serait également capable d’'induire d’autres m@syde phase | telle que

CYP3A4 mais aussi de phase Il telles que des UG&i$k2016, Wohak 2016].

Enfin, il a aussi été montré que les métabolitestdaP tel que le BPDE ou les o-quinones,
notamment celles du BaP, du benzo(a)anthracéne eirgséne pouvaient induire les genes
des enzymes de biotransformation, mais les mécasisdinduction restent méconnus

[Burczynski 2000b, Spink 2008, Bekki 2012, Luckaot 3].

[11.3.6. Polymorphisme et susceptibilité individuelle
Le polymorphisme est une variation de la séquenmbéatidique d’un géne au sein d’'une
population. Pour gu’un gene soit considéré commgnparphe, les différents alléles (version

du gene) doivent représenter au moins 1% de lalatiqm

Bien qu’un polymorphisme génétigue ne méne pagsyiquement a une modification de
'expression ou de l'activité catalytique de I'enzg, il peut dans certains cas, notamment au
niveau des enzymes de biotransformation, contriauere susceptibilité individuelle au cancer

par une différence des capacités de métabolisation.

En effet, il existe un polymorphisme génétique pdar majorité des enzymes de
biotransformation, notamment celles en jeu damsdtabolisation des HAP tels que les CYP
(CYP1A1, 1A2, 1B1, 2C9 et 3A4), les EH, les GSB,I&5T, les SULT, les NQOL1 et les AKR
[Shimada 2006]. Ainsi, les individus ayant une défice pour les enzymes produisant des
métabolites réactifs auraient un risque plus faildecancérogénese chimique, alors que ceux
présentant une déficience au niveau des enzymeslénaictivent les métabolites réactifs

présenteraient un risque plus élevé [IARC 2010].

De plus, il existe également un polymorphisme awani du géene codant pour AhR pouvant

engendrer des différences de capacités d’'indudiésrenzymes de biotransformation entre les
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individus. Le polymorphisme d’AhR peut aboutir &différences d’excrétion des métabolites
urinaires tel que le 1-OHP chez des travailleursal@rie ou a une susceptibilité individuelle

différente au cancer tel que le gliome [Bin 2008,2812].

Cependant, les nombreuses études épidémiologiquiesmtcherché a établir un lien entre le
polymorphisme génétique, le métabolisme des HAMetsusceptibilité au cancer ne trouvent
pas systématiquement un lien. Le nombre importamgeses et de protéines mis en jeu dans le
métabolisme complexe des HAP, croisé en plus, df@&xrehces ethniques, aux différences dues
a I'age, au sexe et aux facteurs environnemengaaxv@nt moduler I'activité métabolique du
systeme de détoxication) expliquent les difficuiésonclure de ces études épidémiologiques
[IARC 2010]. Par exemple, le génotypage n'est pasmoyen efficace pour prédire le
métabolisme des HAP notamment celui du Phe et dea®m tetrahydroxy-Phe/somme des

monohydroxyPhe [Hecht 2006].

Pour prendre en considération 'ensemble de caésues; I'étude de la susceptibilité au cancer
des individus pourrait se faire a partir du phépetgn regardant les proportions de différents

métabolites issus de voie de métabolisation diffis

[1.4. Elimination
Pour étre éliminé de I'organisme, les HAP passantabile et donc les feces ou par les urines
dans des proportions différentes. D’une maniéereégde, plus le HAP posséde de cycles
aromatiques, plus il est éliminé via les féces imrmgle les HAP les plus légers sont

majoritairement éliminés via les urines.

Ainsi, le Nap est majoritairement éliminé via lesnas. Chez le rat aprés une injection
intrapéritonéale de Nap radioactif, 20% de la dos@é excrétée via les feces et 68% via les
urines [Kilanowicz 1999]. Le pyrene est égalemerjaritairement éliminé dans les urines

avec 57% de la dose éliminée dans les urines cb8%edans les feces [Bouchard 1998].
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Contrairement aux deux précédents, le BaP est it@jement €liminé via les féces [Marie
2010]. En effet, selon la voie d’absorption, lamfité retrouvée dans les feces est de 4 a 20 fois
supérieure a celle retrouvée dans les urines [E688]. Aprés une injection IV de BaP
radioactif, 50% de la radioactivité a été retroud@es les féces contre 6% dans les urines [Moir

1998].
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IV. Toxicité

Bien qu’une toxicité aigle ait été observée a die fdose notamment pour le BaP et le Nap, le
risque majeur des HAP est d0 a leur cancérogénatéd’ exposition chronique [IARC 2002,
IARC 2010]. Les effets sur la fertilité sont égalrhune problématique majeure de santée

publique.

IV.1. Mutagénese - Cancérogénese
Les métabolites réactifs des HAP peuvent formeradiellits a '’ADN qui peuvent engendrer
des erreurs lors de la réplication de 'ADN, altdee méthylation des promoteurs et/ou leur
liaison au brin d’ADN, causant ainsi, des mutationsune modification de I'expression des
genes [Yang 2012]. De plus, ces métabolites réapsfivent se lier aux protéines et altérer
I'activité de ces derniéres. Enfin, le métabolisdes HAP induits une production de ROS

pouvant réagir avec I’ADN, les lipides et les pnoés [Moorthy 2015].

L’ensemble de ces effets toxiques génere un saessveau de la cellule pouvant aboutir a
'apoptose. Parfois, la bioactivation des HAP pégalement engendrer un processus de
cancérogénese en trois étapes. Apres l'initiatiorcgrrespond a I'apparition de mutations suite
aux dommages a I'ADN, la promotion des cellules ématse fait en présence d’'un agent
promoteur. Les cellules filles vont accumuler dfeatmutations. Enfin, la phase de progression
qui correspond au passage des lésions précanceieuse tumeur maligne est cliniquement
détectable. Les HAP sont capables d’initier undutelmais peuvent également induire la

promotion [Rubin 2001].

La plupart des mutations se font au niveau de né&ginon codantes et n‘ont aucune
conséquence. Cependant, les mutations peuvent elouds genes impliqués dans la

cancérogénese codant pour des protéines tellgs5fmi Ras
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La protéinep53 appartient aux protéines suppresseurs de tumellesintervient dans la
régulation du cycle cellulaire, peut induire I'apage ou initier la réparation de '’ADN. Des
mutations sont observeée sur le géne codant pqb3gTP53) dans plus de 50% des tumeurs
humaines [Olivier 2010]in vitro, il a été montré sur des cellules humaines exgosed3aP
une formation importante et sélective d’adduits ABRDE au niveau des guanines des codons
157, 248 et 273 de TP53. Des mutations sur les méouwons ont été observées pour des cas
de cancers pulmonaires dus a la consommation @e fadrmettant d’établir le réle du BaP

dans I'étiologie du cancer [Denissenko 1996].

La production de ROS issus des cycles d'oxydo-réoluades quinones du BaP engendre
également des transversions guanine-thymine aauige géne codant pour la protéine p53 de
cellules de poumons humaines [Sen 2012, Pennindgj] 2Bfh revanche, I'induction de NQO1
via le stress oxydant issu de la voie de I'ortharqne a été observée aprés une exposition au

Nap. NQO1 a un réle d’antioxydant et permet aussstdbiliser p53 [Elovaara 2007].

En plus d’'un potentiel mutagéne au niveau des geodants pour |53 et Ras les ROS
peuvent activer la protéine kinase C qui favorgsprbmotion de la tumeur [Penning 1999, Xue

2005].

IV.2. Fertilité
Les études animales ont permis de détecter des éiAdurs métabolites dans les testicules,
I'épididyme et les vésicules séminales. Le BaR &einzo(b)fluoranthéne induisent I'apoptose
des cellules de Sertoli de rat et affectent aimsidEveloppement des spermatozoides
[Raychoudhury 2003]. En plus des dommages a I'ABRK HAP peuvent diminuer la qualité
du sperme. AhR est également présent dans la é8tespkrmatozoides et interagit avec le
systeme endocrine. Une liaison des HAP avec c@t@&gepeut ainsi perturber la mobilité, la
concentration et la morphologie des spermatozolassROS altérent les lipides membranaires

et diminuent la fluidité et la flexibilité de cetteembrane. De plus les ROS inhibent I'activité
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enzymatique comme celle du NADPH qui est en lieecda production d’énergie et permet le

mouvement des cellules [Jeng 2013].

Chez 'hnomme, la quantité d’adduits a 'ADN (mesusdec la méthode du post-marquage de
'ADN au 32P) est associée a une diminution de la qualité gkrnse de maniére non
significative [Jeng 2015] ou significative [HoralO@3b, Horak 2003a, Hsu 2006]. Les
concentrations urinaires de 1-OHP, de 2-Flu sonméties a la qualité du sperme [Hsu 2006,
Xia 2009a, Xia 2009b]. Une autre étude a cependéntontré un lien entre les métabolites
urinaires et les dommages a I’ADN dans les spermo#dies mais pas avec la qualité du sperme

[Han 2011].

Les HAP ont également été mesurés dans le liqolteuiaire. Les concentrations de BaP sont
plus élevées chez les femmes fumeuses que non $esetichez les femmes ou la fécondation
in vitro n'a pas abouti. Le BaP apparait comme un compgséitades effets sur le

développement des follicules et la fertilité [N2aD8].

IV.3. Effet cocktall
Les HAP sont émis en mélanges complexes de toxiariable. Une exposition combinée aux
HAP peut affecter le métabolisme de ces dernieasnsi, modifier la quantité de métabolites

réactifs avec I’ADN produits [Mahadevan 2007].

Les métabolites produits comme les quinones, quvera étre issus du métabolisme de HAP
cancérogéenes et non cancérogenes, sont capalnlésictides effets génotoxiques en modulant
le métabolisme par un effet combiné du stress axtyekad’'une déplétion énergétique. En effet
le cycle d’'oxydo-réduction de la voie de I'orthokgone (voir 111.3.2) consomme du NADPH

cellulaire qui n’est ainsi plus disponible pourutis voies de métabolisation comme celle du

glucose [Gurbani 2013].
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L’induction des difféerents CYP par les HAP et leurgtabolites peuvent affecter le
meétabolisme et la bioactivation d’autres HAP etsgimoduler la toxicité et le potentiel
canceérogene des differents HAP contenu dans lesges [Spink 2008]. Ainsi, le métabolisme
du pyréne est induit par le pyréne lui-méme (padliction de CYP1A2 via CAR) mais aussi
par d’autres HAP tel que le BaP ou le benzo(k)tmthéne [Hessel 2013]. De plus, la
génotoxicité du BaP peut étre modulée en cas d&tipo a des mélanges binaires avec

d’autres HAP cancérogenes [Tarantini 2011].

Aprés une exposition a plusieurs HAP, la relatiopedeffet apparait comme non linéaire avec
'observation d’effets additifs plus importants a thibles doses qu’'a de fortes doses. Ce
paradoxe résulte probablement d’'une compétitionieau des enzymes de biotransformation
suite a leur saturation qui engendre une diminudEsmquantités de métabolites réactifs produits

[Jarvis 2014].

De plus, d'autres types de molécules organiquese@uue les HAP) contenues dans les
meélanges émis peuvent modifier la génotoxiciteHieB [Jamin 2013, Libalova 2014]. A titre
d’exemple, des effets synergiques ont été obsgmésle PXR humain suite a I'exposition a
des composés pharmaceutiques et environnementaalogBe 2015]. Le PXR régule

I'expression de genes codants pour les enzymemttarisformation (voir 111.3.5.2).

Les effets combinés des HAP au niveau cellulairg sacore mal définis. Des effets additifs
ou antagonistes sont observés suite a I'expos#tioles mélanges binaires ou complexes de
HAP. La mesure des adduits a 'ADN est un mauvaasqueur pour évaluer les effets d’'un
mélange de HAP [Jarvis 2014]. Récemment, la medeard'activité enzymatique EROD
(Ethoxyresorufin-O-deethylase) est un marqueurefiliete bien les effets génotoxiques apres

'exposition a un meélange de HAP [Genies 2016].
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IV.4. Classifications de certains HAP ou de certaines avités
professionnelles exposantes a des HAP comme agas#scérogenes
En plus des cancers des poumons, de la peauatesdie qui sont reconnus comme pathologie
professionnelle, d’autres cancers ont été rapperééen avec I'exposition aux HAP tels le

cancer colorectal, pancréatique et de la prostaiqd 2010].

Le CIRC évalue les agents susceptibles d’accrtdtrisque de cancer chez I'homme. Il peut
s’agir de produits chimiques, de mélanges complexesde circonstances d’exposition

professionnelle. Sa classification composée derguatégories :

- Groupe 1 : agent cancérogene pour 'lhomme (canegaeogvéré ou certain).

- Groupe 2A : agent probablement cancérogene poombhe (cancérogene probable).
- Groupe 2B : agent peut étre cancérogene pour I'h@eancérogene possible).

- Groupe 3 : agent inclassable quant a sa cancéuniggpour ’'homme.

- Groupe 4 : agent probablement non cancérogene’hoorme.

La classification du CIRC n’ayant aucune valeulaégentaire, 'union européenne a mis en

place sa classification qui est issue du régleBanbpéen 1272/2008 CE [Cadou 2012].

- Catégorie 1A : agent dont le potentiel cancérogesteavéré pour 'lhomme (basé sur
des données humaines)

- Catégorie 1B : agent devant étre assimilé a dedsgancérogenes pour ’lhomme (basé
sur des données animales)

- Catégorie 2: agent suspecté d'étre cancérogene lpmmme en raison d'effets
cancérogenes possibles (preuves insuffisantes @ierclassé dans les catégories

supérieures).
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Les HAP contenus dans la phase particulaire sass€ék potentiellement cancérogenes par ces
classifications alors que ceux de la phase gazeus#econsidérés comme non cancérogenes,

excepté le Nap (Tableau 2).

Tableau 2 : Classification du CIRC et de 'UE des HA P de la liste de I'US-EPA

HAP CIRC UE
Nap 2B 2

Acénaphtylene

Acénaphtene 3

Flu 3

Phe 3
Anthracene 3
Fluoranthéne 3

Pyréne 3
Benzo(a)anthracéne 2B 1B
Chryséne 2B 1B
Benzo(b)fluoranthene 2B 1B
Benzo(k)fluoranthene 2B 1B
BaP 1 1B
Dibenzo(a,h)anthracene 2A
Benzo(ghi)pérylene 3
Indéno(1,2,3-cd)pyréne 2B

Devant l'importance de certains niveaux d’expositiaux HAP dans certains secteurs
professionnels ou suite a l'utilisation de certaimeatieres premieres, le CIRC et 'UE ont

également procédé a leur évaluation en terme d=oagénicité (Tableau 3).
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Tableau 3 : Classification du CIRC et de I'UE de mél anges ou de secteurs d'activités émettant des HAP.

Mélanges et secteurs d’activités CIRC UE
Emission diesel 1 2
Emission essence 2B 1B
Huile minérales et de schiste 1 1A
Goudron de houille 1 1A
Brai de houille 1 1B
Suies 1
Créosotes 2A 1B
Cokerie 1 1A
Production d’aluminium 1 1A
Fonderies fer et acier 1
Gazéification de charbon 1
Fabrication d’électrode de carbone 2A
Raffinage du pétrole 2A

Bitumes 2B
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V. Surveillance de I'exposition

Les HAP sont ubiquitaires et 'ensemble des popuriatest exposé a des mélanges complexes
d’'HAP (voir 11.21l. ). Leur potentiel cancérogengofr 1V.1) engendre un risque sanitaire
important qui doit étre évalué. Cette évaluatiomyed d’identifier les facteurs qui augmentent
les niveaux d’exposition tels que le descriptif gigédes activités professionnelles et

environnementales.

De plus, il est possible de définir des facteursuakeceptibilité, lesquels correspondent a des
caractéristiques qui induisent a un exces de ripgue un individu ou une population ; Parmi
eux se retrouvent I'age, le genre, le polymorphigidétique (voir 111.3.6), I'état de santé, les

statuts socioéconomiques et les expositions passees
Selon 'USEPA, toute évaluation du risque se basdéesconcept suivant :
Risque = Exposition x Danger [Araujo 2009].

En résumé, I'évaluation du risque se fait en quétiapes :

L’identification et la caractérisation du danger qui correspond a caractériser les

effets toxiques des composés chimiques identifiés.

- L’évaluation de la relation dose-réponseui permet d’établir de maniere quantitative
I'effet en fonction d’'une dose donnée.

- L’évaluation de l'exposition qui a pour objectif de quantifier la dose elle-n@ém
dépendant de l'intensité, la durée, la fréquendesetoies d’exposition d’un toxique et
des moyens de protection.

- La caractérisation du risquequi permet d’estimer la probabilité de survenuéeftet

en fonction des niveaux d’exposition mesurés.
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L’évaluation de I'exposition fait ainsi partie igg@ante du processus d’évaluation du risque.
Pour cette évaluation de I'exposition des poputetijol est possible de mesurer d’'une part la

dose externe et d’autre part la dose interne (Eig4).

L'évaluation de la dose externe consiste a évalaeguantité de HAP présente dans
'environnement (eau, aliments, air) et I'évaluatie I'exposition consiste a estimer la quantité
de HAP présente dans I'environnement au plus prdehiéndividu. Il s’agit essentiellement
de mesures atmosphériqgues qui peuvent étre réalisde milieu professionnel ou
environnemental. De plus, il est possible de maedarquantité de HAP qui se dépose sur la
peau. Bien gu'il n’y ait pas encore de méthodedsdadisée, le patch cutané ou le lavage des
mains sont utilisés [VanRooij 1993a, Vaananen 28@5mer 2011]. Lors de la comparaison
des méthodes, des résultats différents sont olseuwiépeuvent étre dus pour une part a la
variabilité du site d’exposition. En effet, la qtidh qui se dépose sur le poignet (site
d’application des patchs cutanés) peut différezalkes des mains [Cavallari 2012]. De plus, la
guantité absorbée estimée est biaisée par I'impoetde la variabilité intra- et interindividuelle

[VanRooij 1993b].

A c6té de I'évaluation de la dose externe, la sliaree biologique de I'exposition (SBE),

permet de mesurer la dose interne qui correspdadjaantité de HAP ayant pénétrée dans
'organisme. Elle permet de prendre en compte erte des sources d’exposition et toutes
les voies d’absorption mais également I'efficaciés moyens de protection individuelle et les
facteurs physiopathologiques de chaque individie. €3t par conséquent plus proche du risque

sanitaire que la métrologie atmosphérique [Lauw20&y7].

67



Chapitre 1 :
Introduction générale et présentation des objectifs

Source Concentrations o Effet néfaste
Exposition

d’émission environnementales sur la santé

Evaluation de la Evaluation de la Identification du
dose externe dose interne danger

Evaluation de la
relation
dose-réponse

Evaluation de
I'exposition

Identification de la
source

Evaluation du risque

Figure 24 : Schéma synthétique du processus pour I'é  valuation du risque.

V.1. Surveillance Atmosphérique
Contrairement aux mesures d’exposition cutanée, ressures atmosphériques sont
standardisées, notamment en France, ou elles sarited dans les normes AFNOR. Celle
correspondant au prélevement et a I'analyse des étARilieu professionnel est la norme NF
X 43-294 [AFNOR 1995]. Le dispositif est composé&ddex supports montés en série, un filtre
en fibres de quartz et une résine de type XAD2qaégrespectivement les HAP particulaires

et les HAP gazeux. lIs sont reliés a une pompeaaspiair a un débit constant de 1 L/min.
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Apres prélevement, les HAP sont extraits des supporec du dichlorométhane puis sont
analysés soit en chromatographie liquide hautespmesouplée a un détecteur fluorimétrique

(HPLC-FLD) soit en chromatographie gazeuse couplée spectrométre de masse (GC-MS).

Les prélevements peuvent étre de deux types, pogiig de prélevement d’air pouvant étre
placé a c6té d’'une source d’émission (préleveme@mligiance) ou directement placé sur un
salarié (prélevement individuel). Seuls les nivemesurés au niveau individuel peuvent étre

compareés aux valeurs limites d’exposition profassatle (VLEP).

L’avantage des prélévements atmosphériques esdrétérisation des sources et des pics
d’exposition. En plus de mesurer la quantité deghales HAP, il est possible de déterminer
leurs abondances relatives, de calculer des rei#d3 gazeux/HAP particulaires et les ratios
diagnostiques (ratio de deux HAP pour tenter daatariser une source d’émission). Toutefois,
ces ratios diagnostiques doivent étre utilisés grécaution car il est souvent difficile de

différencier les différentes sources d’émission. fes, ils peuvent étre altérés par des
différences de stabilité ou de réactivité, comme @emple avec certains composeés de

I'atmosphére tels que I'ozone ou les oxydes d’afR&vindra 2008, Katsoyiannis 2011].

Les analyses en composante principale (ACP) relenbyen le plus ancien et le plus utilisé
pour la caractérisation de sources. Dans le cadHéds il est conseillé de faire des ACP

différentes, une sur la phase gazeuse et une phiake particulaire [Ravindra 2008].

Les mélanges et les concentrations de HAP émisilesurimdustriel vont dépendre a la fois du
nombre et de la proximité de sources d’émissiontyge d’activité (fonction de la matiere
premiere utilisée et du procédé de fabricatiomegfexistence ou non de moyens d’aspiration
ou de filtration. Les mesures atmosphériques simist atilisées en hygiene industrielle pour
caractériser les émissions et procéder, le casagtlaéix améliorations techniques requises.

Pour cela, il existe des valeurs de référence Ml -8heures de 50mg/m3 a été définie pour
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le Nap et la Caisse Nationale d’Assurance Malagieldié une VLEP - 8 heures indicative de
150 ng/m3 pour le BaP. Ces VLEP sont en cours tié@tian par le Comité d’Expert Spécialisé

sur les VLEP de 'ANSES.

La surveillance atmosphériqgue en milieu professbnpermet donc d'identifier et de
caractériser les sources d'émission des HAP. Camnatlle ne prend pas en compte
I'efficacité des équipements de protection indialiiel (EPI) tels que les masques et ne permet

d’évaluer que la dose absorbée par voie respieatoir

V.2. Surveillance Biologique
Les avancées techniques en chimie analytique eipditante prise de conscience des
incertitudes liées a I'évaluation de I'expositiaa Vestimation de la dose externe, ont conduit
a une utilisation préférentielle de la SBE pourlésrales expositions humaines aux différents
polluants [Hays 2007]. Les composés chimiques atslenétabolites peuvent étre analysés
dans différentes matrices biologiques comme le dasgirines, les cheveux, le lait, le liquide
séminal ou d’autres échantillons biologiques. Caigroche présente I'avantage de prendre en
compte l'efficacité des EPI mais aussi toutes legrees d’exposition et toutes les voies
d’absorption. La SBE permet également d’'intégrediéérences inter-individuelles au niveau
de l'absorption et du métabolisme des substancetse @pproche est de plus en plus utilisée
par les médecins du travail et une recommandatient \d’étre publiée sous I'égide de la

Société Francaise de Médecine du Travail pouritks dans sa mise en ceuvre [SFMT 2016].
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V.2.1.Les biomarqueurs
Les indicateurs biologiques utilisés pour la SBEtsppelés biomarqueurs. En écotoxicologie,

la définition d’'un biomarqueur est la suivante [ad 1998] :

« Un biomarqueur est un changement observable et@surable au niveau moléculaire,
biochimique, cellulaire, physiologique ou comporé&al, qui révele I'exposition présente ou

passée d’'un individu & au moins une substance ghara caractere polluant. »

Cette définition s’applique trés bien dans le cadieela SBE humaine et est proche de la
définition donnée par le Conseil National de RecherAméricain. Selon ce Conseil, le but de
ces biomarqueurs est d’étudier la relation engeposition a un xénobiotique et les effets de
celui-ci sur la santé [Council 1987]. En fonctiamtémps de résidence dans I'organisme d’un
biomarqueur, ce dernier est capable de tracer xj@ssitions passées depuis plus ou moins
longtemps. C’est ainsi qu’un biomarqueur de carrhe persiste dans I'organisme de quelques
heures a 1 jour. Un biomarqueur de terme internmédpeersiste quant a lui dans I'organisme
de plusieurs jours. Et un biomarqueur de long teamee durée de persistance dans I'organisme
de I'ordre de grandeur du mois [Lin 2005].

Indépendamment de leur temps de résidence, ilkeix@s types de biomarqueurs (Figure 25) :

- Les biomarqueurs d’expositionsont des indicateurs qui permettent d’identifiar u
xénobiotiqgue ayant pénétré dans I'organisme. Lembrqueurs d’exposition peuvent
étre séparés en deux sous-groupes. D’une pard, liky mesures du xénobiotique ou de
ses métabolites dans une matrice biologique peantett’estimer la dose interne.
D’autre part il y a les adduits a ’ADN ou aux m@tes qui estiment la dose efficace,
c’est-a-dire celle ayant un effet toxique au nivdatsite d’action.

- Les biomarqueurs d’effetsont des indicateurs qui, suite a une exposipermnettent

de mesurer un effet ou une réponse de l'organi€es. biomarqueurs ne sont pas
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spécifiqgues d’'un seul composé chimique. Par exemal&-oxo-dGuourinaire est
utilisée comme un biomarqueur du stress oxydant.

- Les biomarqueurs de susceptibilitésont des indicateurs qui permettent de mettre en
evidence les différences de réponses biologiquies ks individus ou les populations,

et ce, indépendamment de I'intensité de I'expasitio

Biomarkers of susceptibility

metabolism repair

I | Biologically | Altered |

Exposure Internal dose effective function/ Disease
dose structure
Chemical/metabolite
in blood, urine, air DNA adducts
Protein (Hb) adducts in sifu/urine
Biomarkers of exnosure Biomarkers of effect

B . |

Figure 25 : Suite des événements entre I'exposition et la maladie en lien avec l'utilisation de différe  nts types
de biomarqueurs, dans le cadre de I'évaluation des risques d’aprés [Manini 2007].

En milieu professionnel, 'employeur a le devoinmtetéger la santé de ses salariés. Les salariés
ou les candidats lors d’un recrutement, ont quantaun droit de protection de leurs données
personnelles. Ainsi, le génotypage des salariéed’entreprise n’est éthiquement et
juridiguement pas acceptable. [The European GroopEthics in Science and New
Technologies 2003] et seuls les biomarqueurs d'ekpa (dose interne surtout) et les

biomarqueurs d’effet sont couramment utilisés eliremprofessionnel, [Jakubowski 2005].

Le but premier de la SBE est de pouvoir évaluexpidsition a partir des biomarqueurs.
Idéalement, les concentrations de ces dernierentagn fonction de l'intensité de I'exposition
et de maniére importante méme pour de faibles éxmus [Manini 2007]. Cependant et a coté

de lintensité de I'exposition, il existe de nomixefacteurs qui influencent les variations de

12



Chapitre 1 :
Introduction générale et présentation des objectifs

concentrations des biomarqueurs [Aylward 2014]teCedriabilité peut s’illustrer par I'étude
de la relation qui existe entre les concentratiatmosphériques d'un polluant et les
concentrations de ce méme polluant, ou de ses olié¢asbdans les milieux biologiques d’'une
population (Figure 26). Ainsi, a partir d’'une méguancentration atmosphérique, différentes
concentrations sanguines ou urinaires peuventrdégurées au sein de la population. Par
exemple, le coefficient de variation des quantdés1-OHP excrétées dans les urines de
volontaires ayant ingéré une méme quantité de pyé&ait compris entre 50 et 76% [Viau

2002b].

450
400 { A 95¢me percentiles B
350
300 -

250 - Moyenne C

200 -

(ng/L)

150

100 - N .
5¢me percentiles
50 + é E

0

Concentration dans le sang

0 50 100 150 200 250 9 2 30 3 100

Concentration atmosphérique (ng/m?3) Concentration dans le sang (ug/L)

Figure 26 : Relation entre les concentrations atmos  phériques et sanguines au sein d’'une population (A) et
la distribution des concentrations sanguines pour u ne concentration atmosphérique de 50 ng/m  3(B)
(adaptée de [Hays 2007])

V.2.2.Les sources de variabilité des concentrations mesdvqueurs
Les concentrations d'un biomarqueur peuvent vaeetre les individus (variabilité
interindividuelle) et au sein d’'un méme individwa(abilité intra-individuelle) en fonction du
temps. Lorsqu’une population est étudiée, les dgpas de variabilités (inter- et intra-) sont
reflétés. Les sources de variabilité des conceotsmtdes biomarqueurs peuvent étre
catégorisées en trois parties : La variabilitéabgslitions d’exposition, la variabilité analytique

et la variabilité biologique (Figure 27).

73



Chapitre 1 :
Introduction générale et présentation des objectifs

Inter-individual

variability
Components _4
of variability
Intra-individual
variability
-
K e T
& @ & &
&k Lo L Y'&
S =4

Sources of variability

Figure 27 : Sources de la variabilité des concentrat  ions des biomarqueurs (d’apres [Spaan 2010]).

V.2.2.1. La variabilité des conditions d’exposition

Les conditions d’exposition varient selon difféesmtlimensions qui sont I'individu, I'espace
et le temps [Loomis 2004]. Ainsi, la variabilité sdeonditions d’exposition influence la
variabilité inter- et intra-individuelle. En plugsl conditions environnementales comme le taux
d’humidité, la température, la luminosité, d’autsesirces de variation peuvent étre ajoutés au
sein de cette catégorie. La quantité absorbéeesidifférentes voies d’absorption peut varier
d’un individu a l'autre en fonction du secteur msdionnel, de son poste ou de ses activités,
mais également d’'un jour a l'autre pour un mémavidd. La fréquence et la durée des
expositions sont également variables. En effet,usi@ méme journée, il est possible d'étre
exposé a une méme quantité de polluant mais aréggeinces variées (une seule exposition

contre une multitude de petites expositions cuns)lée

V.2.2.2. La variabilité analytique
Par le passé, la variabilité des analyses étaiblsdre a la variabilité biologique du fait d’une
faible précision des analyses. Pour éviter une miaavnterprétation des résultats biologiques,
une méthode analytique doit étre reproductiblaifissmment précise. Dans le but de limiter
cette variabilité analytique, des procédures dditguaermettant de vérifier les performances

des méthodes de dosages ont été mises en placenttéle de qualité des analyses rendues,
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se fait une premiere fois au moment du développeaena méthode analytique au sein du
laboratoire, mais également est répétée au couesths afin de pouvoir détecter d’éventuelles

dérives qui nuisent a la qualité des résultats.

En France, les analyses de biologie médicale smmhises a la norme NF EN ISO 15189
[AFNOR 2012]. Son importance n’est pas des moinduesque la loi du 30 mai 2013 ratifiant
'ordonnance du 13 janvier 2010 spécifie expressgnggl’aucun laboratoire de biologie
médicale non accrédité au sens de l'article L 622+ Code de la Santé Publique ne peut
fonctionner aprés le ler novembre 2013 sans ausiifig son entrée effective dans une
démarche d’accréditation [Reifenberg 2014]. Cettene régie I'ensemble du fonctionnement
d’'un laboratoire de biologie médicale et encadted® les étapes de gestion des échantillons
du laboratoire en passant par le management enm@te rendu des résultats tout en intégrant

des procédures pré-analytiques et analytiques [ROiG].

En ce qui concerne la validation des méthodes agaégs il existe des parametres de validation
initiale. Aprés cette validation initiale, une péadtire continue de vérification des bonnes
performances de la méthode est effectuée au cauesrps, par le biais des contréles de qualité
interne (CQI). Ces CQI sont des solutions commkggide référence, qui permettent de suivre
la précision de la méthode, a I'aide de réplicateependants d’analyses. S'’il n'existe pas de
CQI dans le commerce, le laboratoire peut les predui-méme [Manini 2007]. Les CQI
permettent ainsi de vérifier la bonne reprodudtibilles analyses.
La reproductibilité se divise en deux parties :

- La répétabilité qui correspond a l'injection répétée d’'un mémeaation au cours

d'une méme série d’analyse. Cela sous-entend dueerhteur, le lot de réactif,

linstrument et I'étalonnage soient identiques.
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- La fidélité intermédiaire qui correspond a l'injection répétée d’'un mémeaétiion
pour des séries d’analyses différentes. Ici I'ofgdna le lot de réactif, I'instrument et /

ou I'étalonnage peuvent différer.

A coté des contrbles internes de qualité et loedtps existent, les laboratoires peuvent aussi
participer a des évaluations externes de la quélittQ). Les EEQ sont des campagnes
auxquelles les laboratoires participent pour tdatperformance de leurs méthodes d’analyses.
Elles consistent a analyser un échantillon standeiwbncentration inconnue (par le laboratoire
participant) et de rendre un résultat a I'organisonganisateur. Ce résultat permet alors
d’évaluer la justesse de la méthode et d’assureoraparabilité des résultats issus des autres

laboratoires ayant participé.

En plus des avancées techniques, la mise en pammsgrocédures de contrdle qualité a permis
d’améliorer significativement la précision des nresu Ces progres ont ainsi conduit a faire
diminuer la variabilité des analyses, laquelle asjourd’hui inférieure a la variabilité

biologique [Jakubowski 2005].

Pour les HAP, il existe des CQI et des EEQ pourdesages urinaires du 1-OHP et des

métabolites monohydroxylés du Nap.

V.2.2.3. La variabilité biologique
Alors que la variabilité analytique peut étre cotge par les procédures de contréle de qualite,
les différences inter-individuelles en termes dapson, de biotransformation, de mécanisme
d’action, de susceptibilitt de dommage et de cépate réparation peuvent aboutir a des
relations dose-réponse différentes selon les iddszi En outre et pour ces mémes variables, il

existe également des différences intra-individselle

Les facteurs influencant la variabilité biologiqoeuvent étre divisés en trois catégories : Les
variations dues au moment de prélévement par rapdtxposition, les variations dues aux
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caractéristiques physiologiques de la matrice iglee utilisée (sang, urine...) et les variations

dues aux différences de toxicocinétique du xéndajiet

V.2.2.3.1. Moment de prélévement

Dans le cadre de la SBE, les prélevements sonisé8ah un moment spécifique. C’est la
concentration du prélevement collecté a un instagtii va servir a évaluer I'exposition de
lindividu. Il est nécessaire de prendre en cormsitién les variations temporelles des
concentrations en biomargueurs dans la matriceaqnti dues a la toxicocinétique du polluant

(absorption, distribution, métabolisation et éliation).

La Figure 28 représente la cinétique d’éliminatiarinaire d’'un biomarqueur. Aprés
'exposition, deux prélevements sont réalisés a mesents différents (prélevement A et
prélevement B). Les interprétations quant a I'expms seront completement différentes en
fonction du moment de prélévement. En effet, laceotration du prélevement A correspond
au maximum d’excrétion et permettra de concluragéexposition significative par rapport au
niveau de base. La concentration du prélevemerst Buant a lui similaire a ce méme niveau
de base et ne permettra donc pas de conclure demngertinente en ce qui concerne la
derniere exposition. Cette difféerence illustre paeiment la nécessité de connaitre avec

précision le moment de la derniére exposition ébxécocinétique du polluant d’intérét.
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Figure 28 : Concentration urinaire d’un biomarqueur en fonction du temps aprés une seule exposition

(exposure event). Sample A et Sample B correspondent  a deux prélévements urinaires réalisés a des temps
différents (d’apres [Aylward 2014]).

En milieu professionnel, les expositions sont @iusnoins caractérisées (activités polluantes,
fréequence de I'exposition, durée de I'expositioréealuation de la dose externe). Ainsi, en
ayant une approximation du moment de la derniépesion il est possible de déterminer les
moments de prélevement. Toutefois, d’un point depragmatique, il est important de prendre
en considération les contraintes de terrain loi&tlboration des campagnes de prélevements.
En général, pour les biomarqueurs de court teregeptélevements sont effectués en début
ou/et en fin de poste car ce sont les préleventesdus faciles a étre collectés par les Services

de Santé au Travail [SFMT 2016].

Pour la SBE environnementale, il est plus difficile connaitre le moment de la derniere
exposition. La détermination du moment optimal délgvement est par conséquent plus

difficile a définir.

En plus du délai qui sépare le pic d’excrétion al@érniere exposition, il est nécessaire de
connaitre la fréquence de I'exposition et le tendpsdemi-vie (Figure 29). Ce dernier

correspond au temps nécessaire pour que la coatientmitiale soit divisée par 2. Dans les
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urines, cette concentration initiale utilisée plaucalcul de la demi-vie d’élimination urinaire

correspond a la concentration maximale observéeament du pic d’excrétion.

La relation entre la derniere exposition et le terdp demi-vie d’élimination, influence la
variabilité inter- et intra-individuelle [Aylward@®2]. Lorsque la demi-vie d’élimination est
inférieure a la moitié de l'intervalle de tempsy#iabilité des concentrations prédites a partir
de prélévements effectués de maniere aléatoirelddemps, est davantage due a la cinétique

d’élimination qu’a I'intensité de I'exposition (desbsorbée) [Aylward 2014].

10 +

1 s HL/T
—2
1
0.1 4 — 05
—0.25
— 0,125
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0.001 T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Exposure Interval, T
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Figure 29 : Simulation de la concentration d’'un biom arqueur en fonction du temps pour des expositions

répétées a des intervalles de temps réguliers ( T) pour des ratios demi-vie /T (HL/ T) différents (d’aprés
[Aylward 2012]).

En milieu professionnel, il est possible d’anticipe type de variabilité. L'intervalle de temps
entre les expositions est connu et correspond anasua I'intervalle entre 2 périodes de travail.
Si les expositions sont constantes, la connaissa@seemi-vies d’excrétion urinaire permet
de prédire le comportement des niveaux urinairescawrs de la semaine de travall
(accumulation, constant, erratique). Par exempalies ¢th Figure 29, un ratio Hi/de 2 pourrait
illustrer une tendance a I'accumulation. La corseise de cette demi-vie, en lien avec les

expositions précédentes, permet d’affiner de manié@n négligeable les stratégies mises en
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place lors des campagnes de prélevements. Simegmivations s’accumulent tout au long de

la semaine, le prélevement sera alors réalisénatefposte du dernier jour de travalil.

Au niveau de la SBE environnementale, la variabliéde a la demi-vie par rapport a I'intervalle
de temps entre les expositions est difficilementi@able, surtout pour les biomarqueurs ayant
une demi-vie courte. Dans ce cas, un seul préleneniest donc pas suffisant pour évaluer
'exposition puisque trop soumis a la variabilitétra-individuelle liée a la cinétique
d’élimination. Pour plus de précisions, il est dodcessaire d’effectuer plusieurs mesures sur

une plus longue période [Aylward 2014].

V.2.2.3.2. Matrice biologiqgue

Différentes matrices biologiques sont utiliséesrpatectuer des études de SBE. Les matrices
retenues pour la SBE des populations généraledes@aing et 'urine [Health Canada 2015,

NHANES 2015].

Le sang a I'avantage d’étre en contact avec tausidsus. De ce fait, il permet d’estimer au
mieux la concentration des polluants au niveau algmnes cibles [Aylward 2014]. En
revanche, les prélevements de sang ont le désgead®@ire invasifs et donc plus difficile a

obtenir de la part des participants, surtout loesgels mesures répétées sont requises.

L'urine est quant a elle un prélevement non invasionc facile a obtenir. Elle est la matrice
biologique la plus utilisée pour la SBE aux pollisachimiques surtout en ce qui concerne les

substances ayant de courtes demi-vies [Smolde®].200

Les travaux de thése présentés dans ce manusdéahinétat que de prélevements urinaires.
Par conséquent, seule la variabilité des concemisatdes biomarqueurs urinaires sera ici

présentée.
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Le débit urinaire (aussi appelé diurése) peut faarger les concentrations des biomarqueurs. Il
correspond au volume d’urine produit par unité dmgs et varie en fonction du statut
d’hydratation de chaque individu mais aussi, an séin méme individu. En effet, le débit
urinaire varie de maniére importante selon lesgouais aussi au sein d’'une méme journée
[Aylward 2014]. De plus, il varie en fonction deédje et du sexe de l'individu [van Haarst

2004]. Ainsi, la diurese affecte a la fois la vhii#é inter- et intra-individuelle.

Outre le débit urinaire, les concentrations uriesol’un biomarqueur peuvent varier en fonction
du temps qui existe entre le prélevement et le nmbatela derniere miction. En effet, la vessie
joue le rdle de réservoir et de ce fait moyenntailx d’excrétion du biomarqueur dans les
urines. La concentration observée dans une mictiorespondra donc a la moyenne du taux

d’excrétion du rein sur la période de temps emsedeux derniéres mictions [Aylward 2014].

Par ailleurs, d’autres parametres peuvent influelaceoncentration urinaire des biomarqueurs
comme certaines caractéristiques physiques tellesI'dice de masse corporelle (IMC),

lequel est négativement corrélé au débit urinaire.

Enfin, la stratégie de prélévement peut égalemeair ain impact sur les concentrations
urinaires d’un biomarqueur. Par exemple, le débitaire de la premiere urine du matin est

particulier et differe de ceux du reste de la j@ean

Idéalement, il est souhaitable que la récupérat@murines se fasse sur 24h surtout pour les
biomarqueurs ayant un temps de demi-vie court. Paint de vue logistique de terrain, cette
stratégie est difficilement réalisable, c’est paunigla premiére urine du matin est souvent
préférée dans les études. Ce prélévement a endplus avantages, il est trés concentré et
représente une fenétre d’accumulation plus lar§aédiglement supérieur a 8h). Cependant, il
n'est pas toujours adapté selon la cinétique digkton urinaire [Barr 2005] et n’est pas

adapté a une surveillance de routine en milieugsbnnel.
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Pour le cas des HAP, il a été montré que la réatipérdes urines sur 24h était le mode de
prélevement a privilégier puisqu’il présentait leins de variabilité intra-individuelle due a la
diurese. Si une telle stratégie n’est realisabkedpns le cadre d’'une étude spécifique, il est en
général conseillé de collecter les premiéres umiiematin ou celles de début et de fin de poste
par rapport a un échantillonnage aléatoire. Leébamt de limiter au maximum la variabilité

intra-individuelle, et ainsi diminuer le nombre mesure a effectuer [Li 2010b].

Pour pallier cette variabilité des concentration® @ la fluctuation du débit urinaire, les
concentrations mesurées dans les urines sont@estiour ajuster les concentrations urinaires
en fonction de cette diurése, il faut adapter led@s de correction en fonction des mécanismes
d’excrétion rénale du biomarqueur. L'ajustementad®xentrations urinaires en fonction de la
diurése peut se faire avec la créatinine urinairaaensité urinaire spécifique (SG) [Smolders
2009]. La correction de la diurése pour I'évaloatide I'exposition reste aujourd’hui un

challenge [Weaver 2016].

a. Différents mécanismes d’excrétion des xénobiotiques
Les xénobiotiques sont éliminés dans les urinedreia mécanismes d’excrétion rénale qui

sont : la filtration, la sécrétion active et lafdgion passive [Boeniger 1993].

La filtration correspond au passage des petitd@&®icontenus dans le plasma vers la capsule
de Bowman en traversant la membrane glomérulaiégega I'augmentation de la pression
oncotique au niveau du glomeérule. Certains composepeuvent pas étre filtrés par le

glomérule car la membrane de ce dernier est chraggativement.

Pour étre éliminés les composés qui ne sont padsfiiu niveau du glomérule sont éliminés
par une sécrétion active qui se fait au niveauuthe tproximal. Elle consiste a transporter
activement (contre un gradient électrochimique) ahedécules contenues dans le plasma a

l'intérieur des cellules du tube proximal qui emsues secréteront dans la lumiere du tube
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proximal. Ainsi, les composés organiques glucuramo-sulfo-conjugués sont généralement
eliminés par sécrétion active. Les taux d’élimioatdes xénobiotiques excrétés par sécrétion
active sont indépendants du débit urinaire. Enrrelre, la concentration urinaire mesureée varie
de maniére inversement-proportionnelle au volunogik. Ainsi, le débit urinaire n’influence

pas la masse excrétée du biomarqueur en fonctid@ndps mais sa concentration (Figure 30).

Les molécules capables de passer a travers les naeesbbiologiques sont éliminées par
diffusion passive. En fonction du gradient de comiGdion, ces composés peuvent passer dans
la lumiére du tube ou étre réabsorbés. La vite&seiition des biomarqueurs éliminés par
diffusion passive est directement liée a la diurésainsi, de la quantité de fluide qui passe du
rein & la vessie. A titre d’exemple, les solvaets fue I'acétone ou le méthanol sont éliminés

par diffusion passive.

Les mécanismes d’excrétion rénale sont différezitsndes biomarqueurs. L'influence du débit
urinaire sur les concentrations mesurees est diresit liée a ces mécanismes (Figure 30). La
diurese étant une composante importante de labilitéales concentrations urinaires mesurées,
il est nécessaire de la prendre en compte. Cettéede doit étre corrigée de maniere adaptée,
en fonction des mécanismes d’élimination. Seulesdmcentrations de composés excrétes par
diffusion passive n'‘ont pas besoin d’étre ajustém d¢eurs concentrations varient

indépendamment de la diurése.
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Figure 30 : Relation entre la vitesse d’élimination ou la concentration urinaire des métabolites et le débit
urinaire. En bleu : Un métabolite excrété par filtra  tion glomérulaire ; En rouge : Un métabolite excrété par
sécrétion active ; En noir : Un métabolite excrété p  ar diffusion passive.
(Adaptée de [Boeniger 1993]).

b. La créatinine
La créatinine est un composé endogéne issu degtadiion de la créatine. Elle est éliminée
de maniere relativement constante dans les urldest pour cela qu’elle est utilisée pour
prendre en compte la diurése dans [linterprétatdms concentrations urinaires des
biomarqueurs. Les concentrations du biomarqueurdvisées par les concentrations urinaires

de créatinine et sont donc exprimées en mol/maréatinine.

Différents facteurs influencent I'excrétion de l&atinine comme la consommation de viande

rouge ou un entrainement physique constant qui gggugngendrer une augmentation des
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concentrations urinaires excrétés. En revancheaatigté physique intense peut les réduire.
L’excrétion de la créatinine suit également un eycircadien avec une élimination plus

importante le matin que I'aprés-midi [Truchon 2Q14]

Les mécanismes rénaux d’excrétion de la créatimet snajoritairement la filtration
glomérulaire (~80%) et la sécrétion active maigrt@portion excrétée par sécrétion active peut

étre tres variable selon les individus [Heavner&200

Dans le cadre de la SBE en milieu professionneEf®BI'Organisation Mondial de la Santé
(OMS) a défini des valeurs de créatinine pour aéiteer la validité des échantillons récoltés.
Ainsi, les échantillons ayant une créatinine quisegérieure a 3 g/L sont écartés car cette
valeur indique un état de déshydratation qui peufupber les mécanismes d’excrétion rénale
et engendrer une réabsorption du biomarqueur. baerdration mesurée ne reflete donc pas
'exposition. A linverse, les échantillons ayanheu créatinine inférieure a 0,3 g/L sont
considérés comme trop dilués. Une urine trop dilpéat abaisser les concentrations du
biomarqueur en dessous de la LQ et géner linteapod quant a I'exposition de l'individu
[WHO 1996]. Cependant, la sensibilité des méthoaleslytiques permet de détecter des
concentrations de 1-OHP pour des urines diluéast ayee créatinine inférieure a 0,3 g/L [Viau

2004]. Toutefois, le lien avec I'exposition n’a paé veérifié pour ces échantillons.

c. La densité urinaire spécifique
La SG peut étre définie comme « le rapport du pdida volume donné d’'urine sur le poids
d’'un méme volume d’eau pure, pour une méme temp@at[Truchon 2014]. Comme la SG
augmente avec la concentration de solutés dissmierau dans l'urine, cette derniére a été
proposée pour prendre en compte la diurése sa&qudtion suivante [Levine 1945] :

C X(SGrep — 1)
(SG — 1)

Csg(mol/L) =
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ou C est la concentration urinaire non corrigéebthmarqueur (mol/L), SG la densité

spécifique urinaire du méme échantillon et&s@ densité spécifique de référence.

Le choix de la densité spécifique de référence@siprise entre 1,016 et 1,024 [Levine 1945,
Lee 1996, Heavner 2006]. La valeur de référenca,d20 est utilisée dans plusieurs études
[Goldberger 1995, Vij 1998] mais il a recemment i@éommandé d’utiliser la moyenne des

SG des échantillons de la population suivie [TrucB014].

Comme pour la créatinine, des valeurs ont été @sfipour éviter linterprétation de
concentrations de biomarqueur mesurées dans aes trop diluées ou trop concentrées. Seuls
les échantillons ayant une SG comprise entre 16010030 peuvent étre interprétés [WHO

1996].

La justesse de la correction par la SG peut varidonction de la taille ou la masse moléculaire
des solutés présents (protéine ou glucose). Aansidsure de la SG peut étre perturbée en cas

de pathologie au niveau du rein ou de diabéte §licoéhon 2014].

d. Quel mode de correction pour les HAP ?
Le mode de correction dépend des mécanismes réfexorétion. En effet, la correction a la
créatinine est recommandée uniquement pour les @edspsuivant les mémes mécanismes
d’excrétion que la créatinine, soit une éliminatieffiectuée majoritairement par filtration
glomérulaire sans réabsorption [Boeniger 1993].rPesicomposés éliminés essentiellement
par sécrétion active ou ceux qui sont réabsorbéieection a la SG est recommandée
[Truchon 2014]. Lorsque les mécanismes d’excrésont inconnus, il a récemment été
recommandé de privilégier la SG car elle est maodteuse et moins influencée par les

caractéristiques des individus [Sauvé 2015].

En effet, la SG est moins influencée par I'agesedee, I'ethnicité et la masse musculaire que la
créatinine et ainsi, impacte moins la variabiliderindividuelle. Les moyens de correction
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influencent aussi la variabilité intra-individuell®es études portant sur I'excrétion de la
créatinine sur une période de 24h ont estimé ufficeat de variation intra-individuelle
compris entre 5 et 24% et un coefficient de vasrainterindividuelle compris entre 3 et 30%

[Truchon 2014].

Les métabolites urinaires des HAP ont un certadfilpa’excrétion au cours de la journée en
cas d’expositions environnementales. C’est ainsi l@s concentrations les plus élevées sont
retrouvées en début et fin de journée par rapporicancentrations de milieu de journée. Or,
les moyens de correction des concentrations uesgiar rapport a la diurese permettent
d’effacer ou de réduire ce profil d’excrétion. Caadique que les fluctuations observées avant
ajustement des concentrations sont majoritairerdaat aux fluctuations de la diurése [Li

20100].

Pour les biomarqueurs urinaires d’exposition auXPH& créatinine est classiquement utilisée
pour les métabolites urinaires et la SG n’a jangés utilisée. La créatinine s’est révélée
pertinente pour la normalisation des concentratioimgires du 1-OHP [Viau 2004]. De plus,
I'utilisation de la créatinine urinaire comme vél@ indépendante est systématiquement
significative pour les métabolites monohydroxylés AHAP gazeux [Sobus 2009a, Sobus
2009b, Sobus 2010, Smith 2012, Rodrigues 2014].alMaurs, les concentrations des HAP
gazeux urinaires (non métabolisés) sont égalem#aencées par la créatinine alors qu'ils sont
eliminés par diffusion passive. Ainsi, les concatitms urinaires de Nap et de Phe ne devraient

pas étre dépendantes du débit urinaire [Sobus 2009b

V.2.2.3.3. Variabilité des parameétres toxicocinétiques

Toutes les étapes faisant partie de la toxicogjnétia savoir I'absorption, la distribution, la
métabolisation puis I'élimination influencent lesncentrations d’un biomarqueur. Celles-ci
sont soumises a des variations entre les differeamiévidus du fait des paramétres

physiologiques de chacun. Par exemple, le polymsenpd génétique affecte le métabolisme et
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certaines caractéristiques telles I'age, le poids, la masse graisseuse font varier
considérablement le volume de distribution entse déférents individus. Les mécanismes
d’excrétion au niveau des reins ont également tfiweité variable en fonction des individus

[Aylward 2014].

D’autres facteurs influencent la toxicocinétique :

- Linduction des enzymes de biotransformation (vidir3.5) suite aux expositions
précédentes ou a l'exposition aux mélanges (voir3)lVpeuvent modifier le
métabolisme.

- Les difféerents aliments ingérés par lindividu peov également moduler le
meétabolisme et notamment celui des HAP ingéréslténant les niveaux d’enzymes
de phase Il [Ramesh 2004].

- Les difféerentes voies d’absorption peuvent ellessauaffecter les demi-vies

d’élimination urinaire [Payan 2008].

Ces parametres impactent directement les demieg@isnination urinaire, lesquelles peuvent
alors varier d’'un individu a l'autre mais égalemantsein d’'un méme individu. Or, il a été
montré limportance des parametres toxicocinétiquesr élaborer des stratégies de
prelévements (voir V.2.2.3.1). Par conséquent et pouvoir réaliser une évaluation pertinente
de I'exposition, il est absolument nécessaire di€tuau préalable la variabilité des demi-vies
d’élimination du biomarqueur utilisé. En fonctioe th stratégie adoptée pour I'étude, il est
possible que la variabilité intra-individuelle déemi-vies soit négligeable par rapport a la

variabilité inter-individuelle [Spaan 2010].

V.2.3.Etudier la variabilité inter- et intra-individuelle
Pour interpréter les niveaux de concentration d@sdrqueurs et pouvoir relier une exposition

a un effet sur la santé, il est indispensable @émdre en compte les différentes sources de
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variabilités détaillées ci-dessus. Cependant,tidégcile de quantifier I'effet de ces sources
sans mesurer dans le temps les concentrationso@omarqueur. Les études longitudinales qui
correspondent a répéter des mesures chez un méiwaun permettent de différencier la
variabilité inter- de la variabilité intra-indiviélle. Dans le cadre de la SBE, I'estimation
respective de ces deux composantes de la variarfoene de l'importance des difféerents
éléments pouvant impacter la variabilité des cotmagons (comme la toxicocinétique) [Sobus

2011].

La Figure 31 illustre comment les composantes datance jouent un rble dans la qualité
d’interprétation des concentrations d'un biomarqueQhaque exemple représente une
régression de la dose estimée a partir de contiensassues de stratégies de prélevement
différentes. L'exemple 1 correspond a des prélevesnaéalisés de maniere aléatoire.
L'exemple 2 correspond a des prélevements réahsésm moment précis de la journée
(identique pour tous les individus). L'exemple 3respond a la moyenne de 3 échantillons
aléatoire. Lorsque la variabilité provient essdigtieent de la variabilité interindividuelle, la
stratégie de prélevement a peu d'impact (pentda deite de régression et R2 similaires pour
les 3 exemples). Ainsi la dose peut étre estimémaeiere précise indépendamment de la
stratégie de prélevement. En revanche, lorsqual@hilité provient essentiellement de la
variabilité intra-individuelle, la stratégie de [@ndement a un fort impact (pentes de la droite de
régression et Rz différents pour les 3 exempleahdxe cas-la, il est important de réaliser des

mesures répétées pour pouvoir estimer précisémeiuse [Sobus 2011].
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Figure 31 : Impact de la stratégie de prélevement s ur I'estimation de la dose a partir des concentrati ons
d’'un biomarqueur dans deux cas distincts. A: la va riabilité interindividuelle est large et que lintr a-
individuelle est faible. B : la variabilité interin dividuelle est faible et que I'intra-individuelle e stlarge (d'aprés
[Sobus 2011])).
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V.2.3.1. Le coefficient de corrélation intra-classe
Le coefficient de corrélation intra-classe (ICC} ksratio de la variance interindividuelle
divisée par la variance totale (somme de la vaeamier- et intra-individuelle). L'ICC mesure
la reproductibilité des mesures répétées au seimétue sujet. Ainsi, un ICC inférieur a 0,4
indique une variabilité provenant majoritairemestld variance intra-individuelle, soit une
mauvaise reproductibilité des mesures répétéesCOrcompris entre 0,4 et 0,75 indique une
bonne reproductibilité et un ICC supérieur a 0,i@8ique une excellente reproductibilité

[Rosner 2011].

Pour un biomarqueur ayant une demi-vie longue (hroguoreur de long terme), la valeur de
'ICC sera proche de 1 et les mesures répétéesone pas pertinente. Dans le cas de
biomarqueurs de court terme, I'ICC est difficilerhgmédictible. Lors des grandes études
d’exposition en population générale comme le Natiddealth and Nutrition Examination
Survey (NHANES), des milliers de personnes sonutés a chaque cycle. Ne recruter qu’une
centaine d’individus avec 3 prélévement ou plusqnedtrait de calculer I'lCC et de définir les
composantes de la variance. Ainsi, il est posslbléiscerner les composantes de la variance

et d’affiner les distributions de concentrationssain de la population [Pleil 2013].

V.2.3.2. Les modeéles a effets mixtes
Pour mesurer la variance inter- et intra-individielell faut utiliser des méthodes statistiques
capables de discerner les composantes de la vareuec des données dépendantes (corrélé
entre elles). Pour estimer uniquement les compesaie la variance, sans intégrer d’autres

variables explicatives, un modele a effet aléatesteutilise.

Dans le cas de la surveillance de l'exposition,stc’@individu (pour lequel plusieurs

prélevements ont été réalisés) qui sera défini ceraffet aléatoire. Ainsi, en plus de I'erreur
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du modeéele (équivalent a la variance intra-indivitk)e la variance correspondant a

I'hétérogénéité des réponses selon les individissesgimeée (variance interindividuelle).

Ce type de modéele a été utilisé pour comparerdegosantes de la variance de prélevements
atmosphériques a celles de prélevements biologiduéside a permis de montrer un effet
lissant des prélévements biologiques avec une dimimde la variabilité intra-individuelle par
rapport aux préléevements atmosphériques. Néanmoenphénomeéne a surtout été observeé
pour les biomarqueurs de long terme ou la toxicajue a un impact moins important sur la

variabilité biologique [Symanski 2007].

V.2.3.2.1. Modele linéaire a effet mixte

Un modele linéaire a effet mixte est une généradisades modeles linéaires. Ainsi, une
variable dépendante (variable a expliquer) estcass@ des variables indépendantes (variables
explicatives quantitatives ou qualitatives). Daneds des effets mixtes, le modele va comporter
un ou plusieurs effets aléatoires et des effetsfiComme décrit ci-dessus, un effet aléatoire
intervient sur la variance du modeéle tandis quifetdixe intervient sur la moyenne du modele

[Wikistat 2016].

Dans le cas des études longitudinales, les diffésemesures effectuées chez un méme individu
sont corrélées entre elles. Il existe plusieurgedyde dépendance des mesures répétées qui
conduisent a choisir une structure de covarianc&letion adaptée pour bien intégrer cette
dépendance au modéle [Peretz 2002]. Il est posdibleonsidérer que les mesures répétées
chez un méme individu sont indépendantes (structimdépendance). Cette structure n’étant
pas réaliste elle présente peu d’intérét [Wiki€t6]. D’'une maniére générale deux structures
sont souvent testées avant d’étre choisit pour odéfe. Ces derniéres sont détaillées ci-

dessous :
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- La structure symétrie composéeest souvent utilisée malgreé le fait qu’elle ne pais
tres réaliste en pratique [Wikistat 2016]. Cepemndaatte structure est intéressante
parce qu’elle assume que chaque individu est intkpe des autres et que la
corrélation entre deux mesures, chez un méme thaia un coefficient de corrélation
correspondant a I'lCC (voir V.2.3.1) [Lin 2005].

- La structure autorégressive d’'ordre 1permet de considérer que le coefficient de
corrélation, entre les mesures répétées (chez nmenm@ividu), dépend de l'intervalle
de temps qui les sépare. Cette structure est ge@mopour les études longitudinales qui
comportent plus de 5 individus avec plus de 5 nesstépétées et un délai entre deux
prélevements inférieurs a la demi-vie du biomarquétudié [Symanski 2002].
Attention cependant, a adapter le calcul de I'ICa@ differe de celui indiqué

préecédemment (voir V.2.3.1) [Symanski 2007].

Les modéles linéaires a effets mixtes permettermeditifier les facteurs influencant les
différentes composantes de la variance. Pour itaritimpact des facteurs, il faut, en premier
lieu, faire un modele aléatoire comportant uniquemene variable aléatoire (souvent la
variable individu). Ce modéle permet d’obtenir Eignce des données qui est, bien entendu,
divisé en deux composantes (variance inter- ed-imdividuelle). En second lieu, des effets
fixes vont étre ajoutés. Ceux-ci vont expliquerpartie, la variance des données et, en fonction
de leur nature, ils peuvent avoir un effet plusnooins important sur I'une ou l'autre des
composantes de la variance. Ensuite, il sera desdécalculer le pourcentage de variance

expliquée par les effets fixes [Burstyn 2000].

Cette méthodologie a été utilisée dans différe@tedes dans le but d’expliquer la variabilité
des concentrations atmosphériques et des biomasjyé&geghy 2005], notamment de
biomarqueurs urinaires pour des polluants comm&ylene [Symanski 2001] ou les HAP

[Sobus 2010, Smith 2012, Rodrigues 2014]. Par cpresd, il est possible de mesurer 'impact
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du moment de prélevement ou des concentrationsoemémentales (par des mesures de la
dose externe) sur la variabilité des concentratinsiomarqueur. A titre d’exemple, pour des

urines prélevées en fin de poste (de travail),Osedexterne (atmosphérique et cutanée) et la
diurese permettent d’expliquer 66% de la variabitie la somme des concentrations urinaires

des métabolites monohydroxylés du Phe [Sobus 2009a]

V.2.3.2.2. Modeéle non linéaire a effet mixte

Les modéles non linéaires a effets mixtes ressemnkle de nombreux points aux modeéles
linéaires a effets mixtes. A partir de données tégmdans un méme groupe, I'objectif est de
décrire une variable dépendante a partir de vasaibldépendantes en intégrant la corrélation
des données au sein d'un méme groupe grace & kddiatoire. Une des différences majeures

est la nécessité de définir des valeurs de départlps coefficients [Pinheiro 2000].

Dans le cadre de la SBE, les modeles non linéaireféets mixtes peuvent étre utilisés pour
étudier la cinétique d’élimination urinaire desrbarqueurs tout en estimant la variabilité des
parametres estimés au sein des populations. Apreinlde I'exposition, la cinétique

d’élimination d’ordre 1 (mono-exponentielle) estusent utilisée pour le suivi des

concentrations sanguines dans le temps. Le passalggarithme des concentrations permet
de faire une régression linéaire. Toutefois, ceti&thode, qui est aussi utilisée pour les
concentrations urinaires, n'est pas adaptée paupdduants environnementaux comme les
HAP. En effet, cette méthode engendre un biais tg@ani’estimation des parametres

toxicocinétiques comme la demi-vie d’éliminatiom elle ne prend pas en compte I'élimination
continue du biomarqueur due a I'exposition constanix polluants de ce type. La prise en

compte de ces niveaux de base nécessite 'utdisae modele non linéaire [Bartell 2012].

Ce type de modele a été utilisé pour modéliseni@ation de métabolites monohydroxylés de
HAP aprés consommation de poulet grillé au barhdaegdemi-vies ont été calculées avec ou

sans prise en compte des niveaux de base (duexpasgitons environnementales aux HAP).
94



Chapitre 1 :
Introduction générale et présentation des objectifs

Lorsque les niveaux de base ne sont pas intégr@sdele, les demi-vies estimées augmentent,
en fonction des métabolites, de 18% a 147 [Li 2Q1Rk plus, ces auteurs ont opté pour un
modele non linéaire a effet mixte pour permettre analyse simultanée de I'ensemble des
données. Une seconde étude utilisant le méme madété utilisé pour étudier la cinétique

d’élimination de métabolites monohydroxylés de H&#tes consommation de saumon fume

[Motorykin 2015].

Cette analyse simultanée permet d’obtenir une asittm plus précise des parametres plutot
gue de déterminer une demi-vie par individu etaliefla moyenne de ces demi-vies. En effet,
calculer une demi-vie par individu pour ensuitedda moyenne du groupe engendre une
surestimation de la variabilité (de la demi-vieg ghénomene est appelé paradoxe de Stein

[Efron 1977].
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VI. La surveillance biologique de I'exposition aux HAP

Les HAP pouvant étre absorbées par voie respieatoirtanée et digestive, I'évaluation de
I'exposition par la dose externe est moins pertiepie celle par dose interne (SBE). La SBE
aux HAP se fait essentiellement avec des biomargugexposition (dose efficace et dose

interne) mais il existe aussi quelques biomarquéiefet.

VI.1. Biomarqueurs de dose efficace
Parmi les biomarqueurs d’exposition, des biomartgiele dose efficace ont été développés

comme les adduits a ’ADN ou aux protéines.

VI.1.1. Adduits a I'ADN
Différentes méthodes existent pour le dosage desitsca I'ADN tel que le marquage &P,
les méthodes immunologiques, la spectroscopie @reficence synchronisée (SFS) et la

chromatographie liquide a haute pression (HPLC)ggker 1997a].

Le post-marquage de I'ADN aP est une méthode extrémement sensible avec uite dm
quantification (LQ) pouvant atteindre 1 adduit p@0t° nucléotides (soit 1 adduit par génome)
mais elle ne permet pas d’identifier la structurensque de I'adduit [Pfohl-Leszkowicz 1995].
Le manque de spécificité de cette méthode indurhmbrtantes variations de la quantité
d’adduit mesurée dans les populations étudiéessiAlrest parfois difficile de distinguer les
concentrations mesurées en population généraleogérp a de faibles concentrations
atmosphériques de HAP) de celles d’'une populatimfepsionnellement exposée (fortes
concentrations atmosphériques de HAP) [Angerer 4P9En revanche, ce manque de
spécificité pourrait permettre d’évaluer I'expasitiaux meélanges complexes contenant des

génotoxiques connu ou inconnu [Jones 2012].

Les méthodes immunologiques utilisent un test ELIpAIS précisément Enzyme Linked

ImmunoSorbent Assay) contenant des anticorps sgéeff des adduits aux HAP fixés dans
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une phase solide. Les adduits sont déposés simanitmt avec une enzyme qui entre en
compétition pour se lier aux anticorps. Le substealfenzyme est ensuite ajouté pour produire
un composeé coloré qui permet de quantifier la gtéadtadduit. Le substrat peut également
étre radio marqué (test USERIA) ou marqué avecanthlnide (test DELFIA ou TRFIA).
Comme pour la méthode du post-marquage de '’ADN?By ces tests sont des techniques
sensibles avec des LQ comprises entre 0.1 to litaguhur 18 nucléotides ce qui permet de
détecter les adduits dans les cellules ou lesstigzatt 2011]. Cependant les anticorps utilisés
ne sont pas spécifiques d’'un seul type d’adduioyBr 2012]. Par exemple, les anticorps anti
ADN-BPDE peuvent se lier a d’autres adduits ADN-HA®MNsI, les tests immunologiques

permettent de mesurer les adduits de plusieurs ¢tARanque de spécificité.

La SFS consiste a enregistrer simultanément letrgpelexcitation et d’émission d’'une

molécule ce qui permet d’améliorer la spécificittde diminuer les interférences. Cette
technique est notamment utilisée pour doser les H#&® les aliments [Li 2012a]. Dans le cas
du dosage des adduits ADN-HAP, la méthode n’estapasz spécifique malgré une LQ de 1

adduit pour 1®nucléotides [Angerer 1997a].

Les méthodes HPLC utilisées pour le dosage destad®IDN-HAP peuvent étre couplées a de
la détection par fluorimétrie (HPLC-FLD) [Alexandrdl992], a de la SFS ou a de la
spectrométrie masse en mode tandem (HPLC-MSMSafi8e2005, Tarantini 2009]. Il existe
également des méthodes en chromatographie gazeugee a de la spectrométrie de masse
(GC-MS) [Boysen 2003]. Ces techniques analytiqeesrg détaillées ci-dessous (Chapitre 1
:1.1.1.1). Aprés hydrolyse acide des adduits ADNDBEPdans des leucocytes, les difféerents
diastéréoisomeres de Tetraol-BaP sont séparer attifier. Indépendamment du mode de
détection, ces méthodes permettent de détecterddiests ADN-BPDE avec une LQ comprise
entre 0,5 et 2 adduits pourlfucléotides. Cette sensibilité a été suffisante pomparer des

travailleurs de cokerie a une population généraeoyenne d’adduit ADN-BPDE
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respectivement de 15,7 et 2 adduits podml@léotides) [Rojas 1995] mais aussi pour détecter

des adduits en population générale [Grova 2014].

La méthode la plus sensible et la plus spécifique plétecter les adduits est la spectrométrie
de masse par accélérateur (SMA). Cette derniéragiate détecter 1 adduit ADN-BPDE pour
10'2 nucléotides [Goldman 2000]. En revanche, le coifidrtant de synthése des composés
radiomarqués d'intérét et la rareté de ce typeptiegil dans les laboratoires sont les principaux
désavantages de cette méthode [Brown 2012]. Paéqaent, la SMA est une technique

difficilement utilisable pour de la SBE.

Les différentes techniques énumeérées ci-dessueredd chacune, des avantages et de

inconvénients qui sont résumés dans le Tableau 4.

Tableau 4 : Comparaison des méthodes quantitatives utilisées pour la détection des adduits a I'ADN
(adaptée a partir de [Brown 2012])

Méthode Sensibilité Quantité Avantages Limites
maximale  d’ADN requise
(adduits/nucl (1g)
éotides)
post- ~1/10¢ 1-10 Sensibilité et possibilité de  Fort niveau de
marquage de screning radioactivité et manque de
I'ADN au 3P spécificité (pas

d’informations
structurelles

Test ~1/10¢ 1-200 Spécificité et localisation des Besoin d’anticorps et

immunologiq adduits réactivité croisée

ue

SFS ~1/16° 100° Plus spécifique que la Uniquement pour adduits

fluorimétrie standard fluorescent et purification

échantillon nécessaire

HPLC-FLD ~1/18 1-100 Simplicité Uniquement pour adduits
fluorescent et besoin de
standard

Spectrométrie ~1/1C¢ 10-100 Plus grande spécificité et Besoin de standard

de masse informations structurelles

SMA ~1/10° 1-2000 Meilleur sensibilité et Besoin de composé

spécificité des radiomarqués contenant‘C/=H, rareté
de l'appareillage et codt

a: [Pratt 2011]
b: [Weston 1991]
¢ [Li 2012a]
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Au total, les dosages des adduits effectués a partnéthodes séparatives (chromatographie),
ont permis de détecter des adduits dans 40% ddgsasasur les 705 répertoriées. Le
pourcentage de détection est de 34% sur les 17Tysasa pour les expositions
environnementales et de 39% sur les 224 analysaslg® expositions professionnelles. Par
conséquent, des méthodes plus sensibles sontesqosir évaluer le réle des adduits ADN-

BaP dans l'induction des cancers [Boysen 2003].

De plus, I'ensemble de ces méthodes permettentjuaitification des adduits a I’ADN dans
les tissus, les cellules, le sang et la salive \WBr@012]. Ainsi la majeure partie des matrices
utilisées pour le dosage spécifiqgue des addulsGN nécessite un préléevement invasif alors
gue les prélevements non invasifs, comme les drditiccaux ou les cellules de la vessie
récupérées dans les urines, sont analysés a Haida méthode post-marquage de 'ADN au
3P (méthode sensible mais non spécifique) [Pfohkkewicz 1995, Talaska 2014]. Dans le
cadre de la SBE, les prélevements invasifs pewmyegndrer certains problémes de faisabilité

(voir V.2.2.3.2).

VI1.1.2.Adduits aux protéines sanguines

A linverse des adduits a ’'ADN qui ont une duréewie limité par les capacités de réparation
de 'ADN, les adduits aux protéines ont une duréevié equivalente a la durée de vie de la
protéine. L’hémoglobine (Hmg) a une durée de vié2iejours et I'albumine (Alb) de 24 jours.

Ainsi, les concentrations d’adduits attendues peuv@re plus €levées et permettraient
d’augmenter la sensibilité [Angerer 1997a]. De plies adduits aux protéines permettent
d’évaluer la dose efficace sur une fenétre de tgphpsslarge (équivalent a la durée de vie de
la protéine) [Ragin 2008]. Ainsi, les adduits HmgdM et Alb-HAP sont utilisés par certains

auteurs comme biomarqueur de dose efficace [Ba38@8]. Chez le rat, la quantité d’adduits
Hmg-HAP est corrélée a la quantité d’adduits a IMBans différents tissus (poumons, foie et

reins) [Kwack 2014].
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Le BaP se lie a Hmg par une alkylation d'un aciaidoxylique de la protéine et forme un ester
stable. Principalement analysé en HPLC, I'adduit déabord hydrolysé pour libérer des
Tetraol-BaP. D’abord dosé en HPLC-FLD, c’est un¢hoée développée en chromatographie
gazeuse couplée a de la spectrométrie de masseriaatution (GC-HRMS) qui a permis de
différencier les différents diastéréoisomeres deabé-BaP [Ragin 2008]. Ces méthodes sont
assez sensibles pour détecter des adduits Hmg-BPRErs diastéréoisomeéres chez des sujets
non-fumeurs non exposes professionnellement. Giezdlariés d’'une usine de production
d’électrodes de carbone, la quantité d’adduitst &agnificativement corrélée bien que
faiblement (coefficient de corrélation de 0,26)e@ales mesures atmosphériques (somme des

13 HAP analysés) [Ferreira Junior 1994].

Comme pour Hmg, les diols époxyde se lient a Albupe alkylation d’'un acide carboxylique.
La liaison de fait préférentiellement au niveal'kiistidine146 ou de la lysine137 dans le sous-
domaine IB de Alb. Comme pour les adduits Hmg-HRlosage des adduits peut se faire par
HPLC-FLD et par GC-MS [Boysen 2003]. De plus, unétimode a été développée en HPLC

couplée a de la fluorescence induite par un ld$et.C-LFD) [Ozbal 2000].

Pour 'ensemble des méthodes développées, lestaddui protéines ont été détectés dans 59%
des analyses sur les 772 répertoriées. Le pougmme détection est de 44% sur les 432
analyses pour les expositions environnementalesee?7% sur les 60 analyses pour les

expositions professionnelles [Boysen 2003].

Comme pour les adduits a I'ADN, les adduits auxtgnes nécessitent des prélevements
invasifs pouvant engendrer certains problemes waldité dans le cadre de la SBE (voir

V.2.2.3.2) et nécessitent encore d’étre validés.
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VI.2. Biomarqueurs urinaires de dose interne aux HAP

Dans le cadre de la SBE, la dose interne est nwjernent évaluée a partir des métabolites
excrétés dans les urines. Cette stratégie rendlliation de I'exposition complexe car les HAP
sont des mélanges complexes de composition vargtdar chaque composé du mélange est
meétabolisé en plusieurs métabolites. De plus, l@iceaurinaire est privilégiée pour des raisons
de faisabilité alors que les métabolites des HAP dus lourds (HAP particulaires
potentiellement cancérogenes) sont majoritairendiminés dans les feces. Il est donc
nécessaire d’identifier les HAP et leurs métabslippuvant avoir un intérét en tant que
biomarqueurs urinaires de dose interne. Ainsihoéxcde matrice biologique implique d’avoir,
en premier lieu, des méthodes analytiques suffisamireensibles c’est-a-dire capables de
détecter des concentrations de l'ordre du pg/L @&ame du ng/L selon les biomarqueurs
[Angerer 1997a]. En deuxieme lieu, il est indisfadis de prendre en compte les mécanismes
d’excrétion rénale de ces métabolites pour ajusteconcentrations excrétées en fonction de

ces derniers.

VI.2.1.Quels biomarqueurs de dose interne utilisés
V1.2.1.1. Naphtalene

VI.2.1.1.1. Métabolisme du Nap

Le métabolisme du Nap est résumé en Figure 32tdraipre étape de la voie de métabolisation
principale du Nap, est la formation du 1,2-époxyNagui entraine la formation de 1-
hydroxyNap (1-Nap) aprés hydrolyse spontanée, ducesjugué au glutathion, ou est
transformé en diol par une EH. Ce diol peut so#é tucurono- ou sulfo-conjugué, soit passer
sous forme de 2-hydroxyNap (2-Nap), soit étre fiamse en catéchol par une AKR. Ce
catéchol peut étre directement glucurono- ou stigugué pour étre éliminé ou entrer dans la

voie de I'ortho-quinone pour former une 1,2-dionapNnduisant la production de ROS via le
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cycle d’oxydo-réduction. Le catéchol peut égalenpasser sous forme de 1,4-diol-Nap passant

lui-méme en 1,4-dione-Nap [IARC 2002].

©
OH

1-Nap

WOH OH
g —

1R,2R-diol-Nap 2-Nap

>
=
el

OH

OH o
< — 72
—

1,2-dione-Nap

0O

1,2-diol-Nap
OH 0
O — U
—
OH 0
1,4-diol-Nap 1,4-dione-Nap

adaptée de [IARC 2002].

Figure 32 : Voies métaboliques majoritaires du Nap,
e hydrolase ;

Nap : Naphtaléne ; CYP : Cytochrome P450 ; EH : Epoxyd
AKR : Aldocéto reductase
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Dans les urines de rats, les composés retrouvishgtpar ordre d’abondance décroissante :
Nap > 1-Nap > 2-Nap > 1,2-diol-Nap > métabolitesissdorme d’acide mercapturique

[Kilanowicz 1999].

VI1.2.1.1.2. _Biomarqueurs d’exposition au Nap

Le 1-Nap et le 2-Nap sont les biomarqueurs d'exjprs au Nap les plus utilisés en
environnement et en milieu professionnel. Le Nam&majoritairement éliminé via les urines,
en plus d'étre le HAP le plus abondant dans la ntdjales mélanges, ces métabolites

majoritaires sont abondamment retrouvés dans iesufTableau 5).

En environnement général, les concentrations wesaie 1- et 2-Nap sont corrélés aux Nap
mesureés dans l'air de maniere indépendante a Eoommation d’aliments contenant des HAP.
Ainsi, cette corrélation indique que le Nap eseatisllement absorbé par voie respiratoire [Li
2010a]. En effet, le 1- et 2-Nap semblent spéodtde I'exposition atmosphérique et sont donc
influencés par le statut tabagique [Yang 1999].r&lque le 2-Nap est plus spécifique de
I'exposition au tabac [Nethery 2012, St Helen 2012]-Nap est également un métabolite issu

de la biotransformation du carbaryl qui est un dgtisale couramment utilisé [Meeker 2007].

Par contre, le 1- et 2-Nap ne sont pas corrélédH®x cancérogenes qui sont essentiellement
des HAP particulaires comme le BaP [Aquilina 2020isi, ce manque de corrélation, font de
ces métabolites des biomarqueurs non adaptés gowuili de I'exposition aux HAP
particulaires cancérogenes. Bien qu'intéressants@aluer I'exposition environnementale au
Nap [Bieniek 1997], le 1- et 2-Nap apparaissent roentde mauvais biomarqueurs en milieu
professionnel car l'estimation de I'exposition msdionnelle est compliquée par le statut

tabagique des individus, qui constitue un facteucahfusion important [Sobus 2009b].

Les diols du Nap peuvent également étre utilisésnee biomarqueurs d’exposition au Nap car

ce sont les précurseurs des napthoquinones (1R4-atione-Nap) qui sont les métabolites
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canceérogenes ultimes du Nap. Les diols du Namguelle 1,4-diol-Nap et surtout le 1,2-diol-
Nap (métabolite urinaire majoritaire), sont desnioqueurs plus proches de l'effet toxique
gue les 1- et 2-Nap. Excrété en quantité similaine 1- et 2-Nap en population générale, les
niveaux retrouvés en milieu professionnel sont di® $upérieurs. Bien que nécessitant des
précautions supplémentaires au niveau de modetopérdu fait de l'instabilité des solutions
standards, le 1,2-diol-Nap apparait comme un bigomeur sensible et proche de I'effet toxique

du Nap [Klotz 2011].

VI1.2.1.2. Phénanthréne

VI.2.1.2.1. Métabolisme du Phe

Le métabolisme du Phe est résumé dans la Figuree3Bhe est pris en charge par les CYP
pour former le 1,2-époxy-Phe, le 3,4-époxy-Phe @9,10-époxy-Phe. A partir de ces 3
époxydes, 5 monohydroxy Phe sont produits apréehyilyse spontanée : le 1-, 2-, 3-, 4- et
9-hydroxyPhe (1-, 2-, 3-, 4- et 9-Phe) ; et 3 slimprés I'action de I'EH : le 1,2-diol-Phe, le
3,4-diol-Phe et le 9,10-diol-Phe [Chaturapit 1978Jandis que le 9,10-diol-Phe est
majoritairement produit sous la forme [S,S], le -di@-Phe et le 3,4-diol-Phe sont
majoritairement produit sous la forme [R,R] [Nordgv 1981, Shou 1994].Dans des
microsomes de foie, le 9,10-diol-Phe est le digbmitaire [Nordqvist 1981].Des diol-époxydes
sont formés a partir du 1,2-diol-Phe et du 3,4-8ibk. Le diol-époxyde issu du 3,4-diol-Phe
est moins abondant que le reverse-diol-époxydedssi,2-diol-Phe [Hecht 2009]. Les diols
eépoxydes, surtout le reverse-diol-époxyde, peugestiite soit &tre conjugués a un glutathion,
soit subir une hydrolyse spontanée aboutissantf@naation des tetrahydroxy-Phe (Tetraol-

Phe).

Chez le poisson, tandis que les monohydroxy edilds du Phe sont majoritairement éliminés
sous forme glucurono- et sulfo-conjuguée dansléa ks monohydroxy sont éliminés entre 36
et 100% sous forme non conjuguée [Solbakken 1980nard 2001].
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Figure 33 : Voies métaboliques majoritaires du Phe [C  haturapit 1978, Nordqvist 1981, Hecht 2009].
Phe : Phenanthréne ; CYP : Cytochrome P450 ; EH : Epoxyde  hydrolase

105



Chapitre 1 :
Introduction générale et présentation des objectifs

VI.2.1.2.2. Biomarqueurs d’exposition au Phe

Malgré le métabolisme complexe du Phe, les métasationt abondamment retrouveés dans les
urines, de par leur élimination majoritairementaire [Chu 1992] et de par 'abondance de ce
dernier au sein des mélanges émis dans I'atmosphAgrg, différents métabolites urinaires
pourraient étre utilisés comme biomarqueurs d’eijoos (Tableau 5). Les métabolites
monohydroxylés du Phe sont les métabolites uriad@eplus utilisés en tant que biomarqueurs

d’exposition au Phe.

En environnement général, les métabolites monohytike peuvent étre corrélés avec les
concentrations atmosphériques de Phe, mais ils &gaiement fortement influencés par la
consommation d’aliments contaminés (expositionvoée orale) [Li 2010a, Alghamdi 2015].

En revanche, ces métabolites ne sont pas de baasi@uas de la consommation de tabac [St
Helen 2012]. Ainsi, en milieu professionnel, letstadabagique des travailleurs n’est pas un
facteur de confusion pour les métabolites monohgdés du Phe [Sobus 2009b] ce qui en font

de bons biomarqueurs [Sobus 2009a].

Les diols du Phe ont également été proposés cononaitgueur d’exposition. Le 1,2-diol-

Phe, le 3,4-diol-Phe et le 9,10-diol-Phe ont étalymes, en plus des métabolites
monohydroxylés du Phe, chez des travailleurs expdse 1,2-diol-Phe, métabolite urinaire
majoritaire du Phe, est également un biomarquetérdassant pour la SBEP car il est bien

corrélé aux concentrations atmosphériques de Riiegi2008].

Le Tetraol-Phe urinaire a été initialement congdéomme un biomarqueur d’exposition
proche de l'effet toxique du BaP car il est issu ldevoie du diol-époxyde, voie de
métabolisation responsable de la cancérogénicitécededernier. Toutefois, la voie de
métabolisation du diol-époxyde du Phe difféere deecki BaP. Tandis que 96% du Tetraol-Phe
provient du reverse-diol-époxyde, 78% du TetradkRBest issu du BPDE [Hecht 2010]. Par

conséquent, le Tetraol-Phe ne reflete pas la Vaidation métabolique toxique.
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V1.2.1.3.Fluoréne

VI.2.1.3.1. Métabolisme du Fluoréne

Trés peu de données sont disponibles dans latittér quant au métabolisme du Flu et les
connaissances n'ont pas évolué depuis la premiataation du CIRC en 1983 [IARC 2010].
Une étude dans des microsomes de foie de rat dpdentétecter 3 métabolites du Flu : le 1-

hydroxyFlu (1-Flu), le 9-hydroxyFlu (9-Flu) et lecg&to-Flu [IARC 1983].

Les métabolites monohydroxylés du Flu sont majoeitaent €liminés sous forme glucurono-
conjugués dans la bile de poisson. [Leonard 20D&hs I'urine humaine, le 1-Flu, le 2-
hydroxyFlu (2-Flu), le 3-hydroxyFlu (3-Flu) et leFu ont pu étre quantifiés[St Helen 2012,

NHANES 2015].

VI.2.1.3.2. Biomargueurs d’exposition au Flu

Comme le Nap et le Phe, le Flu est un HAP gazeorddmment retrouvé dans les mélanges.
En plus d’étre non cancérogene, son métabolisneé pe# étudié. Cependant les métabolites
monohydroxylés (1-, 2-, 3- et 9-Flu) peuvent éttdisés comme biomarqueurs urinaires

d’exposition au Flu.

En environnement général, les niveaux urinaires mé&sabolites monohydroxylés sont

similaires a ceux du Phe (Tableau 5). Les concémtiade ces métabolites sont corrélées aux
niveaux atmosphériques de Flu lorsque les alinmmtsommés ne sont pas trop riches en HAP
[Li 2010a]. Parmi les différents métabolites urieaianalysés, les métabolites monohydroxylés
du Flu, et plus particulierement le 1-Flu, appa®@ig comme les biomarqueurs les plus

spécifiques de la consommation de tabac [St HE)&2]2

En milieu professionnel, les métabolites du Fluéigtpeu étudiés. Malgré une forte influence

du statut tabagique, le 2-Flu s’est révelé étrbiomarqueur pouvant étre utilisé pour évaluer
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'exposition au fuel dans des études conduites di&l$s Air Force ou chez les couvreurs

[Serdar 2012, Rodrigues 2014].

V1.2.1.4.Pyréne

VI.2.1.4.1. Métabolisme du Pyréne

Le métabolisme du pyrene est résumé dans la FRur€e dernier a été étudié a partir de
microsome de foie de rats prétraités ou non avedndieicteurs enzymatiques [Jacob 1982]. Le
pyréne subit une oxydation au niveau de la régigmolr donner le 4,5-époxy-pyrene. Il est
ensuite pris en charge par une EH pour former3edigl-pyrene. La premiere oxydation peut
€également se faire au niveau des carbones 1 airXqmoner le 1,2-époxy-pyrene. Ce dernier
subit une hydrolyse spontanée pour former du 1-QH&abolite majoritaire du pyrene. A
partir du 1-OHP, une seconde oxydation est pospitale former des époxydes au niveau des
carbones 6 et 7 ou 7 et 8. Ces derniers s’hydnotygmntanément pour former respectivement

le 1,6-diol-pyréne et le 1,8-diol-pyrene.

DansPenicillium janthinellumle 1,6-diol-pyrene et le 1,8-diol-pyréne peuvespectivement

étre transformés en 1,6-dione pyrene et enl,8-digrene [Launen 1995]. Cependant, ces
deux derniers métabolites n'ont pas été détectds @& microsomes de foie de rats [Jacob
1982]. Détectés dans les urines de rat et de lapiseraient dus a une oxydation au contact de
I'air des diols puisqu’ils n'ont été observés qu&p hydrolyse des métabolites conjugués

[Boyland 1964].

Il est intéressant de noter que le 2-hydroxypy@r@HP) et le 4-hydroxypyrene (4-OHP) ont
été détectés dans les urines de fumeurs [Gmeir88].1€eci laisse penser que le 4,5-diol-
pyréne peut aussi s’hydrolyser spontanément paunetadu 4-OHP. Le 1,2-époxy-pyréne peut

aussi donner du 2-OHP apres son hydrolyse, biegnguiantité moindre par rapport au 1-OHP.
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Le 1-OHP est majoritairement excrété sous formgugue [Jongeneelen 1987]. Dans les
urines de rats et de lapins, le 1-OHP, 1,6-diokpgt le 1,8-diol-pyréne et le 4,5-diol-pyréne
ont été détectés sous forme glucurono- et sulfgugoles. Le 4,5-diol-pyréne peut également

étre conjugué au glutathion [Boyland 1964].
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Figure 34 : Synthése du métabolisme du pyréne. Les fleches en pointillés indiquent une réaction
hypothétique chez les mammiféeres.
CYP : Cytochrome P450 ; EH : Epoxyde hydrolase
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VI.2.1.4.2. Biomarqueurs d'exposition au pyrene

Le 1-OHP, qui est le métabolite urinaire majorégadu pyrene, a été le premier biomarqueur
proposé pour évaluer I'exposition aux HAP [Jong&meel985]. En plus d’avoir un
meétabolisme simple, le pyréne est abondant damedénges émis dans I'atmosphere ou il se
trouve a la fois sous forme gazeuse et particulinesi le 1-OHP est le métabolite le plus

abondant dans I'urine qui provient d'un HAP partaixe (Tableau 5).

Le 1-OHP urinaire a ainsi été largement utilisé rpestimer I'exposition aux HAP tant en
environnement qu’en milieu professionnel. En 20(8ansen 2008] ont recensé 132
publications utilisant le 1-OHP pour évaluer lespa@sitions environnementales et
professionnelles. Les niveaux les plus élevés @ntetrouvés chez les travailleurs des fours de
cokerie. En milieu environnemental, la consommatientabac, I'alimentation, le pays et le
style de vie influencent les niveaux urinaires d@HP. Ainsi, c’est pour ce biomarqueur qu'il

a le plus de recul et il est aujourd’hui considgéme le « gold standard » [Ciarrocca 2013].

D’autres métabolites ont été utilisés comme biomewq d’exposition au pyréne. La 1,6-dione-
et 1,8-dione-pyréne ont été analysées dans lesesursles populations générales et
professionnellement exposées [Ruzgyte 2005]. Errménvironnemental, les concentrations
urinaires observées sont similaires a celles duHP-Gnais avec une variabilité intra-

individuelle plus importante [Bouchard 2009]. Ernvaeche, en milieu professionnel, les
concentrations de 1-OHP étaient supérieures ascgdle diones [Seidel 2008]. Toutefois, des
études supplémentaires sont encore requises ptidervies diones du pyréene en tant que

biomarqueur d’exposition.
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V1.2.1.5. Benzo(a)pyréne

VI.2.1.5.1. Métabolisme du BaP

Le métabolisme du BaP a été le plus étudié. Ceiateest complexe et une multitude de
métabolites en découlent. En effet, le BaP suite®les voies de métabolisation décrites ci-

dessus (diol-époxyde, ortho-quinone et radicaboati

Cing époxydes difféerents sont produits a partir BaP. Suivant leur stabilité, ils vont
s’hydrolyser spontanément pour donner des métakationohydroxylés, ou alors, étre pris en

charge par une EH pour former un diol (Figure 35).

Epoxydes peu stables

BaP-9,10-diol ¢
+ 9-OHBaP

Epoxydes tres
instables

BaP-7,8-diol '
+ 7-OHBaP .

—) BaP-4,5-diol

Figure 35 : Stabilité des différents époxydes du BaP, d'apres [Barbeau 2013]

L’ensemble des diols et des monohydroxys forméseLétre glucurono- ou sulfo-conjugués
pour étre éliminés. Le 7,8-diol-BaP et le 9,10-@BalP peuvent également entrer dans la voie
du diol époxyde. Tandis que le 7,8-diol-BaP va gipada formation d’un diol époxyde capable
de former des adduits stables a 'ADN (BPDE), £09diol-BaP va donner un reverse-diol-
époxyde (rev-BPDE) qui sera rapidement conjuguén alutathion [Upadhyaya 2010]. Le
BPDE de conformation 7R,8S,9S,10R-diol-époxy-BaRi{BPDE) est la forme de BPDE la
plus produite [Xue 2005]. C’est également le méliste plus mutagene selon le test d’Ames

et causant le plus de tumeur chez des souris noxves [Malaveille 1977, Kapitulnik 1978].
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Les diol-époxydes peuvent également subir une hysl@pontanée pour produire du 7,8,9,10-

tetrahydroxy-BaP (Tetraol-BaP).

Les proportions de 7,8-diol-BaP transformés en BRDif identiques a celles transformés en
catéchol chez le rat [Penning 1999]. En effet,8diol-BaP peut également entrer dans la voie
de l'ortho-quinone pour donner la 7,8-dione-BaRy(Fé 36). En plus de la capacité de cette
derniere a former des adduits, la mise en placeydle d’oxydo-réduction va produire des

ROS. La grande majorité des ROS sont produitsavieie des ortho-quinones [Sen 2012]. La
production de ces ROS engendre plus de transvergi@nine-thymine que le BPDE au niveau
du géne codant pour la protéine p53 de cellulepalenons humaines [Penning 2014]. La

protéine p53 joue un role dans la régulation duecgellulaire (voir 1V.1).
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Figure 36 : Métabolites formés a partir des différe  nts époxydes du BaP.
BaP : Benzo(a)pyréne; CYP: Cytochrome P450; EH: Epo xyde
hydrolase ; AKR : Aldocéto reductase; NQO1: NAD(P) H quinone

oxydoreductase 1

114



Chapitre 1 :
Introduction générale et présentation des objectifs

Le BaP peut aussi subir une peroxydation aboutissda formation d’un radical cation au
niveau du C6 (Figure 37). Le 6-hydroxyBaP (6-OHBas9u de I'hydrolyse spontanée de ce
radical cation, peut étre métabolisé par les CYRtoal transformé en diones (1,6-dione-BaP,
3,6-dione-BaP et 6,12-dione-BaP) par la prostagpterid synthase (PS). Des ROS peuvent étre
produits par un cycle oxydo-réducteur par transédiom des diones en hydroquinones par
NQO1 [Luch 2004]. La 1,6-dione-BaP et la 3,6-di@da peuvent également produire un

dérivé dicarboxylique.
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ﬁ
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1,6-dione-BaP 3,6-dione-BaP 6,12-dione-BaP
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1,6-diol-BaP 3,6-diol-BaP 6,12-diol-BaP

Figure 37 : Métabolites issus de la formation dura  dical cation du BaP.
BaP : Benzo(a)pyrene ; CYP : Cytochrome P450 ; PS: Pro staglandine
synthase ; NQOL1 : NAD(P)H quinone oxydoreductase 1
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VI.2.1.5.2. Biomargueurs d'exposition au BaP

Le BaP étant le seul HAP classé cancérogene cerbain’Homme par le CIRC, ['utilisation
de ces métabolites urinaires en tant que biomarqd&xposition est intéressante pour
I'évaluation de I'exposition aux HAP cancérogenesdifficulté de leur utilisation réside dans
la capacité des méthodes analytiques a pouvoicteétde tres faibles concentrations. En effet,
croisé a sa faible abondance dans les mélangeslémmétabolisme complexe du BaP générant
une multitude de métabolites qui sont majoritairen@iminés dans les feces [Peltonen 1995]

engendre des concentrations urinaires de I'ordre0finmol/mol (Tableau 5).

Le BaP suivant toutes les voies de métabolisatesHIAP, les métabolites urinaires utilisés
comme biomarqueur d’exposition peuvent étre issugaie de détoxication ou de toxication

comme celle du diol-époxyde.

a. Biomarqueurs des voies de détoxication
Le 3-OHBaP a été le premier métabolite urinair@db a étre utilisé en tant que biomarqueur
d’exposition. Parmi les métabolites monohydroxyths BaP, le 3-OHBaP est l'isomere
majoritairement retrouvé dans les urines cheztlBa@uchard 1997] et le seul détecté chez des
sujets non-fumeurs non exposés professionnellerfitotiba 2003]. Etant capable de
différencier des non-fumeurs de fumeurs, en pojmiagénérale [Lafontaine 2006], le 3-
OHBaP apparaissait comme un biomarqueur pertineat pstimer I'exposition aux HAP

cancérogenes [Boogaard 2008].

L’étude de la cinétique élimination urinaire du 8HBaP chez le rat a révélé un retard
d’excrétion par rapport au 1-OHP. La métabolisatlea HAP n’est pas I'étape limitante et ne
peut pas expliquer ce retard d’excrétion qui actgervé uniquement pour les métabolites
monohydroxylés du BaP, mais pas pour les métabalil@utres HAP tel que le 1-OHP ou

d’autres métabolites du BaP tel que le 4,5-diol-Eaduchard 1996, Moreau 2015]. Il semble
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gue les métabolites monohydroxylés du BaP s’accamiulans le rein avant d’étre excrétés.
Cette accumulation pourrait étre expliquée par sé@erétion tubulaire au niveau du tube
proximal du néphron [Marie 2010]. Elle pourrait legaent étre expliquée par une réabsorption
tubulaire due au différent niveau de conjugaisam.fiaction non glucurono-conjuguée des
meétabolites monohydroxylés du BaP serait plusdandnt réabsorbée de par leur plus grande

hydrophobicité [Moreau 2015].

Ce retard d’excrétion du 3-OHBaP a également &érgb chez I'homme (Figure 38). A partir

de cette étude, le moment de prélevement recomnpmuatde 3-OHBaP a été le début de poste
du dernier jour travaillé de la semaine [Gendre420Cependant, dans le secteur de la
métallurgie, les concentrations urinaires de 3-OPiBa début de poste du dernier jour de la
semaine de travail n’étaient pas significativemans élevées que celles de fin de poste de
I'avant dernier jour [Barbeau 2014]. Suite a cétiede, il a été proposé de prélever les urines
de fin de poste du dernier jour de travail lorstaseexpositions sont constantes tout au long de
la semaine. La premiére étude comparant diffésdteurs industriels datant de 2008 [Forster
2008], le dosage du 3-OHBaP a beaucoup moins deqee celui du 1-OHP et peu de données

sont aujourd’hui disponibles.
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Figure 38 : Cinétiques d'élimination urinaire du 1-  OHP et du 3-OHBaP observées apres une journée
d'exposition professionnelle d’aprés [Gendre 2004]
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Contrairement aux métabolites monohydroxylés du, BaR,5-diol-BaP n’est pas accumulé
dans le rein et est éliminé en quantité similair@#HBaP chez le rat [Moreau 2015]. Le 4,5-
diol-BaP n’a pas encore été utilisé comme biomargutexposition chez 'lhomme mais

pourrait constituer un biomarqueur intéressant.

Le 3-OHBaP et le 4,5-diol-BaP étant issus des vdeesdétoxication du BaP, le Tetraol-BaP
urinaire a été proposé comme biomarqueur d’expos#pécifique de la voie de métabolisation

du diol-époxyde, voie de toxification du BaP.

b. Biomarqueur de la voie du diol-époxyde
Le Tetraol-BaP est issu de I'hydrolyse spontanéBRIDE et la quantification de ce métabolite
indique la proportion de BaP ayant suivi la voientitabolisation du diol-époxyde [Simpson
2000a]. Le Tetraol-BaP est également issu, dans quamtité moindre, de I'hydrolyse
spontanée des adduits a 'ADN et aux protéines®au 2013]. Lors de cette hydrolyse
spontanée, des diastéréoisomeres qui differedtggmncement tridimensionnel des atomes de

carbones asymeétriquesA©s, Gy et Go) sont produits.

Les diastéréoisomeéres du Tetraol-BaP produits,rdigre de la conformation initiale du BPDE
dont ils sont issus. En prenant les deux isomeweBRDE majoritairement produits, soit le
RSRS (syn-BPDE) et le RSSR (anti-BPDE), 4 pairégsahtiomeéres sont produits (Figure 39).
Tandis que I'hydrolyse spontanée de I'anti-BPDErdomajoritairement du trans-anti-Tetraol-
BaP (RSRS) [Lin 1998], celle du syn-BPDE donne msskement du cis-syn-Tetraol-BaP

[Grova 2014].

Des urines de travailleurs d’'une fonderie ont ét@#ysées a partir d’'une méthode capable de
séparer et détecter le cis-syn-, le cis-anti- gtles-anti-TetraolBaP. Seul le trans-anti-Tetraol-

BaP, qui correspond au tetraol majoritairement thisBPDE majoritaire (anti-BPDE), a été
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détecté et quantifié [Simpson 2000a]. Par conséguentrans-anti-Tetraol-BaP apparait

comme l'isomere le plus intéressant pour étresd@titiomme biomarqueur urinaire d’exposition.

Cependant, le trans-anti-Tetraol-BaP peut égalegtemiproduit a partir du reverse-BPDE. En
effet, deux diastéréoisoméres sont produits afirgdrblyse spontanée du reverse-BPDE qui

sont le trans-anti-Tetraol-BaP et le trans-synd@tBaP [Zhong 2011].

Ainsi, le dosage des énantiomeéres du trans-antadieBaP est un marqueur de la voie du diol-
époxyde et du reverse diol-époxyde. Tandis qualtblyse du BPDE aboutit a la formation du
7R,8S,9R,10S-Tetraol-BaP ((+)trans-anti-TetraolBagdlle du reverse-BPDE produit du
7S,8R,9S,10R-Tetraol-BaP ((-)trans-anti-TetraolBéRyure 39). Chacun des énantiomeéres
est donc un biomarqueur respectif de la voie dl+époxyde et du reverse-diolépoxyde. A
partir d’'une méthode capable de séparer ces deantiémeres dans les urines, la variabilité
interindividuelle quant a I'expression de ces deakes métaboliques a pu étre estimée. Pour
les fumeurs et les non-fumeurs, les concentrationgires du 7R,8S,9R,10S-Tetraol-BaP
(marqueur de la voie du diol-époxyde) est signifi@anent plus élevé que celles du
7S,8R,9S,10R-Tetraol-BaP (marqueur de la voie derse-diol-époxyde). Le pourcentage de
trans-anti-Tetraol-BaP issu de la voie du diol-gmiexvarie de 46 a 78% sur I'ensemble de la

population étudiée (fumeurs et non-fumeurs) [H€Ht4].
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7R,8S,9S,10S-tetrahydroxyBaP
cis-syn-TetraolBaP

7R,8S-diol-9R,10S-époxydeBaP
syn-BPDE

7R,8S,9S,10R-tetrahydroxyBaP
trans-syn-TetraolBaP

7R,8S,9R,10R-tetrahydroxyBaP
cis-anti-TetraolBaP

7R,85-diol-95,10S-époxydeBaP HO,,
900
Ho™

OH

7R,8S,9R,10S-tetrahydroxyBaP
(+)trans-anti-TetraolBaP

OH

9S,10R-diol-7R,85-époxydeBaP 75,8R,9S,10R-tetrahydroxyBaP
anti-reverse-BPDE (-)trans-anti-TetraolBaP

Figure 39 : Origine des isomeéres du TetraolBaP issu s des deux isoméres du BPDE majoritaires et du
reverse-BPDE

Le BPDE peut étre directement conjugué a un gligtath e glutathion sera transformé en acide
mercapturique avant d’étre éliminé dans les urimaadis que le reverse-BPDE est facilement
conjugué au glutathion, le BPDE l'est difficilemed# part un encombrement stérique plus

important [Upadhyaya 2010]. Ces derniers n’ont janage utilisés chez I'hnomme.
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V1.2.1.6.Synthese des différents biomarqueurs urinaires

Difféerents HAP sont utilisés pour suivre I'expositides populations. Le 1-OHP est considére
comme le « gold standard » pour évaluer I'expasiiox HAP car le pyrene est abondant dans
les mélanges et car son élimination urinaire egtomante. En revanche, le 1-OHP est peu
associé au risque cancérogene puisqu’il est issuldAP non cancérogene et ne suit pas une
des voies de métabolisation toxique des HAP [Onysvaa2009, Ifegwu 2016]. De plus, les

niveaux urinaires de 1-OHP sont faiblement corralésniveaux atmosphériques de BaP ou a
ceux des HAP cancérogenes. De par la variatiomatitu BaP/Pyréne selon les mélanges émis,

le 1-OHP ne reflete pas I'exposition aux HAP caagénes ou au BaP [Barbeau 2013].

Par conséquent, I'utilisation de métabolites uremtdu BaP comme biomarqueurs d’exposition
apparait comme plus adaptée a I'estimation du eis@ncérogene. Cependant, leurs dosages
nécessitent des méthodes tres sensibles. La édibledance du BaP dans les mélanges, croisée
a la complexité de son métabolisme et a son éltimimaessentiellement dans les féeces,
engendre des concentrations urinaires tres failesi, le 3-OHBaP est un biomarqueur
d’exposition spécifique au BaP mais est peu ulilss@our les expositions environnementales
et les faibles expositions professionnelles [Ler@@ 0]. Bien que le 4,5-diol-BaP soit éliminé
dans les urines en quantité similaire au 3-OHBa#% dh rat il n'a jamais été analysé chez
’lhomme. Toutefois, contrairement aux métabolitesnohydroxylés du BaP, il posséde une
cinétique d’élimination plus classique car il n'ggts accumulé au niveau du rein [Moreau
2015]. Enfin, le Tetraol-BaP, issu de I'hydrolygmstanée du BPDE, métabolite cancérogéne
ultime du BaP, a été quantifié dans les urinegalailleurs d’'une fonderie [Simpson 2000a].
[Simpson 2000a]. Par conséquent, il apparait étrebiomarqueur urinaire d’exposition

intéressant car reflétant la voie de toxificatianBaP.
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Des méthodes analytiques ont été développées palysar les métabolites monohydroxylés
du benzo(a)anthracéne et du chrysene dans les (i@myemauwa 2009]. Des concentrations
urinaires (moyenne) de 5 nmol/mol et 0,55 nmol/omdl respectivement été mesurées pour le
3-hydroxybenzo(a)anthracene et le 3-OHBaP en ptpnlgénérale de Chine [Zhang 2015].
Toutefois, les concentrations urinaires de 3-OHBABervées dans cette étude sont 50 fois
supérieures a celles mesurées chez des non-fusrebrance [Lafontaine 2006]. Les méthodes
analytiques des métabolites urinaires des HAPquéaires ne sont encore pas assez sensibles
pour détecter des concentrations urinaires en ptpal générale, notamment dans les

populations américaines ou canadiennes [Bouchdl, 20ethery 2012, Health Canada 2015].

Pour pallier ce probleme de sensibilité, les mdtasomonohydroxylés issus des HAP gazeux
sont largement utilisés pour estimer I'expositi@s ghopulations faiblement exposées [Seidel
2008] car les HAP gazeux sont plus abondants @amaélanges et car ils sont majoritairement
éliminés via les urines. Cependant, le Phe etuesBht non cancérogenes et seul le Nap est
classé cancérogene possible par le CIRC [IARC 2BXRC 2010]. Récemment, I'utilisation
des métabolites hydroxylés des HAP gazeux s’esli@é\pertinente pour estimer I'exposition
des pompiers alors que le 3-OHBaP n’a pas pu étamtijié [Oliveira 2016]. Les diols
pourraient également étre une bonne alternativaratabolites monohydroxylés, notamment

la 1,2-dione-Nap et le 1,2-diol-Phe qui sont lass@gbondants.

Le dosage urinaire des HAP non métabolisés a égalegté développé pour permettre
d’évaluer cette exposition aux meélanges. Le pytgimaire se retrouve en plus faible quantité
gue le 1-OHP et ne constitue pas une bonne alieenht BaP est retrouvé a des concentrations
similaires au 3-OHBaP et pourrait constituer partains auteurs une alternative au dosage du
3-OHBaP [Campo 2014]. Le Nap et le Phe urinairet galement de bons biomarqueurs

potentiels pour évaluer I'exposition professionaelux mélanges de HAP [Sobus 2009c]. En
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revanche, les HAP urinaires représentent la fraation métabolisée de la dose absorbée qui

correspond a la part ne présentant pas d’effetjtexi

De par la variabilité des mélanges de HAP émiphlse gazeuse et particulaire sont analysés
séparément pour I'estimation de la dose externeifidea 2008]. En SBEP, il serait également
intéressant de mesurer des biomarqueurs de l'diggosaiux HAP gazeux et aux HAP
particulaires. Evaluer I'exposition aux mélangedH# permettrait ainsi de mieux définir le

risque sanitaire [Campo 2014].

En parallele, il a été proposé d’étudier la susbépé phénotypique individuelle a partir des

concentrations urinaires de plusieurs métabolites dhéme HAP mais issus de voies de
meétabolisation différentes. Ainsi en complément mésabolites monohydroxylés du Phe | le
Tetraol-Phe, issu de la voie du diol-époxyde, agitinitialement proposé comme meétabolite
représentant la voie de toxification du Phe. En ¢aici n’est pas le cas car il suit essentielldmen
la voie du reverse-diol-époxyde contrairement al Bidecht 2010]. Le Tetraol-BaP, qui

nécessite des méthodes beaucoup plus sensiblés Teieaol-Phe, semble étre le biomarqueur
le plus intéressant a développer car représerdartié¢ de toxification du BaP. En comparant
ses niveaux avec ceux du 3-OHBaP, la susceptiphiédotypique pourrait ainsi étre approchée

au niveau individuel [Simpson 2000a].
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Tableau 5 : Concentrations urinaires en nmol/mol de
interne) aux HAP en population générale et chez les
carbone.

s différents biomarqueurs d'exposition (de dose
travailleurs des usines de production d’électrodes de

Métabolite Population générale (N) Production éléctrode de carbonne
nmol/mol Non-fumeurs Fumeurs (N)
1-Nap 1075 (1323} 8239 (890y 1962 (34 NF) et 12083 (47 )
2-Nap 2895 (890y 12162 (1323} 2746 (34 NF) et 13809 (47 k)
1,2-diol-Nap 2166 (20 8051 (9) Pas de niveaux publiés
1-Flu 21 (76)¢ 554 (98) Pas de niveaux publiés
2-Flu 118 (1323} 782 (890% Pas de niveaux publiés
3-Flu 42 (1319y 411 (890y Pas de niveaux publiés
9-Flu 149 (1323F 413 (8907 Pas de niveaux publiés
1-Phe 78 (1323y 126 (890y 2342 (67)
2-Phe 36 (1320y 72 (889y 1873 (67) *
3-Phe 33 (1322y 89 (890y 3044 (67)
4-Phe 21 (13197 12 (879y 176 (67)
9-Phe 10 (NP)¢ 34 (NP)d 1873 (67) *
Tetraol-Phe 163 (10)° 423 (12)° Pas de niveaux publiés
1-OHP 50 (1321y 138 (889y 960 (26)
3-OHBaP 0,011 (24) 0,023 (27) 0.25 (26)
Tetraol-BaP 0,033 (30y 0,064 (30y <LDk

N : Nombre d’individus ; NP : Non précisé ; NF :mfumeurs ; F : fumeurs ; LD : limite
de détection

a: Moyenne géométrique mesurée au sein de la papulaméricaine [NHANES 2015]

b: Médiane [Klotz 2011]. Les concentrations présesmtén pg/L ont été ajustées a la
créatinine.

¢: Moyene géomeétrique [St Helen 2012]

d: Moyenne géométrique des moindres carrés [Li 20083 concentrations présentées en ng/L
ont été ajustées a la créatinine.

€: Moyenne géomeétrique [Hecht 2005]

- Médiane [Lafontaine 2006]

9: Médiane [Zhong 2011]

h: Médiane [Preuss 2005]

' : Médiane [Angerer 1997b]. * signifie que la coniration écrite correspond a la somme des deux
métabolites puisque la méthode analytique ne pgraste séparer ces deux métabolites.

I': Médiane [Barbeau 2014]

k: LD de 0,02 nmol/L pour une prise d’essai de 1JBehtsen-Farmen 1999]

Lorsque les concentrations n’étaient pas ajustéasi@atinine, la valeur de référence de
1,5 g/L de créatinine a été appliquée [Truchon 2014
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V1.2.2.Quantifications des métabolites urinaires des HAP
La matrice urinaire est une matrice contenant dalbmeux composés qui peuvent interférer
lors de I'analyse. Pour étre en mesure de quantédgeconcentrations de métabolites en lien
avec des expositions environnementales, les méharytiques doivent étre spécifiques et
sensibles. Pour ces raisons, les méthodes de dosagaires des biomarqueurs de dose interne
aux HAP nécessitent, dans la plupart des cas, tape @ré-analytique en amont de la partie

analytique.

V1.2.2.1.Etape pré-analytique
L'objectif de I'étape pré-analytique peut étre deifier I'échantillon, de le concentrer, de le
changer de phase (de solide a liquide, d’aqueugan@ue...) ou les trois en méme temps. La
nature des analytes et la complexité de la maldberminent le niveau de difficulté pour réussir
une extraction. Pour les biomarqueurs urinaires ddse interne aux HAP, il existe
principalement trois techniques qui sont I'extrawtiliquide-liquide (LLE), I'extraction en

phase solide (SPE) et la micro-extraction en pbkakde (SPME).

VI.2.2.1.1. LLE
La LLE consiste a mélanger différents solvants goumer deux phases non miscibles. Ce sont
les caractéristiques lipophiles/hydrophiles despasgs d’intérét qui entrent en considération.
Dans le cas des biomarqueurs urinaires des HAPanhe$ytes sont essentiellement des
composés hydrophobes en matrice aqueuse. Ainsiphase organique est ajoutée a l'urine
pour former deux phases. C'est le choix de cettas@horganique qui va déterminer le
coefficient de partition entre les deux phasesef#t, les composés contenus dans la matrice
urinaire vont se partager entre la phase aqueuke gtase organique jusqu’a atteindre un
équilibre. Deux extractions sont souvent nécessapeur obtenir de bon rendement

d’extraction.
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En plus d’'un changement de matrice, la LLE perneeta@hcentrer I'échantillon lorsqu’elle est
suivie d’'une évaporation a sec. Cette techniqguessie peu de matériel pour étre mise en
place. Cependant, elle est peu spécifique et comgdes quantités importantes de solvants.
De plus, avec les échantillons aqueux, une émufsom se créer entre les deux phases ce qui
peut compliquer I'extraction des analytes. Enfia, ULE est difficilement automatisable

[Thurman 1998].

L’extraction des métabolites mono- ou dihydroxydés HAP a été réalisée a I'aide d’'une LLE
avec dun-hexane [Lee 2003, Bouchard 2009, Truchon 2014} maifait de la toxicité de ce

solvant, cette méthode est difficilement recommatela

VI.2.2.1.2. SPE

Contrairement a la LLE, la SPE est une méthodenasatisable qui offre la possibilité de
changer de matrice, de purifier et de concentgmhintillon en une seule étape. Le nombre
important de choix de phases stationnaires permgiudifier I'échantillon. En effet, il est
possible de jouer sur différentes caractéristiqugsico-chimiques de la molécule autres que
le caractére lipophile/hydrophile du ou des analyRifférents mécanismes de rétention sont
utilisés tels que la phase normale (qui retientteaposeés hydrophiles), la phase inverse (qui
retient les composés hydrophobes) et la phase gehaa d’ions [Thurman 1998]. Il existe
egalement des phases capables de former des fiatsoalentes avec les analytes [Simpson
2000b]. La SPE a récemment été comparée a la LUElj@xtraction des pesticides a partir de
cheveux. La SPE est capable d’extraire plus de oség(pesticide et métabolites) avec un
meilleur rendement que la LLE. De plus la SPE aypede diminuer le bruit de fond analytique

[Duca 2014].

Le principe de cette technique consiste a fairegrasn échantillon (une matrice liquide) dans

une cartouche contenant une phase stationnairet [Giffinité des composés avec la phase
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stationnaire ou la phase mobile qui va permettigudidier le ou les analytes. La SPE se déroule

en 4 étapes distinctes [Thurman 1998] (Figure 40) :

- Le conditionnementde la cartouche SPE : cette étape consiste goasser un solvant
dans la cartouche afin d’activer la phase statimanbe solvant doit étre miscible avec
la matrice contenant les analytes.

- Le chargementde I'échantillon sur la cartouche SPE : pendaité¢ &ape, I’échantillon
est en contact avec la phase stationnaire. Cetpe germet d’éliminer les interférents
n'ayant pas d’affinité avec la phase stationnaire.

- Le ou les lavages cette étape a pour but de faire passer une phabde dans la
cartouche afin d’éliminer un maximum d’interféreagns perdre les analytes.

- L’élution : I'objectif est de décrocher I'analyte de la phatsionnaire a I'aide d’'une
phase mobile pour laquelle I'affinité de I'analyst plus importante que celle de la

phase stationnaire.
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Figure 40 : Différentes étapes de la SPE (source : Gil  son)
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De plus, des cartouches contenant un polymeére d&nip moléculaire (MIP) peut étre

spécifiguement concu pour une molécule ou d’'un geode molécule. Par rapport a la SPE
classique, ces cartouches ont un meilleur rendediextraction et de purification grace a leur
forte spécificité [Yi 2013]. Ces cartouches MIP défa été utilisées pour quantifier les HAP
dans la fumée de cigarette [Ho 2010] et il est iptssde trouver des cartouches MIP

commercialisées pour les HAP [Supelco 2009].

Pour I'analyse des métabolites urinaires des HABRE reste la méthode la plus utilisée.

VI.2.2.1.3. SPME
La SPME, qui est également automatisable, a étélajgyee dans le but de faciliter la

préparation des échantillons avant la partie aioglgt

Le principe de la SPME est de placer une petitetiggade phase permettant I'extraction sur
un support solide. L'association de la phase esupport est appelée fibre. Cette fibre est
plongée directement dans la matrice contenanilalytes. Basée sur le principe d’adsorption,
la fibre va étre laissée au contact de la mattisgy’a atteindre I'équilibre des concentrations

entre la matrice (liquide) et la phase stationndéda fibre [Pawliszyn 2000].

Ensuite, la désorption dépendra de la techniqulytamee utilisée. Pour 'HPLC, la fibre sera
plongée dans une phase liquide avec laquelle lagtas auront une plus grande affinité
gu’'avec la phase stationnaire. Pour la GC, la filera chauffée jusqu’a atteindre la température

d’évaporation des analytes.

Souvent couplé a de la GC-MS, la SPME est surttilisé& pour I'analyse des HAP non
meétabolisés dans les urines car, étant assezlgplidgi ne nécessitent pas d’étre dérivatisés

avant injection [Campo 2014].
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L1.1.1. Etape analytique
Apres I'étape pré-analytique des échantillons, egugont analysés a l'aide de méthodes
séparatives comme la chromatographie en liquideL3JPou gazeuse (GC) couplée a
différentes méthodes de détection tel que la flnétrie (FLD) ou la spectrométrie de masse

(SM).

L’'HPLC-FLD est une technique répandue, peu onéretisensible mais elle manque souvent
de spécificité ce qui engendre un bruit de fondé&laotamment en matrice urinaire, et empéche
d’atteindre les LD nécessaires pour estimer lesogkpns environnementales. Pour les
métabolites urinaires qui sont abondants commeQ&iP ou les métabolites monohydroxylés
des HAP gazeux, cette méthode analytique convemfdipement [Jongeneelen 1988, Elovaara
2003, Chetiyanukornkul 2006]. Le large choix degghatationnaire couplé a la diversité des
phases mobiles utilisables permet d’optimiser lpasdtion des composés interférents avec
'analyte. De plus, le montage en série de plusietmlonnes séparatives permet aussi
d’améliorer la séparation. Ainsi, a partir de lehteique du « heart-cut » [Campins-Falco 1993],
une méthode de routine trés sensible (LQ de 0,0%andté développée en HPLC-FLD pour
doser le 3-OHBaP tant chez les sujets professitameht exposés que chez les sujets fumeurs
[Barbeau 2011]. Une méthode de dosage du 1-Nap 8tMap a été développée en HPLC-

FLD en 3 dimensions qui permet de s’affranchir dé+gnalytique [Preuss 2004].

Pour pallier ce manque de spécificité, le coupbatgespectrométrie de masse en mode tandem
est utilisé par certains auteurs. Toutefois ce gnspécificité requiert une dérivatisation
chimique et la LC-MSMS ne permet pas d’obtenir anssi bonne sensibilité pour le dosage
du 3-OHBaP que la HPLC-FLD [Sarkar 2010, Zhang 26152016]. La grande spécificité de

la LC-MSMS permet d’étre moins exigeant au niveadalséparation chromatographique et
cette technique est plus encline a développer éésatdes multi-analytes lorsque les transitions

MRM (Multiple Reaction Monitoring) sont différentesntre les métabolites. Ainsi, une

129



Chapitre 1 :
Introduction générale et présentation des objectifs

meéthode capable de doser 16 métabolites monohylésore différents HAP a été développée
en LC-MSMS avec des limites de quantification (Lmprises entre 1 et 10 ng/L

[Onyemauwa 2009].

La chromatographie gazeuse est une méthode sépaéaiilement spécifique qui offre une
meilleure résolution des pics chromatographiques lguchromatographie liquide. De plus,
importante spécificité de la spectrométrie de sea®st indépendante de la technique
séparative a laquelle elle est couplée. L'inconménmajeur de la GC-MS est que seuls les
composés volatiles non polaires peuvent étre dineeht analysés. Pour les analytes polaires
ou non volatiles, il est nécessaire de procédemearé@action de dérivatisation en amont de
'analyse [Grova 2014]. Ainsi, aprés dérivatisatites métabolites urinaires des HAP les plus
abondants sont analysés en GC-MS [Serdar 2003,0B2805, Campo 2008, Shin 2011].
Couplée a la spectrométrie de masse en mode tana&€dg; permet I'analyse simultanée de
plusieurs métabolites. Plus de 50 métabolites myarottylés de HAP ont été analysés en GC-
MSMS dans le cerveau et les poils de rats. La na&tlacrespectivement permis de détecter 28
et 20 métabolites dans chacune des deux matricesd@011, Grova 2013]. La méthode de
dosage du Tetraol-BaP urinaire la plus sensible de@®,01 ng/L) a été développée en GC-
MSMS avec une ionisation chimique négative (NChddg 2011]. Les méthodes de dosage

de ce métabolite sont résumées dans le Tableau 6.
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Tableau 6 : Résumé des caractéristiques techniques des méthodes de dosage du Tetraol-BaP urinaire
(adapté de [Barbeau 2013])

Référence Analytes Etapes pré-analytique  Etapes andiyue Sensibilité (ng/l)
[Hecht 2014] (-¥rans-antiBaP-tétraol Double SPE : GC-NCI-MSMS

(RSRS) - polymere Strata-X

(+) trans-antiBaP-tétraol - Oasis MAX

(SRSR)

Séparation chirale par
HPLC

Dérivatisation (BSTFA)

[Zhong 2011] (x)trans-antiBaP-tétraol Double SPE : GC-NCI-MSMS LQ =0,01
- polymere Strata-X
- acide phénylboronique

Dérivatisation (BSTFA)

[Hecht 2010] (-Xrans-antiBaP-tétraol Double SPE : GC-NCI-MSMS LD=3
(RSRS) - polymere Strata-X
(+) trans-antiBaP-tétraol - acide phénylboronique
(SRSR)

Séparation chirale par
HPLC
Dérivatisation (BSTFA)

[Wang 2003a, (%) trans-antiBaP-tétraol SPE cartouches EnvirEluMicroLC-Qtof/MS

Wang 2003b] PAH
[Wu 2002] (x)trans-antiBaP-tétraol Double SPE : GC-NCI-MS LD =0,2
-tC18

- acide phénylboronique

Perméthylation
Extraction liquide
[Simpson (z) trans-antiBaP-tétraol  Double SPE : GC-NCI-MSMS LQ =0,96
2000a] (%) cis-antiBaP- tétraol -tC18 LD =0,32
(%) cis-synBaP-tétraol - acide phénylboronigue
Perméthylation

Extraction liquide
Séparation des isoméres

par HPLC
[Bentsen- (z) trans-antiBaP-tétraol SPE cartouches C18 Double HPLC : LD =0,64
Farmen 1999] - immuno-affinité
- phase inverse
FLD
[Bowman 1997] () trans-antiBaP-tétraol SPE cartouches C18 Double HPLC : LD=0,8

- immuno-affinité
- phase inverse
SFS

SPE : extraction en phase solide ; BSTFA : N,Othiméthylsilyl)trifluoroacétamide ; GC-NCI-MS/MS :
chromatographie gazeuse a ionisation chimique négabuplée a la spectrométrie de masse en modertan

MicroLC-Qtof/MS : Micro-chromatographie liquide qolée a la spectrométrie de masse en temps deSkS ;;

spectroscopie a fluorescence synchronisée.
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VII. Syntheése et objectif du travail de these : Utililss métabolites

urinaires des HAP comme biomarqueurs de I'expasitio

VIIL1. Synthese
Les HAP sont une famille de molécules ubiquitaiasgpartenant au groupe des polluants
organiques persistants. Emis dans I'atmosphére feooe de mélanges complexes issus de
sources multiples, les HAP sont sous forme de gaadsorbés sur des particules fines en

suspension.

Ainsi, 'ensemble des populations sont exposéedHAR par voie respiratoire et digestive. En
plus des expositions environnementales, les tlavad de certains secteurs professionnels sont

exposes a des niveaux plus élevés de HAP par espgratoire mais aussi cutanée.

Apres absorption dans I'organisme, les HAP vordisgibuer préférentiellement dans le tissu
adipeux de par leur caractéristique lipophile. Reite éliminés par voie biliaire (feces) ou via

les urines, les HAP vont étre métabolisés parregraes de biotransformation.

Toutefois, lors de cette biotransformation, les HfdIivent étre bioactivés ce qui engendre la
production de métabolites réactifs capables dedodas adduits a ’ADN et aux protéines. La
meétabolisation des HAP va également augmenteoldugtion de ROS qui exercent eux aussi

des effets toxiques au niveau cellulaire.

Ces différents dommages a I'’'ADN engendrent des tioata A long terme, les expositions

professionnelles peuvent aboutir a des cancersaqii majoritairement situés au niveau des
poumons, de la peau et de la vessie. Emis en nedanmgnplexes de composition variable, les
effets cocktails des HAP au niveau de I'organisoré encore méconnus. Ainsi, en plus d’avoir

déterminé le potentiel cancérogéene de certains ti@maniére individuelle, le CIRC et 'UE
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ont également classé certains mélanges et cesegteurs professionnels comme cancérogenes

certains ou probables pour 'homme.

Du fait de leurs effets toxiques, la surveillaneel'@xposition des populations aux HAP est
nécessaire pour estimer le risque sanitaire. Bierles mesures atmosphériques permettent de
caractériser les sources d’émission, la SBE apparaime plus pertinente car plus proche de
I'effet toxique. Celle-ci nécessite cependant désdes préliminaires pour choisir des

biomarqueurs adaptés avant d’étre utilisés postilteation du risque sanitaire.

Plusieurs types de biomarqueurs existent pour BFS&ux HAP. Les plus utilisés restent les
biomarqueurs urinaires d’exposition qui mesurentddse interne, notamment le 1-OHP,
métabolite du pyrene. Toutefois, sa seule utilisagour estimer I'exposition aux mélanges de
HAP est aujourd’hui controversée. Le 3-OHBaP amgunent été développé car il est issu du
BaP, le seul HAP classé cancérogéne certain pgoamime et car il apparait comme plus adapté
pour estimer I'exposition aux HAP cancérogenes. uD&s métabolites urinaires sont
egalement utilisés pour la SBEP comme les métasoiitonohydroxylés des HAP gazeux,
comme le Nap, le Flu et le Phe, car ils sont laess phbondants dans les mélanges

environnementaux.

VII.2. Obijectifs du travail de thése
Ce travail a pour objectif de développer et dedeaalun ensemble de biomarqueurs permettant
une surveillance biologique pertinente et efficaeel'exposition aux HAP tant au niveau
professionnel qu’environnemental, mais aussi, daqrer les éventuels effets cocktails sur la

métabolisation du BaP résultant de cette multi-eijmm.

Pour remplir cet objectif, une population de septdilleurs non-fumeurs d’'une usine de

production d’électrode de carbone a été étudiég ukiees ont été collectées en début et fin de
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poste pendant une semaine compléte de travail. fk lde cette derniere, toutes les urines

émises ont été récupérées, dans leur intégraditélgnt le week-end (48h).

La premiere partie du travail de thése a été diétuds facteurs de variabilité des niveaux
urinaires de 3-OHBaP et du 1-OHP et de comparemigtique d’élimination urinaire du 3-
OHBaP a celle du 1-OHP. A partir des urines coflestpendant la semaine de travalil, la
relation entre les niveaux atmosphériques et lesarttrations urinaires aux différents moments
de prélevement a été étudiée. Les paramétrecaeitigue d’élimination urinaire du 3-OHBaP
et du 1-OHP ont été estimés a partir des urinewaekk-end. Les modes de correction de la

diurese (créatinine et SG) ont également été cagspar

La deuxiéme partie de ce travail a été de dévelpppesein du laboratoire, une méthode de
dosage des métabolites monohydroxylés du Nap,atklu Phe en GC-MS. A partir de cette
meéthode de dosage, les mémes urines ont été aeslysebjectif étant d’étudier les différents
meétabolites urinaires des trois HAP gazeux les ghamdants pour sélectionner les métabolites

les plus intéressants en tant que biomarqueur d&tipn professionnelle.

Enfin, la troisieme partie du travail de these @ dd développer une méethode de dosage du
Tetraol-BaP urinaire en GC-MSMS permettant d’atteenune LD de 0,05 ng/L d’'urine, afin
de pouvoir estimer les expositions en milieu praif@mel et en milieu environnemental. Les
urines des mémes salariés ont également été aeslgia de valider I'utilisation possible du

Tetraol-BaP en tant que biomarqueur d’exposition.

Ce travalil devrait permettre I'utilisation de difééts biomarqueurs d’exposition pour évaluer
I'exposition dans les différents milieux professiefs. Le but étant de pouvoir un jour effectuer
une SBEP plus pertinente qui prend en compte I'sitipo aux mélanges de HAP, afin de

mieux évaluer les risques sanitaire.
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. Contexte

Le 1-OHP urinaire est aujourd’hui considéré commex gold standard » des biomarqueurs
d’exposition aux HAP. Il est issu de la métabol@matdu pyrene, un HAP non cancérogene
eémis sous forme gazeuse et particulaire. De celéalt-OHP semble peu adapté pour le suivi
de l'exposition aux HAP cancérogenes qui sont nitajoement contenus dans la phase

particulaire.

Le 3-OHBaP a ainsi été proposeé pour le suivi dgbsition au BaP et aux HAP cancérogénes.
Bien que moins abondant dans les urines, des dosageté réalisés dans différents secteurs
professionnels [Forster 2008]. Le 3-OHBaP resteoenpeu utilisé notamment parce qu’il
nécessite une méthode de dosage tres sensibldufesa cinétique d’élimination urinaire a
éte peu étudiée chez I'homme. Alors qu’'un prélevensm début de poste du dernier jour
travaillé de la semaine (équivalent a un fin detgppdus 16h) avait été préconisé par l'institut
national de recherche et de sécurité (INRS) dudfai retard d’excrétion du 3-OHBaP par
rapport au 1-OHP [Gendre 2004], aucune différeimg@ficative n'avait été observée entre les
concentrations urinaires de 3-OHBaP en début die plosdernier jour de la semaine de travalil
et celles de fin de poste de I'avant dernier jqarea une semaine d’exposition professionnelle

[Barbeau 2014].

L’objectif de cette partie est d’étudier les sogrde variabilités des niveaux urinaires de 3-

OHBaP et du 1-OHP :

- La premiére partie consiste a étudier la variatd®s niveaux urinaires des 2
biomarqueurs en début de poste et en fin de postdoection des niveaux
atmosphériques en HAP parents contenus dans la plazsuse et particulaire (article

1).
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La deuxieme partie consiste a étudier les cinésigiliélimination urinaire des deux
biomarqueurs apres une semaine d’exposition piriofassile pour apporter des
données supplémentaires afin de déterminer le moommal de prélévement des
urines. En paralléle, les moyens de correction dideese (créatinine et SG) ont été

comparés pour déterminer lequel était le plus a&dggticle 2).
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Il. Influence des concentrations atmosphériques sucdesentrations

urinaires

[1.1. Article 1
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Abstract

Purpose  Occupational exposure to polycyclic aromatic
hydrocarbons (PAHs) can be assessed by either air moni-
toring or biomonitoring using urinary I-hydroxypyrene
(1-OHP) or 3-hydroxybenzo(a)pyrene (3-OHBaP). The aim
of this study was to understand the links between atmos-
pheric PAHs and urinary metabolites, in order to improve
the biomonitoring strategy for assessing carcinogenic risk.
Methods  Personal air sampling for pyrene and BaP meas-
urements, and urines for 1-OHP and 3-OHBaP analyses of
seven workers from electrode production plant were col-
lected every day of the working week.

Results High variability of atmospheric levels between
activities and between days was observed, especially for
gaseous pyrene. No correlation was found between urinary
metabolites: 1-OHP maximum levels occurred for “elec-
trode extrusion™ activity; those of 3-OHBaP occurred for
“raw materials dispatcher.” Sixty percentage of 3-OHBaP
maximum levels were observed in urines collected at the
beginning of shift the last workday. Those of 1-OHP
occurred at different sampling times, depending on the gas-
cous pyrene levels (not stopped by P3 respirators). Dermal
absorption of PAHs was confirmed by significant effect of
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particulate pyrene on 1-OHP in the samples collected the
morning of the following day (p < 0.02, n = 25).
Conclusions Lack of correlation between metabolites
concentrations emphasizes the non-relevance of 1-OHP,
from a non-carcinogenic gaseous and particulate com-
pound, and the great interest of 3-OHBaP, from carcino-
genic BaP. Its slower urinary elimination prevents the risk
of exposure underestimation, and urinary analysis should
be performed at the beginning of shift the end of working
week, especially in case of high exposure variability.

Keywords Polycyclic aromatic hydrocarbons -
Occupational exposure - Biomonitoring - 1-hydroxypyrene
(CAS: 5315-79-7) - 3-hydroxybenzo(a)pyrene (CAS:
13345-21-6)

Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are ubiquitous
environmental pollutants emitted during incomplete com-
bustion of organic matter and coal or petroleum distillation.
They are found in the atmosphere as complex gaseous and
particulate mixtures, whose composition varies consider-
ably according to the emission source. Within this chemi-
cal family, benzo(a)pyrene (BaP) is classified as carcino-
genic to humans (group 1) by the International Agency for
Research on Cancer (IARC 2010). Humans are exposed
through tobacco consumption, diet, urban pollution and
industrial emissions. Occupational exposures occurring
during coal-tar distillation, paving and roofing with coal-tar
pitch or aluminum production are responsible for lung, skin
and bladder cancers (IARC 2012).

To assess occupational health risk, the monitoring of
PAHs exposure includes the measurement of airborne
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concentrations and biological monitoring using biomark-
ers. In the industrial sector of carbon electrode production,
BaP median concentrations range from 0.4 pg/m?® for main-
tenance activities to 1.1 pg/m’ for cathode impregnation
with liquid pitch, and in coke plants levels up to 6.2 pg/m?
(Angerer et al. 1997; Van Delft et al. 1998; Van Schooten
et al. 1995). These studies showed the great variability of
atmospheric levels of PAHs between and within industries.
However, air monitoring only assesses potential inhala-
tion exposure and does not take into account skin absorp-
tion and the wearing of personal protection equipment (Van
Rooij et al. 1993).

Quantification of the internal dose is indeed the best way
to assess occupational exposure and health risks. Urinary
I-hydroxypyrene (1-OHP), a metabolite of pyrene, has
been proposed by Jongeneelen for the biomonitoring of
PAHs exposure (Jongeneelen et al. 1985). The analysis is
simple and reliable, urinary levels are frequently measured
in the range of pmole/mole of creatinine (umol/mol), but it
assesses pyrene absorption, a non-carcinogenic PAH. Uri-
nary 3-hydroxybenzo(a)pyrene (3-OHBaP), a metabolite of
BaP, would be a more appropriate biomarker to assess car-
cinogenic PAHs exposure, because urinary concentrations
are correlated with DNA adducts in the lungs of rats after
intravenous injection of BaP (Marie-Desvergne et al. 2010).
However, to perform biomonitoring of occupational carci-
nogenic PAHs exposure using this metabolite, a highly sen-
sitive routine analytical method is necessary, because urine
levels are 1000 times lower than those of 1-OHP (Barbeau
et al. 2011). Animal studies have shown that urinary con-
centrations of 3-OHBaP represent only 0.1-0.2 % of the
BaP dose, due to a complex metabolism producing sev-
eral different metabolites that are mainly excreted in feces
(Marie et al. 2010; Payan et al. 2009). Maximum urinary
levels found in workers were 5 nmol/mol and 19.5 pmol/
mol for 3-OHBaP and 1-OHP, respectively, in carbon
anode production; 5.3 nmol/mol and 7 pmol/mol in carbon
cathode production; and 1.1 nmol/mol and 2.9 pmol/mol in
silicon production (Barbeau et al. 2014). Mean end-of-shift
levels of urinary 3-OHBaP were as low as 0.2 nmol/mol in
coke production workers and 0.5 nmol/mol for workers on
a graphite electrode production line (Forster et al. 2008).

Knowledge of the elimination kinetics of the urinary
metabolite, used as an exposure biomarker, is essen-
tial in order to define the urine sampling strategy. Levels
of urinary 1-OHP reach maximum values 3-9 h after the
end of work (Bouchard and Viau 1999), while the excre-
tion peak of 3-OHBaP occurs on average 15 h following
occupational exposure, with a range of 3-24 h post-shift,
depending on the tasks considered (Gendre et al. 2002,
2004). The delay in urinary elimination of 3-OHBaP is
partly explained by the storage of BaP in organism and the
retention of its metabolite in kidneys (Marie et al. 2010).
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However, absorption routes and exposure frequency also
influence biomarker elimination. The mean urinary half-life
of 1-OHP reached 3.9 h in the case of ingestion of barbe-
cued chicken, compared with 6 h after cigarette smoke (Li
et al. 2012; St Helen et al. 2012). This value increased to
13 h after occupational exposure if the pyrene entered the
organism via the skin, such as during creosote or asphalt
application (Sobus et al. 2009b; Viau et al. 1995; Viau and
Vyskocil 1995). A pre-shift sample on Monday and a pre-
shift or post-shift sample on Friday should be collected to
analyze 1-OHP when the main route of exposure is via the
skin or pulmonary absorption, respectively (Bouchard and
Viau 1999). However, it is difficult to discriminate between
the major absorption routes, because pyrene is emit-
ted into the atmosphere in gaseous form which is mainly
absorbed through the lungs and in particulate form which
can be absorbed both via a pulmonary route and a dermal
route after deposition of particles on the skin (Sobus et al.
2009a). Although the elimination kinetics of 3-OHBaP
has less been studied than the one of 1-OHP, Gendre et al.
(2004) proposed to collect urinary samples at the beginning
of shift the day after occupational exposure, to take into
account its excretion delay. However, no difference was
observed between the 3-OHBaP levels found at the end of
the penultimate workday shift and those at the beginning
of the last workday shift, among more than 100 workers
exposed consecutively throughout the working week (Bar-
beau et al. 2014). In this last study, BaP exposure occurred
over several consecutive days, while, in the study of Gen-
dre et al. (2004), workers were exposed for a single day.

The aim of the present work was to better understand
the factors affecting the variability of urinary levels of
3-OHBaP and 1-OHP among workers during a whole
working week, in order to select the best biomarker and to
set the best sampling time for assessing carcinogenic risk.
Pre-shift and post-shift urine samples were collected every
day of the working week as well as individual air samples.
Urinary levels of the two metabolites measured at differ-
ent sampling times were compared to determine the relative
importance of cutaneous and respiratory absorption routes.
Urinary concentrations were also compared with daily air-
borne concentrations of BaP and pyrene (both gaseous and
particulate pyrene) in order to study the influence of the
chemical composition of the aerosol, and in particular the
gaseous to particulate PAHs ratio.

Materials and methods
Study population

The subjects were seven non-smoking, healthy, male volun-
teers, between 30- and 60-year old, working in a pre-baked
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Table 1 Activities and protective equipment for each worker, each day (D) of the working week

Day of the working week Activity

Collective protection

Respiratory protection Skin protection

Carbon sector
Worker 1 (W1)

Dl Installation cleaning

Carbon electrode extrusion
D2-D3 Carbon electrode extrusion
D4 Installation cleaning

Carbon electrode extrusion
Worker 2 (W2)

Dl Installation cleaning

D2

D3 Overhead crane operator

D4
‘Worker 3 (W3)

D1-D4 Mobile raw material dispatcher
Worker 4 (W4)

DI1-D5 Non-mobile raw material dispatcher

Graphire sector
Worker 5 (W5)

Dl Mobile raw material dispatcher
D2-D5

‘Worker 6 (W6)
DI-D4 Safety rounds in the installations
D5 Administrative tasks

Worker 7 (WT7)
DI Forklift driver
D2 Graphite electrode extrusion
D3 Outdoor painting
D4 Graphite electrode extrusion
D5 Installation cleaning

Graphite electrode extrusion

Air curtain P3 non-powered None
None
None None Handling gloves
P3 powered
None
P3 powered
None P3 non-powered Handling gloves
None P3 non-powered Handling gloves
None None Handling gloves
P3 non-powered (paper)
None P3 powered None
None P3 non-powered Handling gloves

None

P3 non-powered

electrode production plant. Workers 1-4 and 5-7 were
involved in carbon and graphite sectors, respectively. A
questionnaire was completed by each worker in order to
inform them about the study and obtain their consent and
to collect detailed data about products, processes and daily
tasks performed, as well as the collective and personal pro-
tective equipment (Table 1).

While activities of workers 3-5 were relatively
unchanged, those of workers 1, 2, 6 and 7 varied dur-
ing the week. Installation cleaning consists of sweeping
and air blowing deposited particulate matter. Electrode
extrusion refers to carbon or graphite electrode molding
with a hot press. The overhead crane operator and the
forklift driver move and store the electrodes. Dispatch-
ers supply the press with raw materials from differ-
ent places (mobile dispatcher) or from one workstation
(non-mobile dispatcher). Safety rounds of the installa-
tions correspond to checking the proper functioning of

technical facilities, while administrative tasks are per-
formed in an office.

There was no collective protective equipment in the
workplaces except for worker 1 (W1) who was in a cabin,
where PAHs emissions were confined by an air curtain dur-
ing carbon electrode extrusion. Respirators were consist-
ently of type P3. W5 wore a disposable paper mask, while
the other workers wore reusable respirators, either non-
powered rubber half masks (W1, W3, W4, W7) or hoods
powered with cartridges worn at the belt (W2 and W6).
Handling gloves were worn by all workers, except for W1
and W6.

Urine and atmospheric sample collection
All samples were collected under the responsibility of the

occupational health physician of the company as part of the
routine follow-up of workers. Urine samples were collected
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at the beginning (BS) and at the end of shift (ES) every day
of the working week. Three subjects (W1, W2 and W3)
worked 4 days and provided eight samples while four sub-
jects (W4, W5, W6 and W7) worked 5 days and provided
ten samples. Samples were collected in 50-mL propylene
bottles and stored at —20 °C until analysis.

For each worker, personal samples were collected every
workday, over 7 h, according to the methods recommended
in France (AFNOR 1995). An opaque polypropylene cas-
sette holding a 37-mm-diameter quartz filter from What-
man (Clifton, USA) was connected in series to an ORBO
43 Supelpak-20 XAD2 tube from Sigma-Aldrich (Saint-
Quentin-Fallavier, France). Air sample squeezed through
filter, where BaP and pyrene present in the particulate
phase (pPyr) were trapped, before to reach the XAD2 car-
tridge where gaseous pyrene (gPyr) was adsorbed. Filters
are designed to retain particles with a diameter less than
I pm. This sampling device was connected to a pump
whose flow rate was regulated at 1 I/min. The stability of
the air flow during sampling was checked by comparing
rates at the beginning and the end of sampling and a varia-
tion greater than 5 % resulted in the exclusion of the sam-
ple. Afterward, the sample material was stored at —20 °C
until analysis.

Urinary analyses

After thawing the urine overnight, the 3-OHBaP analysis
was conducted using the method previously described by
Barbeau et al. (2011). Briefly, a 10 mL aliquot of urine
was diluted in acetate buffer before enzymatic hydrolysis
by B-glucuronidase/arylsulfatase from Roche (Mannheim,
Germany). The sample was purified and concentrated by
automated solid phase extraction from Gilson (Villiers-
le-Bel, France) using Sep-Pak C18, 500 mg with a capac-
ity of 6 mL from Waters (Guyancourt, France). Urinary
3-OHBaP was quantified by high-pressure liquid chroma-
tography coupled with fluorescence detection (HPLC-FLD)
from Waters. The “heart-cut” technique was used, with a
first sample separation performed on a Supelcosil LC-18
purification column (50 mm x 4 mm, 5 um) from Sigma-
Aldrich and a second separation performed on a PAH-C18
analytical column (250 mm x 3 mm, 5 pm) from Waters.
Excitation and emission wavelengths were fixed at 425 and
465 nm, respectively. The limit of quantification (LQ) was
0.2 pmol/L (0.05 ng/L).

Urinary 1-OHP was determined using a modified
method of that previously described by Jongeneelen et al.
(1988). Briefly, a 2 mL aliquot of urine was diluted in
acetate buffer before enzymatic hydrolysis and directly
injected into a HPLC-FLD system from Waters. Online
extraction of 1-OHP was performed with a Supelguard C18
column from Sigma-Aldrich and elution was performed
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with a LiChrospher C18 column from Merck (Billerica,
USA). Excitation and emission wavelengths were fixed at
333 and 390 nm, respectively. The LQ was 91.6 pmol/L
(20 ng/L). The laboratory meets the German Society for
Occupational and Environmental Medicine external quality
control system standards for 1-OHP.

Urinary creatinine was determined by Jaffe’s method
in a 2 mL aliquot of urine. All metabolites’ concentrations
were adjusted to urinary creatinine (mol/mol).

Atmospheric sample analysis

Fifteen milliliters of HPLC grade dichloromethane was
added to each filter. After ultrasonic extraction for 30 min,
the filter was removed, and the solvent was evaporated
using a rotary evaporator at 30 °C. The dry residue was
taken up in 1 mL of HPLC grade acetonitrile and filtered
through a 0.22-pm filter before analysis. The XAD2 tube
was eluted with 2 mL acetonitrile. PAHs were measured
by HPLC-FLD using a HPLC Alliance 2695 separation
module and a 2475 Mult % Fluorescence Detector from
Waters. Chromatographic separation was performed by
injecting 30 pL on a PAH-C18 column (250 mm x 3 mm,
5 pm) from Waters and elution with an acetonitrile/
water gradient. The column oven temperature was set at
32 °C. The wavelengths (excitation-emission) used were
333-390 and 296-405 nm for Pyr and BaP, respectively.
The LQ was 0.25 pmol/tube (0.05 ng/tube) for gPyr, 0.25
and 0.20 pmol/filter (0.05 ngffilter) for pPyr and BaP,
respectively.

Data analyses

Concentrations of metabolites and atmospheric PAHs lower
than the LQ were assigned a value equal to half the LQ
for graphics and statistical analyses. Total pyrene (tPyr)
was the sum of gPyr and pPyr levels. Ratios between uri-
nary concentrations of 3-OHBaP at the end of shift +16 h
(ES16) and 1-OHP at ES (ES16/ES), or between urinary
concentrations of the two metabolites obtained at the same
sampling time, at ES (ES/ES) or ES16 (ES16/ES16), were
calculated. Nonparametric Wilcoxon test and Spearman
coefficient (rh6) were performed with SPSS Statistics 22
software (IBM) to compare paired samples and to study
correlations, respectively. Due to the repeated measures
sampling design, linear mixed effects models were per-
formed with R 3.1.2 software (R Foundation for Statistical
Computing) to estimate relations between urinary metabo-
lites concentrations and atmospheric PAHs levels, using the
“Ime” function from “nlme” package (Pinheiro and Bates
2000). Log-transformed values of atmospheric PAHs lev-
els and urinary metabolites concentrations at different
sampling times were included as fixed effects. Workdays,
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1.e., the repetitions, were included as random effect. For all
tests, p values below (.05 were considered significant.

Results
Atmospheric PAHs measurements

All BaP analyses from elution of XAD2 tubes were below
the LQ, showing that BaP was trapped on filters.

Individual levels of gPyr, pPyr and BaP and concentra-
tions ratios of gPyr/pPyr, BaP/gPyr, BaP/pPyr and BaP/
tPyr are shown in Table 2.

Levels of gPyr ranged from 10.3 to 876.3 ng/m® in the
carbon sector and from 0.9 to 143.4 ng/m® in the graph-
ite sector, over the 5 days. The highest levels were found
in carbon electrode extrusion (W1) and the lowest levels
during raw material dispatching in the graphite sector
(W5). pPyr levels were less variable than those of gPyr
and ranged from 27.1 to 289.8 ng/m* in the carbon sector
and from 7.2 to 239.3 ng/m’ in the graphite sector. The
highest level was found in carbon sector raw material dis-
patching (W4) and the lowest during safety rounds in the
graphite sector (W6). Pyrene levels also varied between
days of the working week for a given worker. The high-
est variability of gPyr was found for W7, with a relative
standard deviation (RSD) close to 140 %, while that of
pPyr was found for W2, with a RSD,,,, equal to 95 %.
pPyr levels were higher than those of gPyr (p < 0.05),
with mean gPyr/pPyr ratios lower than 0.5, except for
W4 and WI1. Indeed, carbon electrode extrusion (W1)
was responsible for the emission of significant amounts
of gaseous PAHs, with an average gPyr/pPyr ratio close
to 3.8. This ratio was highly variable between days of
the working week, especially for W3 in the carbon sector
(RSD > 110 %) and for W6 and W7 in the graphite sector
(RSD =~ 140 %).

The variability of BaP airborne concentrations was simi-
lar to that of pPyr and ranged from 26.9 to 425 ng/m? in the
carbon sector and from 8.8 to 231.7 ng/m? in the graphite
sector. For the two sectors, the highest levels were found
for dispatching tasks. Levels of BaP were less variable than
those of gPyr and pPyr between days of the working week,
with a RSD,,, lower than 80 % for W7. While BaP/gPyr
ratios were very variable from one task to another (from
0.23 to 49.03) and between days (with RSD greater than
80 %, except for W3), BaP/pPyr ratios were much more
homogenous between different tasks and days (RSD ranged
from 14 to 54 % depending on the worker). Finally, aver-
age BaP/tPyr ratios were close to one, revealing an amount
of BaP similar to that of tPyr (p > 0.05), except for carbon
electrode extrusion (W1) where BaP was six times lower
than tPyr.

Correlations were nonsignificant between atmospheric
concentrations of gPyr and pPyr (rhé = 0.24, p > 0.05,
n = 32) and between gPyr and BaP (thé = 0.18, p > 0.05,
n = 32), while pPyr and BaP concentrations were well cor-
related (rhd = 0.78, p < 0.05, n = 32). Thus, correlation
between (Pyr and BaP was significant but poor (rhé = 0.48,
p<0.05n=32).

Urinary concentrations of 3-OHBaP and 1-OHP

Only three out of 64 samples were below the LQ for
3-OHBaP and none for 1-OHP. Levels were higher in urine
collected at the end of shift the end of week (ESEW) than
at the beginning of shift the beginning of week (BSBW) for
1-OHP (p < 0.02) and 3-OHBaP (p < 0.02; Table 3).

3-OHBaP levels ranged from 0.02 to 0.80 nmol/mol. W1
had very low levels throughout the week, while the high-
est level was measured for W6 at the end of the working
week. Maximum 3-OHBaP levels were observed at the
beginning of the last workday shift (BSEW) for four out
of seven workers (W2, W3, W4 and W6) and on ES for the
other workers (W1, W5 and W7). No significant difference
was found between the urinary concentrations in samples
obtained at BSEW and those from ES on the day before
(p=>0.05n="7.

Urinary concentrations of 1-OHP were more variable and
ranged between (.08 and 2.08 pmol/mol. The lowest levels
were found for W2 and W4. W1 had a very high level (higher
than 2 pmol/mol) at the end of the second workday. The
maximum always occurred at ES, for four workers on the
second day (W1, W3, W4 and W7), for two at the end of the
week (W35 and W6), for one on the third (W2) and another
on the fourth day (W4). The concentrations of 1-OHP were
significantly lower in urine samples taken at BSEW than in
those from ES the day before (p < 0.02, n = 7).

Median values of 3-OHBaP/1-OHP ratios were close for
ES16/ES, ES/ES and ES16/ES16, for a given worker. W1
showed the lowest values, from 0.03 to 0.04, while those
of the others ranged from 0.23 (W2) to 0.47 (W3). Ratios
were also variable between days of the working week: RSD
ranged from 14 % (W2) to 66 % (W6) for ES16/ES, from
31 % (W5) to 81 % (W6) for ES/ES and from 20 % (W3)
to 62 % (W6) for ES16/ES16.

Urinary concentrations of the two metabolites and cor-
responding atmospheric pyrene and BaP levels during the
working week are summarized in Fig. 1. There was no regu-
lar increase in urinary concentrations throughout the work-
ing week, and levels found at the ES the second day were
close to those at ESEW. Only W5 for 1-OHP and W6 for the
two metabolites showed highest biomarkers levels at the end
of the working week. Conversely, the 1-OHP level of W1
was three times higher at ES-D2 than at ESEW. After the
first significant day of exposure, the urinary concentrations
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Table 2 Airbome PAHs data for each day of the working week

Daily levels (ng/m’)

Concentration ratios (median [min-max])

ePyr pPyr BaP gPyr/pPyr BaP/gPyr BaP/pPyr BaP/tPyr
Carbon sector
Wl
DI 623.6 227.6 9.4 3.51[1.32-6.84] 0.16 [0.10-0.51] 0.55[0.41-1.19] 0.13 [0.08-0.29]
D2 876.3 205.0 85.7
D3 314.8 46.0 5.7
D4 1437 109.0 73.6
W2
DI 41.1 271.5 218.3 0.30 [0.09-0.54] 4.30[2.20-17.33] 1.31 [0.80-1.78] 0.93 [0.68-1.49]
D2 12.2 27.1 26.9
D3 30.8 56.9 101.2
D4 10.3 109.7 178.5
W3
DI 342 139.0 248.6 0.29 [0.25-0.47] 6.16 [2.82-7.28] L72[1.33-191] 1.37 [0.90-1.44]
D2 39.9 122.9 2344
D3 527 206.3 339.0
D4 46.3 97.9 130.4
W4
Dl 64.5 289.8 425.0 0.51[0.22-3.59] 3.50 [0.51-6.59] L77[1.32-1.84] L18[0.40-1.21]
D2 114.6 32.0 58.8
D3 4.3 147.0 260.2
D4 66.2 133.8 241.1
D5 122.4 83.4 110.1
Graphite sector
W5
Dl 1.7 67.5 70.2 0.08 [0.01-0.16] 17.52 [7.32-139.30] L.04 [0.56-1.47] 0.96 [0.56-1.36]
D2 0.9 120.1 67.8
D3 9.2 109.9 161.5
D4 1.7 239.3 231.7
D5 12.5 76.2 914
W6
DI 10.9 50.3 727 0.22 [0.05-1.52] 6.66 [0.80-22.65] 1.22 [0.69-1.52] 100 [0.48-1.24]
D2 1.0 7.2 8.8
D3 4.9 106.4 110.9
D4 22.3 110.9 76.9
D5 8.9 39.7 60.3
W7
DI 9.4 50.1 559 0.17 [0.10-1.41] 5.92[0.44-12.84] 0.91 [0.50-1.33] 0.79 [0.26-1.20]
D2 143.4 101.9 634
D3 7.9 54.8 498
D4 20.5 173.7 86.6
D5 17.9 173.1 230.0

Bold values indicate medians

W worker, D day

of both biomarkers did not come back to their basal levels
the following morning. This was observed for both metab-
olites after the first workday for W1 to W6 and after the
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second workday for W7, and for 3-OHBaP, after the penulti-
mate day for W3 and W4 and also after the penultimate day
of W6 although he had been previously exposed.
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Table 3 Urinary concentrations
and ratios of 3-OHBaP and

BSBW-ESEW: max (sampling time)

3-OHBaP/1-OHP ratios {(median [min-max])

1-OHP in pre-shift and post- 3-OHBaP (nmol/mol)  1-OHP (pmol/mol) ESI16/ES ES/ES ESI6/ES16
shift urine samples during the
working week W1 0.02-0.05 0.11-0.70 0.04 [0.02-0.07]  0.03 [0.02-0.07] 0.04 [0.02-0.07]
0.05 (ES-D2/D3/EW)  2.08 (ES-D2)
W2 0.04-0.14 0.08-0.35 0.30[0.25-0.33]  0.23 [0.07-0.40] 0.23 [0.22-0.40]
0.15 (BSEW) 0.46 (ES-D3)
W3 0.06-0.23 0.11-0.58 047 [0.28-0.54]  0.34 [0.03-0.41]  0.40 [0.28-0.41]
0.40 (BSEW) 0.72 (ES-D2)
W4 0.08-0.12 0.12-0.40 0.26 [0.23-046] 0.26 [0.14-0.46] 0.24 [0.14-0.30]
Bold values indicate maximum 0.19 (BSEW) 0.43 (ES-D2/D4)
urinary concentrations W5 0.09-0.16 0.20-0.73 0.45[0.25-0.89] 0.45[0.22-0.51] 0.39 [0.22-0.51]
D day, BSBW beginning of 0.24 (ES-D2) 0.73 (ESEW)
shift. beginning of week. BSEW W6 <LQ-0.64 0.1-0.86 0.44 [0.20-0.86] 0.30 [0.04-0.74]  0.31 [0.20-0.74]
beginning of shift, end of week, 0.80 (BSEW) 0.86 (ESEW)
g.giw;nq "ff";ﬁ‘;,;“‘jg‘;fwsc'}’ W7 0.07-0.29 0.22-0.69 0.41[0.31-0.58] 0.34[0.18-0.54] 0.35 [0.18-0.54]
o beginning of sl &o end o 0.29 (ESEW) 0.83 (ES-D2)

shift, ES76 end of shift + 16 h

Relations between atmospheric levels and urinary
concentrations

Atmospheric levels of gPyr, pPyr and BaP during the first
workday were not correlated with urinary concentrations
of 1-OHP and 3-OHBaP in samples collected at ES-D1
and BS-D2. Considering all measurements throughout the
working week, significant positive effects of 1-OHP in
BS wrines and atmospheric gPyr levels were observed on
1-OHP concentrations in ES samples. However, 1-OHP
concentrations on ES16 were linked only with I-OHP
concentrations on ES and pPyr levels (Table 4). On the
other hand, no significant effect of atmospheric BaP was
observed on urinary concentration of 3-OHBaP, regard-
less of the sampling time, but 3-OHBaP levels on ES were
linked with those on BS (Table 5).

Discussion

Atmospheric levels of PAHs are higher in the carbon sector
than in the graphite sector, with nearly 50 % of BaP values
exceeding 150 ng/m® which is the occupational exposure
limit (OEL) recommended by the French health insurance
agency. This is probably due to the disrepair of facilities
in the carbon sector compared with the graphite sector and
the use of different raw materials. However, these levels are
lower than those previously reported in the same industrial
sector (Petry et al. 1996), due to improvements in industrial
processes and changes in the raw materials used in the last
20 years.

The high variability of PAHs is due to occupational
activities that were very different from one individual
to another and also from one day to another for the same
worker. While the levels of the particulate phase (pPyr and

BaP) correlate well, their variations are very different and
lower than those of the gas phase (the RSD of gPyr is three
times higher than that of pPyr and BaP). This difference
has been already reported for workers exposed to creosote
during one working week (Elovaara et al. 1995) and is due
to the different sources of emission. Indeed, the maximum
levels of particulate PAHs had been measured at the raw
material dispatchers, while those of gPyr were measured
during the “electrode extrusion” process in both sectors
(every day for W1 and D2 for W7). At the dispatchers, the
handling of raw carbon material containing coal-tar pitch
generates a large amount of particulate PAHs, whereas
during extrusion, the heat requested for electrode molding
leads to the release of high amounts of gaseous PAHs. Sim-
ilarly, levels of BaP and pPyr vary by one order of magni-
tude between two consecutive days of facility cleaning and
safety checks (DI and D2 for W2 and W6, respectively),
while they are very close for gPyr. These results explain the
large variability in gPyr/pPyr ratios depending on the work-
ers activity and the day of the week, which had already
been reported in this sector (Petry et al. 1996) or in an arti-
ficial shooting target factory (Lafontaine et al. 2000). Bent-
sen et al. (1998) study, conducted during the production
of electrodes, is the only one to show a good correlation
between the levels of BaP and tPyr because the proportion
of pPyr in the mixture was greater. These results illustrate
the various sources ol variability of the chemical compo-
sition of atmospheric aerosols and highlight the difficulty
of finding a pollutant tracer other than BaP to estimate the
carcinogenic risk resulting from these mixtures.

In order to assess the real occupational exposures, bio-
logical monitoring that takes into account dermal absorp-
tion is essential. Urinary 3-OHBaP is an accurate bio-
marker to evaluate carcinogenic exposure. Recently, a
reliable and specific analytical method was developed
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Table 4 Results from linear mixed effects models for [-OHP

I-OHP ES (n = 32) 1-OHP ES16 (n = 25)

Estimate (SE) pvalue  Estimate (SE) p value
Intercept —0.793 (0.398) 0058 —1.354(0361) 0.002
gPyr 0.114(0.044) 0.015  —0.003(0.040) 0944
pPyr 0.086 (0.090) 0346 0.197(0.072) 0.014
1-OHPBS  0.554(0.113) <0.001 0.144(0.137) 0.306
1-OHP ES 0.438 (0.150) 0.010

SE standard error

Significant p values are in bold

Table 5 Results from linear mixed effects models for 3-OHBaP

3.0HBaPES (n=32)  3-OHBaP ESI16 (n = 25)

Estimate (SE)  p value Estimate (SE)  p value
Intercept —0.798 (0.683)  0.254 —1.525(1.001) 0.145
BaP 0.015 (0.132) 0912 0.062(0.188) 0.747
3-OHBaP BS  0.651 (0.117) <0.001 0.051 (0.287) 0.861
3-OHBaP ES 0.309 (0.277) 0.279

SE standard error

Significant p values are in bold

especially for routine monitoring (Barbeau et al. 2011).
The lower 3-OHBaP levels were observed at BSBW for all
employees [<LOQ-0.09 nmol/mol] as well as for 1-OHP
[0.08-0.22 pmol/mol] and were quite comparable to those
reported in non-occupationally exposed subjects (Lafon-
taine et al. 2006). 3-OHBaP concentrations of mobile raw
material dispatchers (W3) and safety rounds in the facil-
ity (W6) were above 0.4 nmol/mol, the recommended
value proposed by Lafontaine et al. (2004), at BSEW. In
contrast, 1-OHP levels were higher than 1 pmol/mol, as
considered by some authors as the value that should not be
exceeded (Siwinska et al. 2004), for the “carbon electrode
extrusion™ position only (W1). These differences between
the two exposure biomarkers were confirmed by the high
intra-individual variability of ratios 3-OHBaP/1-OHP. Pre-
viously, strong correlations had been found when the two
metabolites were analyzed on the same sample collected
at ESEW (Barbeau et al. 2014; Forster et al. 2008). These
current results are explained by variable PAHs aerosol
combined with respiratory uptake of gPyr through P3 res-
pirators, and also by an important cutaneous absorption of
particulate PAHs which can penetrate into the organism via
unprotected wrist or neck, but also through skin areas cov-
ered by contaminated work clothes (Van Rooij et al. 1992).
Indeed, it is well established that PAHs absorption process
strongly influences the kinetics of urinary excretion of the
various metabolites (Lafontaine et al. 2002; Li et al. 2012;

Payan et al. 2009; Sobus et al. 2009b; St Helen et al. 2012
Viau et al. 1995; Viau and Vyskocil 1995).

Urinary levels of the two metabolites showed no pro-
gressive increase over the working week, except for W5 and
‘W6, contrary to what was previously reported for 1-OHP in
carbon electrode production (Petry et al. 1996). This can be
explained by lower exposures in our study combined with
high day-to-day variations. It is interesting to note that,
during the first major occupational exposure of the work-
ing week, metabolite concentrations were high the follow-
ing morning, while they came back to beginning of shift
levels the other days of the week. This finding could prob-
ably be explained by the absence of accumulation of PAHs
in organisms that were non-exposed since the previous
weekend, promoting their distribution to different tissues
and slowing their elimination. With regard to the end of
the working week, 3-OHBaP concentrations were not sig-
nificantly different between ES of the penultimate day and
BSEW, unlike those of 1-OHP, as previously seen in 129
employees from different industrial sectors (Barbeau et al.
2014). However, in the current study, more than half (60 %)
of the maximum urinary concentrations of 3-OHBaP were
obtained at BSEW. The lack of 3-OHBaP accumulation in
the organism from the fluctuating BaP exposure promotes
the 3-OHBaP distribution to different tissues and slows its
elimination, in the same way as the first working day with
an occupational exposure. Thus, sampling for 3-OHBaP
analysis should be carried out on BSEW as proposed by
Gendre et al. (Gendre et al. 2004). On the other hand, the
maximum levels of urinary 1-OHP always appeared at
ES, but only 30 % were obtained at ESEW. In addition,
this metabolite has a greater variation than 3-OHBaP due
to faster elimination kinetics and simultaneous uptake of
pPyr and gPyr through skin and respiratory tract, respec-
tively. Significant positive effect of atmospheric gPyr levels
on urinary 1-OHP concentrations on ES was shown by lin-
ear mixed effects models. Similar model was used to study
effects of work assignments on the levels of PAHs in urines
collected over three consecutive days in a group of work-
ers exposed to hot asphalt (Sobus et al. 2009b). Thus, high
levels of 1-OHP for W1 on the first and second days and
for W7 on the second day are mainly due to atmospheric
exposure to gPyr, and urine samples for the determina-
tion of 1-OHP should be taken at ES on the day of great-
est exposure and not systematically at ESEW as previously
suggested (Bouchard and Viau 1999). No significant effect
of particular PAHs levels (BaP and pPyr) was observed on
urinary metabolite concentrations. These results were simi-
lar to those previously obtained in a factory producing car-
bon electrodes (Bentsen et al. 1998). Indeed, the amount of
1-OHP eliminated in 24 h was not correlated with the level
of atmospheric pPyr among employees producing creosote
(Elovaara et al. 1995). These results are due to the wearing
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of P3 mask that is designed to stop particulate phase (Ren-
gasamy et al. 2009), and especially skin absorption of the
compounds both by direct contact with the raw materials
and through indirect contact via the particles deposited on
work clothes and skin (Lafontaine et al. 2000). The impor-
tance of this absorption route delayed urinary excretion
of metabolites due to PAHs skin retention (Sobus et al.
2009b; Viau et al. 1995; Viau and Vyskocil 1995). That is
shown by significant effect of pPyr on urinary 1-OHP in
ES16 samples. Sobus et al. (2009a) had also found that
concentrations of 1-OHP measured in urine collected in the
morning after the shift were related to dermal exposure to
pyrene, measured using patches. As 3-OHBaP elimination
is delayed by approximately 15 h compared with that of
1-OHP, as a result of kidney retention (Gendre et al. 2002,
2004; Marie et al. 2010), it is normal not to find any statis-
tical link between urinary 3-OHBaP and atmospheric lev-
els of BaP. The extent of dermal absorption of particulate
PAHSs restricts the relevance of proposing OEL for BaP and
emphasizes the need for a biological limit value based on
health effects and not derived from correlations with OEL.

Conclusions

This study demonstrates the advantage of biomonitor-
ing for PAHs health risk assessment. Significant varia-
tions in the chemical composition of atmospheric aero-
sols and also different absorption pathways for gaseous
and particulate PAHs preclude the use of 1-OHP instead
of 3-OHBaP in order to assess exposure to PAHs carcino-
genic mixtures. Although several authors have proposed
an algorithm to adjust the urinary concentration of 1-OHP
to the atmospheric pyrene/BaP ratio (Bouchard and Viau
1999; Jongeneelen 2014), this approach is of limited use.
Indeed, it does not take into account either the differ-
ences between gPyr, pPyr and BaP absorption routes or
urinary 1-OHP and 30HBaP elimination kinetics. Urinary
3-OHBaP is the most relevant biomarker for estimating
carcinogenic risk in subjects exposed to complex mix-
tures of PAHs. It has the advantage of assessing exposure
to BaP, the only PAH classified as being clearly carcino-
genic to humans. Furthermore, 3-OHBaP is more slowly
eliminated in urine than 1-OHP, thus preventing underes-
timation of risk (Lin et al. 2005; Sobus et al. 2010). Urine
samples should be collected at the beginning of the shift
the end of working week for the 3-OHBaP quantification,
especially in case of high exposure variability. Neverthe-
less, this study shows that the quantification of 1-OHP, in
addition to 30HBaP, in urine collected at different sam-
pling times provides valuable information on absorption
pathways and thus will contribute to improving the effi-
ciency of protection measures.
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II.2. Synthese de l'article

I1.2.1. Matériel et Méthodes
Des prélevements atmosphériques individuels ontéslsés chaque jour travaillé chez 7
salariés d’'une usine de production d’électrodesaillbone pendant une semaine de travail. En
parallele, le 1-OHP et le 3-OHBaP ont été mesuads des urines de début de poste et fin de

poste. L’ensemble des analyses a été effectue®eQHLD.

Les travailleurs ne portent que des masques de R@eui filtrent uniqguement la phase

particulaire.

Pour étudier la relation entre les niveaux atmosgués et les concentrations urinaires de 1-
OHP et de 3-OHBaP en fin de poste et fin de polste 6h, une régression linéaire a effet
mixte a été realisée. Les prélevements de fin déepet/ou de début de poste ont été intégrés
comme des effets fixes. Les niveaux atmosphériqueslAP parent contenu dans la phase
particulaire et dans la phase gazeuse ont égalesteimtégrés comme effets fixes. Un effet

aléatoire jour a été appliqué.

l.1.1. Résultats
Les prélevements atmosphériques ont mis en évideneequantité de pyréne particulaire
généralement supérieure a celle de pyréne gazeuxie@ier est non corrélé ni au pyréne
particulaire ni au BaP tandis que le pyréne pddiceiest corrélé au BaP. Une forte variabilité
des niveaux atmosphériques est observée entmaledlieurs mais aussi en fonction des jours

pour un méme travailleur notamment au niveau da ptrene particulaire/ pyrene gazeux.

Les concentrations urinaires de 1-OHP en fin deagsarfin de poste et de 3-OHBaP en fin de
semaine début de poste, sont significativement glesées qu’en début de semaine début de
poste. Les concentrations urinaires de 1-OHP sonifisativement supérieures en fin de poste

de I'avant dernier jour par rapport a celles deutléle poste du dernier jour (équivalent au fin
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de poste plus 16h) alors que les niveaux de 3-OHf#eP comparables. Les concentrations
maximales de 3-OHBaP sont observées dans 60% demnadébut de poste du dernier jour.
Celles du 1-OHP sont observées en fin de semaindefiposte dans 30% des cas seulement.
Généralement, les concentrations urinaires n'auggnepas au fil des jours travaillés pour les

deux métabolites.
L’étude de larelation entre les niveaux atmospju&s et les concentrations urinaires a montré :

- Une relation significative entre les niveaux atn@spues de pyrene gazeux et les
concentrations urinaires de 1-OHP en fin de poste

- Une relation significative entre les niveaux atpta&riques de pyréne particulaire et les
concentrations urinaires de 1-OHP en fin de posie J6h.

- Pas de relation significative entre les niveaux cephériques de BaP et les

concentrations urinaires de 3-OHBaP.

I1.2.2. Conclusion

La variabilité inter- et intra-individuelle de laomposition des mélanges et donc des
concentrations atmosphériques en HAP auxquelsujesssont été exposés tout au long de la
semaine de travail met en évidence la difficultétiiser le métabolite d'un HAP non

cancérogene appartenant aux phases gazeuse @llpagipour estimer le risque cancérogene.
En effet, les niveaux de 1-OHP urinaire mesuréredd poste refletent I'absorption respiratoire
du pyrene gazeux qui est rapide mais pas du py@mieulaire car cette phase qui contient les
HAP cancérogenes est arrétée par le masque P&venche, les concentrations urinaires de
1-OHP mesurées en fin de poste plus 16h sont mflkes par I'absorption cutanée du pyrene
particulaire qui a une cinétique d’élimination pleste a cause de I'effet réservoir de la peau

(voir Chapitre 1 :111.1.2).
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Ainsi, le 3-OHBaP apparait comme le biomarqueynils approprié pour estimer I'exposition
aux HAP cancérogenes patrticulaires, et surtout @B. Bes concentrations urinaires de 3-
OHBaP ne sont pas influencées par les niveaux gtméogjues de BaP quel que soit le moment
de prélevement ce qui est expliqué par le portasgume P3. Ceci permet de mettre en évidence
gue I'exposition professionnelle aux HAP partictdaise fait majoritairement par voie cutanée.
La majorité des concentrations maximales de 3-OH&aR observées en début de poste du
dernier jour du fait d’'une accumulation tout audate la semaine de travail indiquant que ce
moment de prélevement semble le plus approprié lpaurveillance de I'exposition en milieu
professionnel quand celle-ci est variable toutanglde la semaine (cas le plus frequemment

rencontré en santé travail).
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[ll. Cinétique d’élimination urinaire du 3-OHBaP et WODHP et moyen

de correction de la diurese

l.1. Article 2
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Article history: Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are ubiquitous carcinogenic pollutants emitted in complex
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absorption routes, biomonitoring is more relevant than atmospheric measurements to health risk as-
sessment, but knowledge about how to use biomarkers is essential. In this work, urinary elimination
kinetic of 1-hydroxypyrene (1-OHP) and 3-hydroxybenzo{a)pyrene (3-OHBaP) were studied in six
electrometallurgy workers after PAHs exposure. Spot samples were collected on pre- and post-shift of

Keywords: the last workday then the whole urinations were separately sampled during the weekend. Non-linear
Biomonitoring mixed effects models were built to study inter- and intra-individual variability of both urinary meta-
Toxicokinetic bolites toxicokinetic and investigate diuresis correction ways. Comparison of models confirmed the
Diuresis

diuresis correction requirement to perform urinary biomonitoring of pyrene and BaP exposure. Urinary
creatinine was found as a better way than specific gravity to normalize urinary concentrations of 1-OHP
and as a good compromise for 3-OHBaP. Maximum observed levels were 1.0 pmol/mol creatinine and
0.8 nmol/mol creatinine for 1-OHP and 3-OHBaP, respectively. Urinary 1-OHP concentrations on post-
shift were higher than pre-shift for each subject, while 3-OHBaP levels were steady or decreased, and
maximum urinary excretion rates of 3-OHBaP was delayed compared to 1-OHP. These results were
consistent with the sampling time previously proposed for 3-OHBaP analysis, the next morning after
exposure. Apparent urinary half-life of 1-OHP and 3-OHBaP ranged from 120 h to 18.2 h and from 48 h
to 49.5 h, respectively. Finally, inter-individual variability of 1-OHP half-life seemed linked with the
cutaneous absorption extent during exposure, while calculation of 3-OHBaP half-life required the
awareness of individual urinary background level. The toxicokinetic modeling described here is an ef-
ficient tool which could be used to describe elimination kinetic and determine diuresis correction way for
any other urinary biomarkers of chemicals or metals exposure.

@ 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1-hyd roxypyrene
3-hyd roxybenzo{ajpyrene

1. Introduction and distillation of coal or petroleum. They are found in the at-
mosphere as complex gaseous and particulate mixtures, whose
Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) are ubiquitous pollu- composition varies according to the emission sources, Within this

tants emitted during incomplete combustion of organic matter chemical family, benzo(a)pyrene (BaP) is classified as a proven
human carcinogen while several other PAHs are classified as
possible or probable human carcinogens (IARC, 2010). By contrast,

Abbreviations: PAHs, Polycyclic Aromatic Hydrocarbons; 3-OHBaP, 3-hydro- pyrene is a non-carcinogenic PAH, extensively studied due to its
xybenzo(a)pyrene; 1-OHP, 1-hydroxypyrene; SG, Urinary specific gravity abundance in mixtures. Environmental exposure occurs by to-
* Correspondence to: Equipe Environnement et Prédiction de la Santé des Po- b . : . : e

acco consumption, diet, and atmospheric pollution. In addition,

pulations, Laboratoire TIMC-IMAG, UMR CNRS 5525, Université Joseph Fourier - . . P P p . . .
Grenoble 1, UFR de Médecine, Domaine de la Merci, 38700 La Tronche, France. high occupational exposure levels are reported in some industries
E-mail address: DBarbeau@chu-grenoble.fr {D. Barbeau), using products derived from coal (Unwin et al., 2006). In France,

http:[/dx.doi.org(10.1016/j.envres.2016.02.035
0013-9351 /2 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.



Chapitre 2 :

Surveillance biologique de I'exposition aux HAP @&megenes de la phase particulaire

470

1.6 million workers are exposed to PAHs with 93,000 worked in
the metallurgy industry (Guignon and Sandret, 2005) including
carbon electrode manufacturing, which is classified as probably
carcinogenic to humans (IARC, 2010). In this sector, the mean le-
vels reported for BaP and pyrene were 4.9 ug/m® and 11.2 pg/m?,
respectively (Forster et al., 2008). These levels were largely higher
than the French recommended value for BaP, equal to 150 ng/m®.
However, atmospheric measurement cannot assess human ex-
posure: wearing respiratory mask can generate an over-estimation
of exposure and dermal uptake, which is the main absorption way
of PAHs for numerous tasks, can lead to an under-estimation of
exposure (Elovaara et al., 1995; VanRooij et al, 1993).

For assessing health risk, biomonitoring is more relevant than
air monitoring because it allows the evaluation of the internal
dose of chemicals. Urinary analyses are widely used, because ex-
posure biomarkers accumulate in the bladder between two ur-
inations and it is very easy to collect urine samples. To take into
account the variation of diuresis, urinary concentrations stated in
mass per volume unit need to be corrected. Normalization by ur-
inary creatinine is mainly used although age, sex, ethnicity and
muscular mass influence its excretion and can change the inter-
pretation of urinary biomarkers levels (Truchon et al.,, 2014). Fur-
thermore, this correction is valuable only if metabolites undergo
the same excretion mechanisms than the creatinine, ie via glo-
merular filtration (Boeniger et al., 1993). To overcome these diffi-
culties, normalization by specific gravity (SG) has been proposed
to take into account fluctuations in urine dilution (Sauvéet al.,
2015). Nowadays, research on the optimal approach to adjustment
of urinary concentrations in spot urine samples, in order to per-
form biomonitoring, is still an important challenge (Weaver et al,,
2015).

Urinary 1-hydroxypyrene (1-OHP), the main metabolite of
pyrene, was proposed as the first biomarker of PAHs exposure by
Jongeneelen in 1985 (Jongeneelen et al., 1985). It is the most
commonly used biomarker to perform PAH biomonitoring
(Strickland et al,, 1996) and many exposure data are available
(Hansen et al., 2008). 1-OHP was correlated with genotoxic effect
in some studies (Siwinska et al., 2004; Talaska et al., 2014), but not
systematically (Marczynski et al., 2011), probably due to the high
variability of the BaP/pyrene ratio according to industrial sectors
and activities of workers (Barbeau et al., 2015; Lafontaine et al.,
2004). Thus, 1-OHP might be not the most appropriate biomarker
to assess carcinogenic PAHs exposure. Urinary 3-hydroxybenzo(a)
pyrene (3-OHBaP) is more appropriate to evaluate carcinogenic
exposure because it is an urinary metabolite of BaP (Boogaard,
2008). Due to a complex BaP metabolism with production of many
metabolites (Gelboin, 1980) and elimination predominantly via the
feces, urinary 3-OHBaP represented only 0.21% of BaP dose in-
jected in rats (Marie et al, 2010). A high sensitive and reliable
analytical method has recently been developed to use urinary
3-OHBaP as biomarker for occupational biomonitoring (Barbeau
et al, 2011). The maximum urinary 3-OHBaP concentration of
workers involved in an electrode manufacturing plant was found
at 5.27 nmol/mol creatinine, while maximum of 1-OHP was higher
by three orders of magnitude, reaching 6.99 ymol/mol creatinine
(Barbeau et al., 2014),

In order to set the best sampling time representing the ex-
posure and being convenient to implement, biomonitoring re-
quires knowledge about elimination kinetic and related influen-
cing factors. The different absorption routes affect considerably the
urinary elimination rate of 1-OHP. In human, the maximum ur-
inary excretion took place between 2.2 h and 9.7 h after a dietary
exposure (Buckley and Lioy, 1992; Chien and Yeh, 2010; Li et al.,
2012), while this maximum appeared 1-2 h after the post-shift for
a respiratory absorption (Lafontaine et al., 2002) and 10-15 h for a
dermal uptake (Viau and Vyskocil, 1995). In the same way, the
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urinary half-life of 1-OHP ranged from 3.0 to 5.7 h (Li et al,, 2012),
from 3.7 to 9.9 h (St Helen et al., 2012) and from 11.5 to 15 h (Viau
and Vyskocil, 1995) after oral, inhalation and dermal absorption,
respectively. Thus, in addition to individual characteristics, differ-
ences of exposure conditions in workplaces, especially the cuta-
neous absorption extent, could explain the important variability of
apparent 1-OHP half-lives observed in occupational studies, as
well in different industrial sectors (Lafontaine et al., 2004), as in
the same sector for several tasks (Buchet et al., 1992; Sobus et al.,
2009). Pre-shift urine sample collected at the end of the workweek
is considered as the best sampling time to analyse 1-OHP when
the main route of exposure is skin uptake, while post-shift sample
collected at the end of the workweek remains the best if inhalation
is the main way of absorption (Bouchard and Viau, 1999). However,
there is still no consensus and ACGIH recommends only post-shift
atend of workweek as sampling time for 1-OHP (ACCIH, 2015). For
3-OHBaP, maximum urinary excretion appeared between 10 and
17 h after the post-shift (Gendre et al., 2002) and the only appar-
ent urinary half-life calculated in humans for this metabolite was
8.8 h (Lafontaine et al., 2004). But urinary 3-OHBaP concentrations
measured in the urine collected at the post-shift of the penulti-
mate workday were not statistically different than those found at
the pre-shift of the last workday, when the exposure is relatively
constant over the workweek (Barbeau et al, 2014). Conversely,
when occupational exposure is variable during the workweek, 60%
of the maximum urinary 3-OHBaP concentrations were found on
pre-shift, versus 17% on post-shift of the last workday (Barbeau
et al, 2015). Currently, pre-shifts of the first and of the last
workdays remain the proposed urine sampling times to analyse
this metabolite (Gendre et al., 2004).

The aim of this study was to fill the lack of data about the
toxicokinetic of urinary 3-OHBaP and make a comparison with
1-OHP, the common PAH exposure biomarker. Furthermore, the
usefulness of different kinds of diuresis correction was studied for
these urinary metabolites. The maximum urinary excretion rate,
the influence of inter-individual variability and the appropriate
normalization technique of urinary concentrations were studied
using non-linear mixed effects models in a group of electro-
metallurgy workers.

2. Materials and methods
2.1. Study population

The subjects were 6 non-smoking, healthy, male volunteers
between 30 and 60 years old, working in a prebaked electrodes
production plant. A questionnaire was completed by each worker
in order to inform them about the study and obtain their consent.
No special instruction concerning diet was given. Urinary analyses
were prescribed by the occupational physician of the plant as part
of PAHs exposure monitoring. During the last day of the work-
weelk, one worker (W1) stored the cooled electrode after its ex-
trusion, three workers (W2, W3, W4) loaded raw materials (car-
bon and pitch coke), one (W5) was in charge of administrative
tasks in an office and the last one (W6) performed electrode ex-
trusion and cleaning installations. All workers carried P3 masks
and handling gloves, except workers 5 and 6.

2.2, Urine collection

Urine samples were collected at the beginning and at the post-
shift on the last workday of the week in 50 ml propylene bottles.
From this post-shift, subjects collected separately all urinations in
their entirety in 500 ml propylene bottles during the weekend.
Urine volume was measured at the laboratory before storage at
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Table 1
Urinary 1-OHP and 3-OHBaP concentrations.
Metabolite  Worker  Creatinine adjustment SG adjustment Non adjusted concentration N (n <LOQ)
(nmol/mol creatinine) (pmolfl) (pmol/1)
Pre-shift  Post-shift ~ Week-end Pre-shift  Post-shift ~ Week-end Pre-shift  Post-shift ~ Week-end
(min-max) {min-max) (min-max}
1-OHP W1 420 500 30-660 5703 5303 367-8251 7514 6644 477-7885 13 (0)
W2 320 580 60-690 4708 9875 665-10,381 4948 12,005 916-11,088 14 (0)
W3 530 700 130-1000 7010 931 2192-15,887 4948 11,867 2712-20,871 11 (0)
W4 690 860 50-700 5876 8322 454-8156 5911 5727 545-6460 19 (0)
W5 580 730 260-750 7894 10,830 2123-8455 11,455 17,136 820-11,721 3(0)
W6 310 400 120-250 2286 3091 944-2512 1649 4765 527- 3556 10(0)
3-OHBaP Wil 013 016 =l0Q-026 170 173 = LOQ-3.31 224 216 = L0Q-2.78 13(2)
w2 0.40 023 0.02-039 5.85 3.86 0.22-5.06 6.15 4.70 0.34-778 14 (0)
W3 0.04 0.05 0.02-0.03 0.53 0.70 0.26-0.43 037 0.89 0.28-0.54 11 (0)
W4 0.80 0.64 0.07-0.28 6.85 623 0.55-3.20 6.90 4.29 0.50-2.54 19(0)
W5 018 016 017-0.27 247 238 1.45-2.62 3.58 3.76 0.56-3.63 8(0)
W6 019 01z 0.02-011 145 1.22 0.16-1.21 1.04 145 0.09-1.24 10(0)

LOQ: limit of quantification.

—20 °C unftil analysis. Data of W6 was excluded for toxicokinetic
modeling because urine samples were not collected during the
first 24 h following post-shift.

2.3. Urinary analyses

After thawing urine overnight, the 3-OHBaP analysis was con-
ducted using the method previously described by Barbeau et al.
(2011). Briefly, a 10 ml aliquot was diluted in acetate buffer before
enzymatic hydrolysis. The sample was purified and concentrated
by automated solid phase extraction from Gilson (Villiers-le-Bel,
France) using Sep-Pak C18, 500 mg with a capacity of 6 ml from
Wiaters (Guyancourt, France). Urinary 3-OHBaP was quantified by
high pressure liquid chromatography coupled with fluorescence
detection (HPLC-FLD). The heart-cut technique (Campins-Falco
et al, 1993) was used: a first chromatographic separation was
performed on a purification Supelcosil LC-18 column
(50 mm = 4 mm, 5 pm) from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Falla-
vier, France), then a second on an analytical column PAH-C18
(250 mm x 3 mm, 5 pum) from Waters. Excitation and emission
wavelengths were fixed at 425 and 465 nm, respectively. The limit
of quantification (LOQ) was 0.2 pmol/l {0.05 ng/l).

Urinary 1-OHP was determined using a modified method of
that previously described by Jongeneelen et al. (1988). Briefly, a
2 ml aliquot of urine was diluted in acetate buffer before enzy-
matic hydrolysis and directly injected into a HPLC-FLD system
from Waters. On-line extraction of 1-OHP was performed with a
Supelguard C18 column from Sigma-Aldrich and elution was per-
formed with a LiChrospher C18 column from Merck (Billerica,
USA). Excitation and emission wavelengths were fixed at 333 and
390 nm, respectively. The LOQ was 91.6 pmol/l (20 ng/l). The la-
boratory meets the German Society for Occupational and En-
vironmental Medicine external quality control system standards
for 1-OHP.

Urinary creatinine was determined by Jaffe's method from a
2 ml aliquot of urine, while urinary SG was measured using a re-
fractometer PEN-Urine 5.G from ATAGO (Tokyo, Japan). For each
sample, three successive measurements of SG were performed and
arithmetic means was calculated. SG of distillated water (typically
equal to 1) was measured at regular time interval to avoid any drift
across time.

24. Data analyses

Metabolites concentrations lower than the LOQ were assigned
values equal to half of the LOQ for graphical representations and
data analyses.

Metabolites excretion rates (mol/h) were calculated from the
first urine after the post-shift, by the sum of metabolites quantities
excreted in different urine collected during five periods of 12 h.
These quantities were obtained by multiplying concentration by
volume for each sample.

Urinary metabolite concentrations were normalized by urinary
creatinine (mol/mol creatinine), or by SG (mol/l) as follow:

. C
CCr(moUmolcreatmmeha 1

C X (SGrp—1)

C. 1=
sg(mol |1y Se-1)

3]
where C was uncorrected metabolite urinary concentration (mol/
1), Cr was urinary creatinine concentration (mol/l), SG was urinary
specific gravity of the sample and 5G..;=1.017 was the reference
specific gravity, i.e. the calculated mean of SG values from all
collected urines.

2.5. Toxicokinetic modeling

3-OHBaP and 1-OHP elimination kinetics were studied from
the observed individual excretion maxima that is the urinary
sample after occupational exposure for which creatinine adjusted
concentration of metabolites was the highest. To describe these
data, a non-linear mixed effect model which assumed a mono-
exponential urinary elimination kinetic and takes into account
background exposure and inter-individual variability was used
(Bartell, 2012). In order to compare different correction modes of
diuresis, three models were developed from unadjusted urinary
concentrations. Firstly, urinary creatinine concentration was in-
cluded as independent variable, according to Eq. (3) (Cr-model):
Cy = (Cmy; x e + COp x Cry + & 3)
where i was an index for workers and j was an index for each
urinary sample. t; was the time from individual excretion max-
imum (h). C; was metabolite concentration (mol/l) and Cr;; was
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Fig. 1. Urinary creatinine adjusted concentration of 1-OHP (pmol/mol creatinine, open circle) and 3-OHBaP (nmol/mol creatinine, closed circle) during the weekend of
6 electrometallurgy workers (W), Sample at post-shift of the last workday took place at time 0 and the previous spot urine sample is the pre-shift of the same day.
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Fig. 2. Average and standard deviation of excretion rates into twelve hours periods
for 1-0HP {pmol/h; open dircles) and 3-OHBaP (fmol/h; closed circles).

creatinine concentration {mol/1), for urine j of worker i. Cm; (mol/
mol creatinine) was the concentration increase above the back-
ground after occupational exposure. C0; (mol/mol creatinine) was
the background concentration. k; was the individual first-order
urinary elimination rate constant (1/h) and g;; was the error term.

Secondly, urinary SG was included as independent variable
instead of creatinine, according to Eq. (4) (SG-model):

5G;—-1
L gy

C. = (Cm, -kixti; o CO. o
j=(Cm;xe + C0) x 5Cry 1 i

Finally, no correction term was introduced as Eq. (5) (Zero-
model):

Gy = Cmy x e + CO, + ¢ (5)

For SG-model and Zero-model, Cm; and CO; were expressed in
mol/l.

For the three models, CO;, Cm; and k; were further assumed to
be independent and normally distributed among workers, with
mean pC0, pCm and pk, respectively. Akaike Information Criterion
(AIC) was used for models comparison and the percentage of root
mean square error (¥RMSE) was used to compare their residual
error.

Apparent urinary half-life (t;;2) was calculated as Eq.6G:

< In2
2= (6)

Non-linear mixed effect models were performed with R 3.1.2
software (R Foundation for Statistical Computing) using “nlme”
function from “nlme” package (Pinheiro and Bates, 2000). Para-
meters were maintained in the models if they were significantly
different from null at p < 010.

3. Results
3.1. Urinary levels

Urinary levels of both metabolites for the last workday and
during the weekend were summarized in Table | and showed in
Fig. 1. Urinary 1-OHP concentrations were systematically higher at
post-shift than pre-shift. For 3-OHBaP, concentrations were steady
between pre- and post-shift for 3 workers (W1, W3 and W5) and
decreased for the others (W2, W4 and WG6). Among 65 urine
samples, only 2 concentrations were below the LOQ for 3-OHBaP
(W1) and none for 1-OHP. From the end of the shift and after
exclusion of W6, urine samples were collected during 53 +3 h
except for W5 who stopped sample collection after 30 h. For



Chapitre 2 :
Surveillance biologique de I'exposition aux HAP @&megenes de la phase particulaire

S Lutier et al. / Environmental Research 147 {2016) 469-479 473

1-OHP, average of minimum concentrations and average of max-
imum concentrations were 108 and 727 nmol/mol creatinine, 1124
and 9610 pmol/l and 1000 and 11,520 pmol/l, for creatinine ad-
justed, SG adjusted and non-adjusted concentrations, respectively.
For 3-OHBaP, they ranged from 0.05 to 0.33 nmol/mol creatinine,
0.45-3.46 pmol/l and 0.30-3.93 pmol/l. Among workers, urinary
1-OHP levels were less fluctuating than 3-OHBaP, with relative
standard deviation of maximum concentrations equal to 28%
versus 79% for creatinine adjusted, 41% versus 70% for SG adjusted
and 55% versus 72% for non-adjusted concentrations.

3.2. Urinary elimination rates

Urinary elimination rates profiles were different between the
two metabolites during the first 24 h after the shift (Fig. 2). For
1-OHP, mean excretion rates decreased constantly throughout
sampling time period. Conversely, for 3-OHBaP, mean excretion
rates increased slightly from 75 to 98 fmol/h between 0-12 h and
12-24h periods, before decreasing until the end of urine
sampling.

3.3. Elimination kinetic models

Figs. 3-7 showed the observed and predicted urinary 1-OHP
and 3-OHBaP concentrations for each worker. Models including
correction term (Cr-model and SG-model) improved the model
fitting for both metabolites compared to the Zero-model. Nor-
malized residuals of predicted urinary 1-OHP and 3-OHBaP con-
centrations were heteroscedastic from Zero-model whereas those
from Cr-model and SG-model were more homoscedastic (Fig. A.1).
Scatter plots of observed versus predicted urinary concentrations
indicated a better fit for models included diuresis correction term
(Cr-model and SG-model) than Zero-model (Fig. A.2). Akaike In-
formation Criterion (AIC) for Cr-model, SG-model and Zero-model
were —600.38, —555.97 and —497.40, respectively, for 1-OHP and
—581.53, —581.25 and — 567.09 for 3-OHBaP. Residual variance of
each model, compared with %RMSE, decreased in order Zero-
model (48%)> > SG-model (28%)> Cr-model (18%) and Zero-
model (43%) > SG-model (32%) ~ Cr-model (31%), for 1-OHP and
3-OHBaP, respectively (Fig. 8). Calculated parameters for Cr-model
and both metabolites were summarized in Table 2. pCm and pk
were significantly different from null, for both metabolites, while
pCO was not significantly different from null for 1-OHP. Mean
calculated urinary 3-OHBaP half-life was lower than 1-OHP with
89h and 14.4h respectively. Inter-individual variability was
higher for 3-OHBaP than for 1-OHP with calculated half-life con-
fidence interval wider.

4. Discussion

Elimination kinetics of urinary PAHs exposure biomarkers was
studied for six workers after a whole workweek. Maximum ob-
served levels adjusted with creatinine were 1.0 pmol/mol creati-
nine and 0.8 nmol/mol creatinine for 1-OHP and 3-OHBaP, re-
spectively. These values are lower than those previously reported
in the same industrial sector (Petry et al., 1996) but was in con-
sistency with decreasing of levels over the last 20 years. Average of
minimum observed concentrations adjusted with creatinine was
0.11 pmol/mol creatinine and 0.06 nmol/mol creatinine for 1-OHP
and 3-OHBaP, respectively. For both metabolites, the highest
minimum concentrations were found for W5 because he collected
urines only for the thirty first hours after post-shift. Such urinary
levels at the end of the weekend in non-smoking workers corre-
sponded to those of non-occupationally exposed smokers which
ranged from 0.03 to 0.53 pmol/mol creatinine and from < 0.01 to

0.08 nmol/mol creatinine for 1-OHP and 3-OHBaP, respectively
(Barbeau et al., 2011; Lafontaine et al., 2006). Increase risk of
cancer due to smoking is well-known and PAHs belong to carci-
nogenic compounds emitted by tobacco combustion (IARC, 2004).
Thus, even for moderate occupational PAHs exposure noticed here,
the health risk for workers is real.

Excretion rate profiles of the two urinary metabolites were
clearly different. While 1-OHP followed a mono-exponential
elimination as soon as the end of the shift, 3-OHBaP mean ex-
cretion rates slightly increased during the first 24 h, probably due
to an accumulation of 3-OHBaP in the kidney as shown in rats
(Marie et al., 2010). Indeed, physiologically-based pharmacokinetic
model developed from rats data was used to modeling human
3-OHBaP urinary elimination kinetic and the results seemed in-
dicate that specific 3-OHBaP kinetic, including atypical renal ex-
cretion, is similar between human and rat (Heredia Ortiz et al.,
2014). Among workers involved in different industrial sectors, an
important inter-individual variability of excretion gap between the
two metabolites was shown, with a delay for 3-OHBaP ranging
from 3 to 24 h (Gendre et al., 2004). In case of occupational ex-
posure very variable one day to another, 60% of urinary 3-OHBaP
maximum were occurred at the pre-shift of the last workday
(Barbeau et al., 2015). On the other hand, in case of steady occu-
pational exposure throughout workweek, urinary 3-OHBaP con-
centrations were not statistically different between sample at
post-shift of penultimate workday and sample at pre-shift of the
following (Barbeau et al., 2014). These discrepancies complicate
the choice of an appropriate sampling time for urinary 3-OHBaP.
Urinary metabolites excretion rates were calculated to reduce the
error on the assessment of maximum 3-OHBaP excretion that
could come from the use of urinary concentrations (mass per vo-
lume unit). Such a method is more relevant because it takes into
account the total excreted quantities in function of time. The ur-
inary excretion delay between 3-OHBaP and 1-OHP, observed even
from excretion rates, confirmed that urinary 3-OHBaP analysis
should be performed the next morning after occupational ex-
posure rather than at post-shift.

Considering workers as a random effect on urinary biomarkers
concentrations, kinetic models built in this study were able to
estimated inter-individual variability of PAHs uptake (Cm), urinary
background (CO) and toxicokinetic process (k) coming from oc-
cupational exposure conditions, lifestyle and personal character-
istics, respectively. By contrast, intra-individual variability parti-
cipated to residual variance (variance of error term). If diuresis was
a factor of intra-individual variability of urinary PAHs metabolites
concentrations, addition of a term linked to urine dilution in the
models could reduce residual variance and improve the para-
meters calculation. Indeed, normalized residuals of Zero-model
were heteroscedastic for both metabolites, while addition of a
variable adjusting urine dilution allowed decreasing of hetero-
scedasticity. In the same way, scatter plots indicated a better fit for
models included diuresis correction. Finally, AlCs which penalize
complex models were lower for Cr-model and SG-model even if
they included one more independent variable than Zero-model.
These results confirmed the diuresis correction requirement to
perform urinary biomonitoring of pyrene and BaP exposure. Pre-
vious mixed effects models simulating urinary elimination kinetic
of gaseous PAH metabolites after dietary exposure were developed
from urinary creatinine corrected concentrations (Li et al,, 2012;
Motorykin et al, 2015). This approach assumed that urinary
creatinine correction is a relevant normalization method while
age, sex, ethnicity and muscular mass influenced its urinary levels.
Thus, SG adjustment was recommended for occupational biomo-
nitoring (Truchon et al., 2014). However, this method requires the
choice of a reference density (SG,.) ranging from 1.016 to 1.024
(Heavner et al., 2006; Lee et al., 1996; Levine and Fahy, 1945). A
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Fig. 4. Comparison of measured urinary concentrations for W2 {open circles) and model simulations (lines and closed circles),
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Fig. 6. Comparison of measured urinary concentrations for W4 (open circles) and model simulations (lines and closed circles).
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Fig. 7. Comparison of measured urinary concentrations for W5 {open circles) and model simulations (lines and closed circles).
SGer equal to 1.020 was widely used (Coldberger et al,, 1995; Vij mechanisms of 3-OHBaP excretion. In the end, Cr-model seemed a

and Howell, 1998). For SG-model in the current work, the mean of bit more appropriate to reproduce urinary kinetic than SG-model
urinary SG from samples of studied population (1.017) was used as for both metabolites in case of W3 and W4 and was distinctly
SGrer as recommended (Truchon et al, 2014). Regarding 1-OHP, better for the others. Thus, use of urinary creatinine adjustment

lower %¥RMSE was obtained for Cr-model compared to SG-model. was proposed as good compromise to take into account diuresis
Viau et al. (2004) had already shown that creatinine adjustment effect on urinary 1-OHP and 3-OHBaP concentrations.

was an adapted diuresis correction method for this metabolite. Calculated urinary 1-OHP half-life from Cr-model (14.4 h) was
However, for 3-OHBaP, the difference was less evident, with quite two times higher than mean half-life obtained after pyrene in-
similar %RMSE between the two correction modes. To our halation in smokers (St Helen et al., 2012) and corresponded to
knowledge, diuresis normalization method was not previously those observed after dermal uptake in volunteers (Viau and Vys-
studied for the latter exposure biomarker. Comparison of different kocil, 1995). In rats, cutaneous absorption of pyrene increased
diuresis correction ways should provide information about the threefold the apparent urinary half-life of 1-OHP compared to
renal excretion mechanisms of urinary metabolites. First, sub- intraperitoneal injection (Payan et al., 2008). This skin reservoir
stances excreted in urine by passive diffusion should not be nor- effect combined with occupational exposure conditions could ex-

malized (Boeniger et al.,, 1993). Results of this current study were plain the high variability of 1-OHP half-lives previously observed
thus in accordance with renal elimination of 1-OHP and 3-OHBaP (from 2.7 to 14.9 h) in six different workplaces with different

by glomerular filtration or tubular secretion. Secondly, since Cr- personal protection equipment (Lafontaine et al, 2004). In the
model was better than SG-model for 1-OHP, this metabolite is current study, the low inter-individual variability of 1-OHP half-
probably excreted by the same renal mechanism than creatinine, ie lives (Cl95%=12.0-18.2 h) indicated that PAHs exposure was
glomerular filtration without tubular reabsorption (Boeniger et al., mainly via cutaneous absorption for every worker. On the other

1993). Finally, SG-model was not better for 3-OHBaP, while nor- hand, calculated urinary 3-OHBaP half-life from Cr-model (8.9 h)
malization by SG should be more adapted if it was excreted by was the same that the previously obtained from occupational ex-

active tubular secretion (Truchon et al., 2014), as previously pro- posed workers (Bouchard and Viau, 1996; Lafontaine et al., 2004;
posed to explain its accumulation in kidney (Marie et al., 2010). Payan et al., 2009) and from rats exposed to BaP via intravenous
Recently, a potential reabsorption of mono-hydroxylated BaP injection (8.1 h) or via cutaneous application (8.9 h) (Bouchard and

metabolite (including 3-OHBaP) was proposed to explain kidney Viau, 1996; Lafontaine et al., 2004; Payan et al., 2009). Skin re-
accumulation (Moreau et al, 2015). Results of the current study servoir effect in case of dermal uptake of BaP previously showed
were more in accordance with 3-OHBaP tubular reabsorption than (Bouchard and Viau, 1997; Chu et al., 1996) was probably hidden

active tubular secretion. This hypothesis could also explain the by the accumulation of this metabolite into the kidney. Unlike to
higher %RMSE of kinetic models for 3-OHBaP than 1-OHP since 1-OHP, inter-individual variability of 3-OHBaP half-lives from Cr-
they were built from linear first-order elimination kinetic. How- model was very high. This result was partly due to the short

ever, further works were required to define accurately renal sampling period of W5 (22 h) responsible for consideration of a
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Fig. 8. Percentage of root mean square error (¥RMSE) of Cr-model, SG-model and
Zero-model for urinary 1-OHP and 3-OHBaP,

high urinary 3-OHBaP background (CO) for this worker. Indeed,
delay in the excretion of 3-OHBaP compared to 1-OHP was de-
monstrated and CO for this metabolite was significant in the Cr-
model (mean 3-OHBaP half-life was increased by 42% when CO
was excluded). Consequently, after exclusion of W5, upper limit of
C195% for calculated 3-OHBaP half-life was drastically decreased,
from 49.5 h to 20.9 h while mean was less affected (from 8.9 h to
6.8 h). This result were in agreement with previous studies
showing that including background allowed to prevent mis-
calculation of half-lives (Bartell, 2012; Lafontaine et al., 2000; Li
et al., 2012). However, in this study, urinary 1-OHP background
coming from lifestyle seemed too low compared to pyrene occu-
pational exposure to impact calculated half-life.

5. Conclusions

Knowledge about urinary elimination kinetic is required to find
a compromise between excretion maximum of biomarkers and
convenience to perform biomonitoring. The delay observed for
maximum urinary excretion rates of 3-OHBaP confirmed that
sampling time should be performed the next morning after ex-
posure. Considering workers as a random effect, toxicokinetic
mixed effect models proposed in this work allowed to observe
inter- and intra-individual variability of urinary biomarkers con-
centrations. Impact of diuresis, as part of intra-individual varia-
bility, was studied and urinary creatinine was found as a better
way than SG to normalize urinary concentrations of 1-OHP and as
a good compromise for 3-OHBaP. Study of diuresis correction
modes also allowed to strengthen the hypothesis of tubular re-
absorption of 3-OHBaP as a specific excretion mechanism. Mean
apparent urinary half-life of 3-OHBaP and 1-OHP was equal to
8.9 h and 14.4 h, respectively. Finally, due to homogeneous influ-
ence of dermal uptake among workers on the kinetic of 1-OHP,
inter-individual variability of its half-life was low. On the contrary,
high inter-individual variability of 3-OHBaP half-life came from
heterogeneous urinary background levels among workers. Such
toxicokinetic mixed effects model could be used to other urinary
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l.2. Synthese de l'article

[11.2.1. Matériels et Méthodes
Chez 6 des 7 travailleurs suivis pendant la sendgrieavail, toutes les urines ont été collectées
dans leur intégralité pendant les deux jours degespivants. Cette étude inclut également les
prélevements réalisés en début et en fin de pastierdhier jour travaillé. Les analyses du 3-

OHBaP et du 1-OHP urinaires ont été réalisées drO-RLD.

Afin de pouvoir comparer les modes de correctiordaddiurése, la créatinine urinaire a été

guantifiee par la méthode de Jaffe et la SG a égunde par réfractométrie.

Les cinétiques d’élimination urinaire des deux rnétisies ont été étudiées a I'aide de modeles
non linéaires a effets mixtes. A partir d'un modgtécédemment développé et appliqué aux
meétabolites monohydroxylés des HAP gazeux [Ba@6ll2, Li 2012b], les concentrations

urinaires non corrigées ont été utilisées et le entbe correction de la diurése a été intégrée
comme variable indépendante. Trois modéles ortré#s pour chaque métabolite qui intégrent
respectivement la créatinine, la SG et aucun medeodection de la diurése : Cr-model, SG-

model et Zero-model. A partir de la constante diétation déterminée par le modéle, la demi-

vie d’élimination urinaire a été calculée.

Le critere d'information d’Akaike (AIC) a été uBk pour comparer les modéles et le
pourcentage de la racine du carré moyen des er(@RMSE) pour comparer l'erreur

résiduelle.

l.1.1. Reésultats
Un travailleur sur les six n'a pas collecté leshas des premiéres 24h et a donc été exclu de
I'étude. Indépendamment du mode de correction diulése, les concentrations urinaires de
3-OHBaP (coefficient de variation compris entreef(9%) sont plus variables que celles du

1-OHP (coefficient de variation compris entre 285%%0).
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Pour le 1-OHP, les vitesses moyennes d’éliminationaire (calculées par période de 12h)
diminuent au cours du temps. Pour le 3-OHBaP, iEesses moyennes augmentent entre la
période 0-12h et 12-24h avant de diminuer au cdursemps. La demi-vie d’élimination

urinaire moyenne était respectivement de 14,4le & @h pour le 1-OHP et le 3-OHBaP.

L’AIC est plus faible lorsqu’'un moyen de correctiest ajouté comme variable indépendante
pour les deux métabolites. La variance résidudlgat respectivement dans I'ordre suivant
Zero-model (48%) >> SG-model (28%) > Cr-model(18%Yero-model (43%) > SG-model

(32%)~ Cr-model(31% pour le 1-OHP et le 3-OHBaP.

l11.2.2.Conclusions

Un retard d’élimination a été observé pour le 3-@RBar rapport au 1-OHP ce qui avait déja
été observé chez le rat et chez 'homme apresaurage d’exposition professionnelle. Les
demi-vies d’élimination urinaire estimées sont &iineés a celles mesurées chez le rat et chez
’lhomme. L’homogénéité des voies d’absorption an se la population étudiée (absorption
essentiellement cutanée) permet d’avoir des deesieu variables pour le 1-OHP (intervalle
de confiance a 95% : 12,0-18,2h). En effet, lesyadiabsorption influencent le temps de demi-
vie urinaire de ce métabolite. La moyenne des deesi-d’élimination du 1-OHP mesurées
chez ’homme était respectivement de 6,0h et d@hldpres une exposition par inhalation ou
par voie cutanée [Viau 1995, St Helen 2012]. Cd&rdnces en fonction de la voie
d’absorption ont également été montrées chez leurdd demi-vie d’élimination du 1-OHP
apres exposition par voie cutanée était troisgaerieure a celle mesurée apres une injection

intrapéritonéale [Payan 2008].

En revanche, la demi-vie du 3-OHBaP est similaireele déja observée en population
professionnelle (8,9h) et a celles mesurées cheratle exposés par injection 1V (8,1h) ou par
voie cutanée (8,9h) [Bouchard 1996, Lafontaine 20@4an 2009]. Ainsi, la voie d’absorption

n’influence pas la demi-vie d’élimination urinanta 3-OHBaP. L’effet réservoir de la peau qui
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a déja été demontré [Chu 1996, Bouchard 1997]reslaplement masqué par 'accumulation

du 3-OHBaP au niveau du rein.

Contrairement au 1-OHP, les niveaux de base diex@osition environnementale aux HAP

sont non négligeables pour déterminer la demi-ui@@HBaP. Lorsque les niveaux de base
ne sont pas intégrés au modele, la demi-vie uardiir3-OHBaP augmente de 42%. De plus,
la grande variabilité des niveaux de base entredksiés engendre une importante variabilité

inter-individuelle de la demi-vie du 3-OHBaP (intalle de confiance a 95% : 4,8-49,5h).

La prise en compte de la diurése est nécessairecpaiger les concentrations urinaires de 3-
OHBaP et de 1-OHP. La créatinine urinaire est phgopriée que la SG pour le 1-OHP et est
un bon compromis pour le 3-OHBaP. La SG n’appaaaispas plus adaptée que la créatinine
urinaire, cela permet de penser que le 3-OHBaR pasactivement sécrété au niveau du rein

mais plutbt réabsorbé apreés filtration glomérulaire

Le 3-OHBaP étant probablement accumulé au niveatenh,) cette étude confirme que le
prélevement doit étre effectué en fin de poste ffis pour la SBEP quand I'exposition est

variable au cours de la semaine de travail.

Ces modéles toxicocinétiques pourraient étre @siligour d’autres biomarqueurs d’exposition

aux composes organiques ou aux métaux.
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IV. Conclusions

Bien que le 1-OHP reflete I'exposition globale ablbAP (gazeux et particulaires), son
utilisation comme seul biomarqueur n’est recommandée lorsque la composition des
meélanges émis est constante [Viau 2002a]. L'impbetzariabilité des mélanges (en fonction
des postes et des activités du jour), notammemiveaau du ratio pyréne gazeux sur pyrene
particulaire, mais aussi des cinétiques d’élimoraten fonction des composés et des voies
d’absorption complique l'interprétation des concatibns urinaires de 1-OHP en vue de

I'estimation de I'exposition aux HAP cancérogénestenus dans la phase particulaire.

Par rapport au 1-OHP, le 3-OHBaP est un biomargdiexposition plus pertinent pour estimer
le risque cancérogene. Ces deux études ont perraigpatter des connaissances
supplémentaires quant a l'utilisation du 3-OHBaPtam que biomarqueur d’exposition au
BaP. L'accumulation du 3-OHBaP au niveau du reigeenre une cinétique d’élimination
urinaire atypique. Apres une seule journée d'exjfosprofessionnelle, un retard d’excrétion
avait été observé pour le 3-OHBaP et le momentéléyement recommandé était le début de
poste du dernier jour travaillé de la semaine [Ger2D04]. Une autre étude avait montré que
les concentrations urinaires de 3-OHBaP en débytodée du dernier jour de la semaine de
travail n'étaient pas significativement plus élevéee celles de fin de poste de I'avant dernier
jour lorsque les expositions étaient constantesaadong de la semaine de travail [Barbeau

2014]. Il avait été ainsi proposé de prélever asas de fin de poste du dernier jour de travail.

Les deux articles de ce travail de thése, qui sésuimés ci-dessus, ont étudié des niveaux
d’exposition professionnelle trés variables toulang de la semaine de travail. Elles ont permis
de confirmer que dans ce cas le prélevement dessudevait étre réalisé en fin de poste plus
16h. De par son accumulation au cours de la sermbes également recommandé d’effectuer
le prélevement en début de poste du dernier jonaiité. Ce moment de prélévement permet

de prendre en compte le délai d’excrétion touttantéacilement réalisable sur le terrain. Il a
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eégalement été veérifié que la prise en compte d#iugese était nécessaire pour corriger les

concentrations de 3-OHBaP et que la créatinineairgrest une méthode pertinente.

En revanche, le 3-OHBaP est un biomarqueur doriefprétation des concentrations urinaires
s’avere parfois difficile. Sa cinétique d’éliminai urinaire atypique, due a son accumulation
rénale, engendre une variabilité biologique impudale ce biomarqueur ce qui complique son

interprétation, et ce, surtout quand la SBEP edisée avec un seul prélevement par individu.

De plus, les faibles concentrations urinaires menptent pas d’effectuer la SBEP dans des
secteurs professionnels avec de faibles niveawpd®tion [Leroyer 2010]. Enfin le 3-OHBaP
est issu des voies de détoxication et ne reprépastéa fraction absorbée de BaP qui a suivi

des voies de métabolisation toxique.
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I. Contexte scientifique

Les HAP gazeux étant plus abondants dans la graa@eité des mélanges atmosphériques et
étant majoritairement éliminés par voie urinaies toncentrations de leurs métabolites sont
retrouvées dans les urines a niveaux plus éleve@saeux des HAP particulaires. Ces composés
constituent une bonne alternative pour le suiviadpopulation générale et pour les secteurs
professionnels ayant de faibles niveaux d’expasitiDe plus, avoir des biomarqueurs
d’exposition spécifiques de la phase gazeuse patmetieux définir les mélanges auxquels

sont exposées les populations.

Parmi les HAP gazeux, le Nap est le HAP majoritdaas la plupart des mélanges. Le Flu et
le Phe sont souvent les deux autres HAP les plosdamts apres le Nap. Ainsi, ce sont les
meétabolites urinaires monohydroxylés de ces tréd® Hui sont le plus souvent utilisés pour
la SBE de la population générale. Ces métabolitésegalement été utilisés dans différents
milieux professionnels. Pour la SBEP, les biomangsied’exposition nécessitent d’étre
fortement associés aux niveaux d’exposition rerésnsur le lieu de travail [Seidel 2008].
Toutefois, les fortes concentrations rencontréeswironnement peuvent venir interférer avec

I'exposition professionnelle et biaiser les intétpyns des concentrations urinaires observées.

Aujourd’hui, aucun métabolite issu de ces HAP nlairement été défini comme un
biomarqueur d’exposition pertinent pour la SBEPoHjéctif cette partie est d'étudier les
différents métabolites urinaires du Nap, du FldetPhe afin de sélectionner les métabolites

les plus intéressants en tant que biomarqueur d&tipn professionnelle.
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[I. Comparaison de la spécificité des métabolites iesalu Nap, du Flu

et du Phe en tant que biomarqueur d’expositiongssabnnelle

[1.1. Article 3 soumis
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Highlights
- 2-hydroxyfluorene and 2-hydroxyphenanthrene are the best PAH exposure biomarkers
- Low occupational and environmental exposures can be studied

- Urine must be sampled at the beginning and end of days to avoid misinterpretation

Abstract

Exposure to Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH) occurs by respiratory, digestive and dermal absorption
through contact with environment and in some occupational sectors. Biomonitoring takes all pathways into
account but sensitive and specific biomarkers are required. Nowadays, no PAH metabolite was selected as better
biomarker than the others. To identify the best candidates, relation between low occupational PAH exposure,
measured by individual atmospheric samples, and urinary excretion of Naphtalene, Fluorene and Phenanthrene
metabolites was studied in a carbon electrode workers group. Linear mixed effects models were built to select
explanatory variables and estimate variance component. Urinary creatinine was a predictor of metabolites levels
confirming the importance of diuresis for interpreting results. Increase of coefficients for the first days of the
week suggested an accumulation of PAH into organism. High significance of pre-shift sampling time combined
with positive coefficients of post-shift indicated that urine should be sampled at the end of the workday in
association with pre-shift urine to avoid misinterpretations. Among the 10 metabolites studied, urinary 2-
hydroxyfluorene and 2-hydroxyphenanthrene showed the highest increase of variance explained by models after
inclusion of individual atmospheric levels as explanatory variable. Priority could be given to 2-hydroxyfluorene

due to higher excretion levels than 2-hydroxyphenanthrene.
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1. Introduction

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAH) are carcinogenic pollutants ubiquitous in environment mainly emitted
by anthropogenic activities via incomplete organic matter combustion processes [1]. According to molecular
weight, the lightest PAH are emitted in atmosphere under gaseous form, while the heaviest are adsorbed on
particulate matter. Generally, gaseous PAH are more abundant than particulate congeners in complex mixtures
present in the atmosphere [2]. Among PAH, naphthalene (Nap), fluorene (Flu) and phenanthrene (Phe) are
especially abundant both in environment [3-5] and in industrial sectors, including electrode production plant.[2,
6]. Despite the fact that most carcinogenic PAH are contained in particulate phase, numerous gaseous congeners
belong to the list of 16 priority PAH established by United States Environmental Protection Agency [7]. Nap is
classified in the group of possibly carcinogenic agents to humans.[8] While Flu and Phe are not classifiable as to
their carcinogenicity, they induce detoxification enzymes [9], probably via constitutive androstane receptor like
pyrene does [10], and could modify metabolism of other PAH. Potential cocktail effects of complex mixtures are
not well known.

Due to potential health effect of PAH mixtures exposure, assessing health risk remains a major issue. Advances
in analytical chemistry, in combination with recognition of the substantial uncertainties involved in estimating
environmental measures, lead to a shift toward assessing humans’ exposures to chemicals through biomonitoring
[11]. Indeed, biomarkers take into account all routes of absorption (inhalation, skin, ingestion), both occupational
and leisure exposures, and individual differences such as metabolic capabilities [12]. Biomonitoring is
particularly suitable for PAH since they are absorbed by inhalation but also via dermal uptake and ingestion [3].
Moreover, differences in metabolic capabilities were reported between individuals [13]. In case of occupational
exposure, biomonitoring also takes into account personal protection equipment efficiency [14].

Urinary 1-hydroxypyrene, the main urinary metabolite of pyrene, was initially proposed by Jongeneelen in
1985[15] and is currently the most used PAH biomarker [16]. 1-hydroxypyrene represents both gaseous and
particulate phases indifferently [17] and could be a relevant biomarker to assess total PAH exposure. However, it
is not a relevant biomarker because absorption ways, carcinogenic risk and required protective equipment differ
between gaseous and particulate phases. Other urinary metabolites are proposed such as 3-
hydroxybenzo(a)pyrene, resulting from carcinogenic particulate benzo(a)pyrene exposure [18]. But due to the
very low amounts excreted in urine, this latter metabolite may not be suitable for assessing low exposure [19].
On the contrary, urinary metabolites concentrations of Nap and Flu were well correlated with low atmospheric

levels of parent compounds, while those of Phe seemed be more influenced by diet [4, 20]. In the case of
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biomonitoring at work, a good correlation was found between Phe levels and the sum of its urinary metabolites
concentrations, while metabolites of Nap were too much influenced by tobacco consumption [6, 21, 22].
Metabolites of gaseous PAH seemed thus suitable for assessing low exposures, but the strong influence of
environmental sources of PAH on their excreted amounts could alter interpretation of results for occupational
exposure assessment.

Although biomarkers are closer to the biologically relevant dose than environmental measures [23],
biomonitoring may represent a snapshot in time while variability of biomarker concentrations come from many
factors in addition to magnitude of exposure [24]. Longitudinal data analyses, especially with mixed effects
models, allow to partition the variability of biomarkers levels into intra- and inter-individual variance in order to
estimate the importance of timed events (€.g., sampling time, frequency, duration of exposure,...) and kinetic
processes [25, 26]. Such study showed the influence of diuresis on urinary Phe metabolites levels and the
importance to correct concentrations by urinary creatinine [27]. Quantitative information on exposure variability
is also important to compare different biomarkers in epidemiological investigations [28]. Thus, Addition of fixed
effects, as individual or work characteristics, to one-way random effect model decreased the unexplained
variance of urinary concentrations and allowed to study biomarker relevance [29]. Sobus et al. showed that 63%
to 82% of variance of urinary Phe metabolites concentrations in a group of asphalt workers was explained by
occupational exposure, depending on metabolite [30]. Use of several metabolites from the same PAH to perform
exposure assessment complicates the interpretation of biomonitoring results and the sum of metabolites levels
induces a loss of information [31]. However, no metabolite of gaseous PAH has so far been explicitly selected as
a better biomarker of exposure with respect to its ability to reflect occupational exposure.

The aim of this work was thus to identify the most relevant biomarker(s) among urinary metabolites of Nap, Flu
and Phe for assessing low occupational PAH exposure. For this purpose, intra- and inter-individual variability of
both atmospheric PAH levels and urinary metabolites concentrations were calculated thanks to linear mixed
effects models from a longitudinal study performed during the whole working week of carbon electrode

production workers.

2. Methods
2.1 Study population
The subjects were 7 non-smoking, healthy, male volunteers, between 30 and 60-years old, working in a prebaked

electrode production plant. Detailed information about products used, processes and daily tasks performed, as
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well as collective and personal protective equipment were collected and described previously [17]. Each worker
gave their informed consent to participate in this study. Study ethics approval was obtained by CECIC Rhone-

Alpes-Auvergne, Clermont-Ferrand, IRB 5891.

2.2. Reagents and standards
Mix of Nap, Flu and Phe; solutions of 2-Nap and 1-Nap-2,3,4,5,6,7,8-d7 (1-Napg;); 2- and 9-Flu in powder form;
BSTFA with 1% of trimethylchlorosilane were purchased from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin-Fallavier,
France). Solutions of 1-Nap, 1- and 4-Phe; 2-, 3- and 9-Phe in powder form were obtained from VWR
(Fontenay-sous-Bois, France). Solution of 3-Flu was purchased from LGC standards (Molsheim, Germany) and j-

glucuronidase/arylsulfatase was obtained from Roche (Mannheim, Germany).

2.3. Urine and atmospheric sample collection

All urinary samples were collected under the responsibility of the occupational health physician of the company
as part of the routine follow-up of workers, at the pre-shift and at the post-shift every day of the working week.
Three subjects (W1, W2, and W3) worked four days and provided eight samples while four subjects (W4, W5,
W6, and W7) worked five days and provided ten samples. Urine was collected in 50 mL propylene bottle and
stored at -20°C until analysis.

For each worker, personal atmospheric samples were collected every workday according to the methods
recommended in France [32]. Briefly, a pump which flow rate was regulated at 1 L/min was connected to an
ORBO 43 Supelpak-20 XAD2 tube from Sigma-Aldrich where gaseous PAH were adsorbed. The stability of the
air flow during sampling was checked by comparing rates at the beginning and the end of sampling and a
variation greater than 5% resulted in the exclusion of the sample. Afterwards, the sample material was stored at —

20°C until analysis.

2.4. Atmospheric sample analysis
The XAD2 tube was eluted with 2 mL acetonitrile. PAH were measured by HPLC-FLD using a HPLC Alliance
2695 separation module and a 2475 Multi A fluorescence detector from Waters (Guyancourt, France).
Chromatographic separation was performed by injecting 30 uL on a PAH-C18 column (250 mm x 3 mm 5 pm)
from Waters and elution with an acetonitrile/water gradient. The column oven temperature was set at 32°C. The
wavelengths (excitation-emission) were 276-323, 305-321 and 249-362 nm for detection of Nap, Flu and Phe,
respectively. The limits of quantifications (LQ) in air were 0.30, 0.10 and 0.10 ng/tube for Nap, Flu and Phe,

respectively.
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2.5. Urinary analyses

2 ml aliquot of urine was diluted in 1 mL of acetate buffer before enzymatic hydrolysis by 20 pL of B-
glucuronidase/arylsulfatase at 37°C during overnight. In every sample 100 pL of 1-Napg solution (400 ng/mL)
was added, as internal standard. Then, metabolites were extracted twice with 5 mL of pentane during 30 min.
The supernatant was recovered after centrifugation and was evaporated until dryness without heating with
evaporator-concentrator Labconco (Kansas City, MO, USA). Finally, 50 pL of BSTFA was added and
derivatization of urinary metabolites was performed at ambient temperature during 15 min.

Samples were analyzed on an Agilent 6890N Network Gas Chromatogram coupled with Agilent 5975C Mass
Spectrometer from Agilent Technologies (Les Ulis, France). | pL of sample was injected in splitless mode with
an inlet temperature of 250°C. Chromatographic column was a 30 m % 0.25 mm 5% phenyl dimethylsiloxane
column (DB-5) from Agilent Technologies with a constant 1 mL/min helium flow. Temperature started at 60°C
for 3 min before to ramp at 10°C/min to 150°C and hold for 3min, then ramped again at 10°C/min to 210°C
followed by a plate during 7 min, and ramped a last time at 10°C/min to 300°C. Temperature of the transfer line
was 280°C. Metabolites detection was performed in electron impact ionization mode (-70 V) and selective ion
monitoring (SIM) mode. For each metabolite, both quantification and qualification ions (m/z) were used: 201-
216 for 1-Nap, 216-201 for 2-Nap, 254-239 for 2- and 3-Flu, 239-254 for 9-Flu, 266-251 for 1-, 2- and 3-Phe
and 251-266 for 4- and 9-Phe. For internal standard 1-Napy; only a quantification ion was used (223 m/z). LQ
were 0.05 pg/L for 1-Nap; 0.1 pg/L for 3-Flu, 1-, 2- and 3-Phe; 0.25 pg/L for 2-Nap, 2- and 9-Flu; 0.5 pg/L for
4- and 9-Phe. The calculated within- and between-day relative standard deviations ranged from 2.3% to 15.8%
and from 1.0% to 16.1%, respectively.

Urinary creatinine was determined by Jaffe's method from a 2 ml aliquot of urine.

2.6. Statistical analysis
For urinary concentrations below the LQ, values equal to half of the LQ were assigned.
Linear mixed effect models were built to dissociate between and within workers variability of atmospheric PAH
and urinary metabolites concentrations during the working week. Workers were processed as random effect in
order to obtain inter-individual variability (¢?,). Intra-individual variability (c?,) was estimated from the
residual variance of the models. The total estimated variance (o?) was obtained by the sum of both (¢% = a2, +

o?,,). Intra-class correlation coefficients (ICC) of dependent variable were estimated as follow [33]:

_ T
Icc = 2 )
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The distributions of atmospheric and urinary metabolites levels were log-normal. Thus, log-transformed values
were used in the models. The use of autoregressive (AR1) instead of compound symmetry (CS) covariance
matrix, to take into account potential correlation between repeated measurements, was appreciated from the
significance of coefficient correlation parameter (¢).

First, one-way random effect model (nuf/ model/), consisting of the mean plus one random effect, was built for
every PAH and metabolite, as follow:

Vi =m(Cj) = n+ b+ g; )

Where C;; was atmospheric PAH (ng/ms) or urinary metabolite concentration (nmol/L) of 1 worker for the fh
measure, p was the mean of concentrations, b; was the random effect for the i worker and &; ; was the residual
error. It was assumed that b; and &;; were independent, b;~N (0; o?p) and g; i~N(0; o2,).

Secondly, for each metabolite, establishment of a linear mixed effect model to describe urinary concentrations
was performed by adding fixed effects (standardized independent variables) in the previous model. Screened
fixed effects were ATM (atmospheric parent compound concentrations in In(ng/m’)), CR (urinary creatinine
concentration in In(mmol/L)), TIME (factor with two modalities: pre- or post-shift), DAY (factor with 5
modalities: from day 1 to 5), BMI (body mass index), AGE (years) and interactions: ATM x TIME, ATM x
DAY and TIME x DAY Identification of significant fixed effects (p<0.10) was performed by backward manual
stepwise. Only variables which were significant for more than half of metabolites were selected to build the full
mode/ used for all metabolites in order to compare to each other.

Finally, a post-shift model was built from the full model but using post-shift urine concentrations (POST) as
dependent variable and including pre-shift urine concentrations (PRE) as fixed effect.

Proportion of urinary levels variance explained by fixed effects was determined as follow [28]:

2 2

_ \% nullpost—shift ~ O post—shift
azexplained(%) = ( U IJ;‘ shi ost—shi ) % 100 (3)
O null,post-shift

Where 62 )1 post—shift Was the variance of the one-way random effect model using urinary post-shift metabolite
concentrations as dependent variable and Uzpos,_smﬂ the variance of the post-shift model for the same

metabolite. In order to isolate the proportion of variance coming exclusively from occupational exposure,

difference of 02 expiainea from post-shift mode/ including and excluding fixed effect ATM was calculated.

3. Results

3.1. Data description
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Results of personal air measurements are available in supplementary data. Median levels during the working
week were 815 ng/m3 (min-max: 123-12 237), 347 ng}m3 (min-max: 89-3 598), 636 ng:’m3 (min-max: 123-5 904)
for Nap, Flu and Phe, respectively.

Results of urinary metabolites concentrations were summarized in Table 1. Proportion of urinary concentrations
below the LQ reached 47%, 89% and 98% for 9-Flu, 9-Phe and 4-Phe, respectively. These metabolites were thus
considered non-relevant for biomonitoring and were excluded of the modelling. For other metabolites (1- and 2-
Nap; 2- and 3-Flu; 1-, 2- and 3-Phe), < 15% of analyses were lower than LQ. Geometric means of urinary
concentrations ranged from 479 to 790 nmol/mol and 1 423 to 1 929 nmol/mol for 1-Nap and 2-Nap; from 257
to 861 nmol/mol and from 79 to 230 nmol/mol for 2-Flu and 3-Flu; from 204 to 501 nmol/mol, 57 to 246
nmol/mol and 57 to 278 nmol/mol for 1-Phe, 2-Phe and 3-Phe, respectively. Among each parent compound, the
main metabolites were 2-Nap, 2-Flu and 1-Phe which were 2 to 4 fold higher than the others. Figures 1 to 3 show
individual PAH atmospheric levels and urinary metabolites concentrations during the whole working week.
Geometric mean (GM) of urinary concentrations increased between every pre-shift and post-shift except for 1-
Nap and 2-Nap whose GM increased only for Day 3 and Day 1, respectively.

Calculated ICC from null mode/ of atmospheric measures was much higher than urinary metabolites for Nap and

Phe and slightly higher for Flu (Table 2).

3.2. Full model building

Coefficient correlation parameter of AR1 covariance matrix was generally non-significant (confidence interval
including 0). Thus, CS covariance matrix was used in all models. Among screened fixed effects, AGE was never
significant, BMI was significant only for 1-Nap, and ATM was significant for 3-Flu and 1-Phe. On the contrary,
CR, TIME, DAY and TIME x ATM were significant for at least 4 out of 7 metabolites and were thus included in
the full model as follow:

Y;j =In(Cyj) = Bo + B1CRy; + BoTIME;; + B3DAY;; + B, (TIME,; X ATM;;) + b; + &; 4)

Where Cj; represented the urinary PAH metabolite concentration of " worker for the f measure, b; was the
random effect for the /7 worker and &;j was the residual error. B, was the intercept of the model and By, 2, B3

and 3, were the coefficient for fixed effects CR;;, TIME;;, DAY;; and TIME;; X ATM,;, respectively.

ij»
Results of the full model for each metabolite were showed in Table 3. Highly significant (p<0.001) positive
effect of CR was observed for all metabolites indicating an increase of urinary metabolites with CR increase.
TIME was highly significant (p<0.001) for Flu and Phe metabolites indicating an effect of the sampling time on

their urinary concentrations. DAY was significant for all metabolites except for 2-Nap indicating also an effect
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of the sampling day. Significant interaction effect of TIME x ATM was observed for 2- and 3-Flu, and for 2- and
3-Phe, indicating a different effect of atmospheric PAH levels on urinary concentrations according to the
sampling time. Estimate coefficients were higher for interaction POST x ATM than PRE x ATM indicating a
stronger effect of atmospheric PAH levels on post-shift than pre-shift concentrations. While 6?,, were relatively
close according to all metabolites (ranged from 0.048 to 0.159), 62}, were more heterogeneous among them

(ranged from 0.078 to 0.437).

3.3. Explained variance of post-shift urine samples
Post-shift model was built from significant variables of fuff mode/ as follow:
Yij = In (POSTi;) = By + P1CRy; + B2 DAY + B ATM;; + BLPRE;; + b; + &5 (5)
Where POST;; represented the post-shift urinary PAH metabolite concentration of " worker for the f"’ measure,
b; was the random effect for the /" worker and & ; was the residual error. B was the intercept of the model and
B1, Bz, B3 and f, were the coefficient for fixed effects of CR;j, DAY;;, ATM;j and PRE;;, respectively.
For all metabolites, CR and PRE significantly explained the post-shift urinary concentrations while ATM was
non-significant for 2-Nap. Explained variance reached 85% and 88%; 90% and 86%; 92%, 91% and 87% of the
total variance for 1- and 2-Nap; 2- and 3-Flu; 1-, 2- and 3-Phe, respectively (Table 4). After removal of ATM
from post-shift model, total 62 eyplainea [inter-individual 6% eypjainea] decreased by 22 [32] and 15 [22] percentage
points for 2- and 3-Flu, respectively, and by 25 [43] for 2-Phe, while it decreased by less than 10 [20] percentage

points for other metabolites. Excluding ATM was responsible to a weak effect on 2,

4. Discussion

Biomarkers are close to the biologically relevant dose because differences in activity patterns, physiological
parameters and metabolism are accounted for at the individual level [23]. However, a relevant exposure
biomarker needs to be sensitive for assessing exposure, even in case of low exposure. Moreover, biomonitoring
doesn’t allow differentiation of exposure ways and environmental exposure should not be ignored for risk
assessment. In the current study, use of longitudinal data and mixed effects modelling were proposed to identify
the better surrogate to PAH exposure among urinary gaseous PAH metabolites.

Nap levels were close to previous measurements found in graphite electrode plants [34]. Those of Flu and Phe
corresponded to atmospheric concentrations previously observed at low exposed workplaces in electrode

production plant such as “graphitization” and “conditioning” [6]. Concerning urinary biomarkers, post-shift
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concentrations of Flu and Phe metabolites were higher than population reference values coming from NHANES
study, while their pre-shift levels and all 1- and 2-Nap concentrations were similar [35]. In a Canadian
population biomonitoring study, urinary metabolites of Nap, Flu, Phe and pyrene were detectable, while those of
fluoranthene, chrysene and benzo(a)pyrene were below LQ [36]. Urinary metabolites of Nap, Flu and Phe
seemed thus sensitive exposure biomarkers and might be used for assessing low exposure to PAH. However,
previous medians of urinary metabolites concentrations in graphite electrode plant were 2 to 4 fold and 5 to 10
fold higher for Nap and Phe, respectively [6, 37]. Low urinary concentrations of the current study, related to
similar atmospheric levels than previous works, were in agreement with the improvement of health and safety
standards in industries over the last 20 years. Moreover, this finding implied that potential environmental
exposure contribution on urinary metabolites concentrations variability might be observed.

Biomonitoring is a snapshot of exposure and estimation of intra- and inter-individual variability of biomarker
concentrations allows better results understanding. The variances ratio magnitude of air measurements and
biomarkers was one criterion for selecting the optimal surrogate for exposure [38]. Unique measure is sufficient
for assessing exposure if ICC of the surrogate is 1, while it is impossible to differentiate individual means with
ICC equal to 0. In this work, ICC of urinary concentrations were generally lower than those of atmospheric
measures. However, urinary biomarkers concentrations tend to have smaller intra-individual compared to inter-
individual variance than air measurements, due to the smoothing of exposure variability in the human body [38].
These discrepancies came from the short half-lives of urinary gaseous PAH metabolites estimated from 4.1 to 26
hours [27, 39, 40] and the absence of diuresis consideration. Indeed, concentrations expressed as a function of
creatinine yielded smaller estimates of the intra-individual variance [27, 28].

The full model was able to identify fixed effects explaining significant part of urinary concentrations variability.
Time effect and covariance matrix structure are important for the variance component estimation. ARI
covariance matrix structure was preconized for longitudinal studies including above 5 subjects, 5 samples and
when the delay between two sampling times was shorter than biomarkers half-lives [41] In this study, the short
half-lives of metabolites relative to the sampling times explained the non-significance of the parameter ¢ for
AR1 matrix. Correlation between repeated measurements of the same worker during the working week could
thus be assumed as stable using CS covariance matrix in the models. CR was the most important predictor of all
metabolites concentrations. These results were in accordance with previous studies showing the importance to
take diuresis into account for interpreting urinary levels of gaseous PAH metabolites as exposure biomarkers

[27, 42]. Urine should be sampled at the end of the workday as shown by the positive significant coefficients of
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post-shift sampling time, except for 1- and 2-Nap for which elimination was more irregular. Highest contribution
of Phe exposure in metabolites concentrations variability for urine sampled at post-shift relative to bedtime or
morning was previously observed [27]. Coefficients of DAY increased the first three days for all metabolites,
apart from 2-Nap, and throughout the whole working week for 2- and 3-Flu. These results suggested a slight
accumulation of PAH into organism, as reported in road-paving workers [30]. TIME x ATM was also an
important fixed effect, especially for 2- and 3-Flu. Concentrations of these metabolites of gaseous PAH in post-
shift urine were thus strongly linked with atmospheric parent compounds exposure. Conversely, ATM x DAY
and TIME x DAY were not selected in the full model, suggesting that relation between atmospheric PAH levels
and urinary metabolites as well as the hours of sampling time for each day were similar throughout the working
week. Indeed, biomarker levels were influenced by sampling time especially if the period between two sampling
times was higher than their urinary elimination half-lives [24]. Between null mode! and full model, o?,, was
more explained by fixed effects than ¢%,. Previously, sampling time, day and diuresis included as fixed effects
were responsible for the same decrease of 62, [30].

Variance unexplained by including fixed-effects could come from between-subjects toxicokinetic differences
(genetic polymorphism or physical characteristics) and non-occupational exposure [24]. Indeed, PAH were
found in indoor and outdoor air, dust, soil, tap water, solid food and beverages [29]. Population exposure
occurred mainly by diet, especially for non-smokers, and by inhalation of diesel exhaust, tobacco smoke,
residential heating... [3, 5, 40, 43]. The aim of post-shift model was to study the percentage of variance of
urinary post-shift metabolites concentrations explained by fixed effects and the specific contribution of the
occupational exposure, thanks to atmospheric parent PAH measurements, in order to identify reliable biomarkers
for occupational exposure assessment. Because independent variable PRE was significant for all metabolites,
pre-shift samples should be collected in addition to post-shift samples, to avoid misinterpretation of results
coming from environmental exposure. Similar results were previously published for jet fuel exposure [42]. The
low contribution of ATM to explain variability of Nap metabolites as well as 1-Phe and 3-Phe, suggested that
occupational exposure weakly influenced their post-shift urinary concentrations. These results confirmed that
Nap metabolites were not appropriate biomarkers for reflecting low occupational PAH exposures [22]. The same
conclusion could be drawn for 1- and 3-Phe. On the contrary, the link between occupational exposure and
urinary post-shift concentrations of 2-Flu, 3-Flu and 2-Phe was strong. Among them, 2-Flu and 2-Phe seemed to
be the best biomarkers to assess occupational exposure of gaseous PAH, with an increase of inter-individual

Gzexplamed by 32 and 43 percentage points, respectively, versus 22 for 3-Flu, after adding ATM as fixed effect.
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The lower urinary concentrations observed for 2-Phe than 2-Flu (despite generally higher Phe atmospheric
levels) could be in favor of use of Flu metabolite. These results can be generalizable to other PAH exposure
sources since each atmospheric parent compound was studied to explain urinary metabolites concentrations
rather than sum of different congeners as previously published [42]. However, further studies are required to
confirm these results regarding dermal absorption previously shown for gaseous PAH [44] and including

smokers since smoking status could be a cofounding factor for urinary metabolites [40].

5. Conclusion

Due to potential health effect of PAH, assessing exposure remains a major issue. The aim of this work was to
selected relevant urinary metabolites of PAH to assess low occupational exposure. Urinary 1-Nap, 2-Nap, 1-Phe
and 3-Phe concentrations profiles were weakly explained by occupational exposure, while 2-Flu, 3-Flu and 2-
Phe were strongly linked with atmospheric levels. Among them, urinary 2-Flu and 2-Phe were the best
biomarkers of PAH exposure with the highest explained variance by post-shift model. Urinary samples should be
collected at pre- and post-shift due to the observed pre-shift influence on post-shift levels coming from

environmental exposure and slight accumulation of metabolites into organism during the working week.
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Supplementary information is available at website of Journal of Hazardous Materials.
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Figure captions
Figure 1: Atmospheric Nap levels and urinary pre- and post-shift creatinine adjusted concentrations of 1-
hydroxynaphthalene (1-Nap) and 2-hydroxynaphthalene (2-Nap) during the whole working week for each

worker (W1 to W7).

Figure 2: Atmospheric Flu levels and urinary pre- and post-shift creatinine adjusted concentrations of 2-
hydroxyfluorene (2-Flu) and 3-hydroxyfluorene (3-Flu) during the whole working week for each worker (W1 to

W7).

Figure 3: Atmospheric Phe levels and urinary pre- and post-shift creatinine adjusted concentrations of 1-
hydroxyphenanthrene (1-Phe), 2-hydroxyphenanthrene (2-Phe) and 3-hydroxyphenanthrene (3-Phe) during the

whole working week for each worker (W1 to W7).
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Table 1: Urinary pre- and post-shift creatinine adjusted metabolites concentrations for all workers and every day of the working week

1-Nap 2-Nap 2-Flu 3-Flu 1-Phe 2-Phe 3-Phe
GM (GSD) <LQ GM (GSD) <LQ GM (GSD) <LQ GM (GSD) <LQ GM (GSD) <LQ GM (GSD) <LQ GM (GSD) <LQ
Day 1
n=7 Preshifi 5221 (14) 0 17182 (1.6) 0 2801 (25 1 792 (200 2 2037 (15 0 565 (19) 3 568 (19 3
Post-shift 4841 (14) 0 18928 (15 1 724 (26 1 1693 (25 2 3254 (12) 1 1795 (1.6 1 1741 2.1) 2
Day 2
n=7 Pre-shift 7808  (2.3) 0 18019 (1.6 0 3634  (2.4) 0 107.8  (2.8) 1 321.8 (1.9 0 759  (2.1) 0 905 (2.0) 0
Post-shift 6403 (18) 0 17257  (14) 0 8613 (24) 1 2297 (21) 1 5011 (14) 0 2463 (19 1 2777 (1.8) 1
Day 3
n=7 Pre-shift 7793  (1.9) 0 19294 (1.7) 0 3950 (2.7) 1 142.2  (2.6) 1 3920 (1.8) 0 1259 (2.4) 0 1227 (1.9) 0
Postshift 7896 (22) 0 17967 (1.8) 0 5668 (350 2 1754 (28 2 3990 (17) 0 2080 (21) 0 1977 (18) 0
Day 4
n=7 Pre-shifi 5787 (1.6 0 16920 (1.8) 0 4145 (19) 1 1452 (1.8) 1 2682 (14) 0 1039 @17 1 1113 (14 1
Post-shift 4786 (1.4) 0 16746 (1.5) 0 7996 (22) O 1993 (19) 0 4545 (14) 0 2054 (16) 0 2303 (12) 0
Day 5
n=4 Pre-shii 7767 (13) 0 17245  (13) 0 2568 (22) 1 1201 (13) 0 3713 (16) 0 879 (17 1 1206 (1.5) 0
Post-shift 5882 (1.5 0 14229 (13) 0 5405 (16) O 1475 (13) 0 4514 (13) 0 1875 (12) 0 2382 (12) 0

GM: Geometric mean (nmol/mol); GSD: Geometric standard deviation; <L.Q: number of concentrations under the limit of quantification; n: number of followed workers; 1-Nap: 1-hydroxynaphthalene; 2-Nap: 2-
hydroxynaphthalene; 2-Flu: 2-hydroxyfluorene; 3-Flu: 3-hydroxyfluorene; 1-Phe: 1-hydroxyphenanthrene; 2-Phe: 2-hydroxyphenanthrene; 3-Phe: 3-hydroxyphenanthrene
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Table 2: Intra- and inter-individual variability of atmospheric PAH levels and urinary unadjusted metabolites
concentrations estimated from nu// mode/

% oy ICC

Nap 1.619 0.339 0.827
1-Nap 0.286 0.604 0.321
2-Nap 0.437 0.422 0.509

Flu 0.837 0.279 0.750
2-Flu 0.842 0.398 0.679
3-Flu 0.665 0.390 0.630

Phe 0.694 0.308 0.693
1-Phe 0.192 0.576 0.250
2-Phe 0.384 0.486 0.441
3-Phe 0.324 0.502 0.392

o?,: inter-individual variance; o?,: intra-individual variance; ICC: intra-

class  correlation

coefficient; Nap: naphthalene;

1-Nap: 1-

hydroxynaphthalene; 2-Nap: 2-hydroxynaphthalene; Flu: fluorene; 2-
Flu: 2-hydroxyfluorene; 3-Flu: 3-hydroxyfluorene; Phe: phenanthrene;
1-Phe: 1-hydroxyphenanthrene; 2-Phe: 2-hydroxyphenanthrene; 3-Phe:
3-hydroxyphenanthrene
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GO~ O 1 N

Table 3: Estimated parameters of the fulf model

Pargmeters

10
11

Fixéd effects

13
Intgrcept [In(nmol/L)]

R [In(mmol/L)]
FIME

17

TRE

POST

sy
i
23

24
wm
6
37
BRE x ATM

wvwﬂmx>q.z

POST x ATM

Raidom effects

3
i

I

1-Nap 2-Nap 2-Flu 3-Flu 1-Phe 2-Phe 3-Phe
Estimate Estimate Estimate Estimate Estimate Estimate Estimate
(SE) p-value (SE) p-value (SE) p-value (SE) p-value (SE) p-value (SE) p-value (SE) p-value
1.65(0.20) <0.001 2.88(0.19)  <0.001 1.10 (0.27) <0.001 -0.12 (0.23) 0.591 0.70 (0.14) <0.001 -0.44 (0.20) 0.031 -0.45(0.18) 0.012
0.66 (0.06) <0.001 0.64(0.04)  <0.001 0.58 (0.05) <0.001 0.51 (0.06) <0.001 0.75 (0.05) <0.001 0.57 (0.07)  <0.001 0.60 (0.05) <0.001
0.108 0.246 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
0 (ref) 0 (ref) 0 (ref) 0 (ref) 0 (ref) 0 (ref) 0 (ref)
-0.16 (0.10) -0.07 (0.06) 0.62 (0.09) 0.33 (0.01) 0.39 (0.09) 0.77 (0.11) 0.76 (0.09)
0.003 0.827 0.074 <0.001 0.001 0.006 <0.001
0 (ref) 0 (ref) 0 (ref) 0 (ref) 0 (ref) 0 (ref) 0 (ref)
0.32 (0.14) -0.002 (0.09) 0.13 (0.13) 0.19 (0. 13) 0.42 (0.13) 0.26 (0.15) 0.40 (0.13)
0.45 (0.14) 0.03 (0.08) 0.17 (0.13) 0.47 (0.14) 0.45 (0.13) 0.54 (0.16) 0.54 (0.13)
0.03 (0.14) -0.06 (0.09) 0.32(0.13) 0.48 (0.13) 0.32 (0.12) 0.40 (0.15) 0.52(0.12)
0.17 (0.17) 0.05 (0.10) 0.33 (0.15) 0.61 (0.16) 0.44 (0.15) 0.49 (0.18) 0.76 (0.15)
0.185 0.672 0.001 <0.001 0.103 0.038 0.005
-0.02 (0.12) -0.06 (0.08) 0.16 (0.11) 0.30 (0.11) -0.02 (0.09) 0.03 (0.11) 0.11 (0.09)
0.14 (0.12) -0.07 (0.08) 0.37 (0.11) 0.42 (0.11) 0.16 (0.10) 0.25(0.12) 0.30 (0.10)
0.193 0.213 0.437 0.294 0.078 0.190 0.159
0.129 0.048 0.103 0.117 0.106 0.159 0.104

13Map: 1-hydroxynaphthalene; 2-Nap: 2-hydroxynaphthalene; 2-Flu: 2-hydroxyfluorene; 3-Flu: 3-hydroxyfluorene; 1-Phe: 1-hydroxyphenanthrene; 2-Phe: 2-hydroxyphenanthrene; 3-Phe: 3-hydroxyphenanthrene; SE: Standard
ci¥dr; CR: creatinine; PRE: pre-shift; POST: post-shift; ATM: atmospheric parent PAH levels; ¢?,: inter-individual variance; o?,: intra-individual variance. Significant variables are in bold

38
39
40
41
a2
43
44
45
46
a7
48
49
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Table 4: Variance components estimated from post-shift models

Null, post-shift Post-shift mode/ . % O%explained

mode/ excluding ATM Post-shift model from ATM
o%, oy (o 02‘2’;2?“" o% 0%y 02“6;:3“'1 o4 o o
1-Nap 0.459  0.500 0.083 0.101 808 0.040 0.108  84.6 95 -15 38
2-Nap 0.603  0.409 0.057 0.051 89.3 0.070  0.051 88.1 2 -01 -1.2

2-Flu 0.898  0.501 0343 0.107 67.8 0.059 0.086  89.6 31,7 43 218

3-Flu 0.595 0.435 0.154 0.136  71.8 0.022 0.119 86.3 222 39 145
1-Phe 0.282  0.549 0.059 0.050 869 0.015 0.049 92.4 155 02 54
2-Phe 0.423  0.334 0.235 0.065 65.3 0.034 0.044 90.6 427 6.1 252
3-Phe 0.270  0.578 0.085 0.108  77.2 0.040 0.069 87.1 168 67 99

1-Nap:  l-hydroxynaphthalene; 2-Nap: 2-hydroxynaphthalene; 2-Flu:  2-hydroxyfluorene; 3-Flu: 3-
hydroxyfluorene;  1-Phe:  l-hydroxyphenanthrene;  2-Phe:  2-hydroxyphenanthrene;  3-Phe:  3-
hydroxyphenanthrene; ATM: atmospheric parent PAH levels; ¢?, inter-individual variance; 2, intra-individual
variance; o® : total variance
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Figure 1
Click here to download high resolution image
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Figure 2

Click here to download high resolution image
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Figure 3

Click here to download high resolution image
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Supplementary Material

Supplementary data: Levels of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons from individual
atmospheric samples during the whole working week in a group of seven electrometallurgy

workers
Worker Naphthalene  Fluorene  Phenanthrene
ng/m’ ng/m’ ng/m’
Wi
Day 1 2303 1757 4920
Day 2 2333 1878 5904
Day 3 1052 821 2415
Day 4 1805 628 1461
w2
Day 1 4034 3598 1648
Day 2 9 569 2519 861
Day 3 1878 907 533
Day 4 1783 447 365
W3
Day 1 1599 419 675
Day 2 1599 499 827
Day 3 1075 347 668
Day 4 1497 402 808
w4
Day 1 578 253 603
Day 2 1578 611 1401
Day 3 1353 431 840
Day 4 1224 331 729
Day 5 2316 744 1545
W5
Day 1 164 140 256
Day 2 156 156 237
Day 3 220 95 195
Day 4 136 95 123
Day 5 147 156 375
Wé
Day 1 194 155 312
Day2 381 121 236
Day 3 123 89 185
Day 4 238 234 510
Day 5 183 107 233
W7
Day 1 174 146 298
Day 2 275 667 2115
Day 3 238 140 220
Day 4 175 346 818

Day 5 162 228 560
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II.2. Synthese de l'article

I1.2.1. Matériels et Méthodes
Apres avoir développé une méthode de dosage debaliéds monohydroxylés du Nap, du Flu
et du Phe en GC-MS, les urines des 7 travailleer§usine de production d’électrodes de
carbone collectées en début et fin de poste pefaapmaine de travail ont été analysées. Les
concentrations atmosphériques de Nap, de Flu &hdeont été mesurées en HPLC-FLD, a

partir des prélevements atmosphériques individelisés chaque jour travaille.

Des modeles linéaires a effets mixtes ont étés@slpour chaque métabolite afin de déterminer
leur variabilité inter- et intra-individuelle. Laaviance des données a été estimée a partir d’'un

modele aléatoire avec le travailleur comme seutebke aléatoire.

Ensuite, un modeéle a été construit pour sélectiolasevariables ayant un effet significatif sur
I'explication de la variance des concentrationsaires {ull mode). Seules les variables étant
significatives pour une majorité de metabolites &gt conservées. A partir dull mode| un
troisieme modeéle a été développpogt-shift model pour expliquer la variance des
concentrations urinaires en fin de poste et notambma contribution des niveaux

atmosphériques.

l.1.1. Résultats
Le 9-Flu, 9-Phe et le 4-Phe ont respectivement 8% et 98% des concentrations urinaires
qui sont inférieures a la LQ et ont donc été exdlugeste de I'étude. Pour les autres métabolites
(1- and 2-Nap ; 2- and 3-Flu ; 1-, 2- and 3-Phe&)jn® de 15% des concentrations étaient

inférieures a la LQ.

Parmi les variables testées, seules les variabtegaginine », « moment de prélevement »,
« jour » et linteraction « moment de prélevementoncentrations atmosphériques » sont

significatives pour au moins 4 meétabolites et oimsiaété conservées. La créatinine est
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fortement significative pour 'ensemble des métabslurinaires. Le moment de prélevement
est significatif pour les métabolites du Flu etRhe. L'interaction « moment de prélevement x
concentrations atmosphériques » est significatif p@ 2-Flu, le 3-Flu, le 2-Phe et le 3-Phe. Le

jour est quant a lui, significatif pour tous lestaimlites sauf pour le 2-Nap.

Ces variables ont été utilisées pour I'explicatiena variance des concentrations urinaires en
fin de poste. Pour 'ensemble des métabolitegdatmine et la concentration urinaire de début
de poste du méme jour sont des variables signifesat La variable « concentration
atmosphérique » est significative pour tous lesabmites sauf pour le 2-Nap. La variance
expliqguée par les effets fixes (créatinine, conegimn urinaire de début de poste, jour et
concentrations atmosphériques) atteint respectineBio et 88% ; 90% et 86% ; 92%, 91%
et 87% de la variance pour le 1- et le 2-Nap -let2e 3-Flu ; le 1-, le 2- et le 3-Phe. Lorsque
les niveaux atmosphériques sont retirées du modkileyvariance expliquée diminue
respectivement de 22 et 15 points le pourcentade du3-Flu, de 25 points le pourcentage du

2-Phe, et de moins de 10 points le pourcentagautess métabolites.

I1.2.2. Conclusions
La correction par la créatinine des concentratioinsires des métabolites permet de diminuer
de maniére importante leur variabilité. Ces réssibant en accord avec de précédentes études
qui concluent que la correction de la diurese, matant avec la créatinine est nécessaire pour

ces métabolites [Sobus 2009a, Rodrigues 2014].

L’importante significativité des concentrationsnaires de début de poste pour expliquer les
niveaux de fin de poste améne a recommander ligagah de deux prélevements (en début et
en fin de poste) pour discerner les expositiongegeionnelles et environnementales. La faible
contribution des niveaux atmosphériques dans lieapbn de la variance des concentrations
urinaires du 1-Nap, 2-Nap, 1-Phe et 3-Phe indiquert faible importance de I'exposition

professionnelle dans la variabilité des concemnatiurinaires. Ces métabolites ne semblent
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donc pas adaptés pour effectuer de la SBEP. Emcbeale 2-Flu et le 2-Phe paraissent étre
les métabolites les plus pertinents en tant queaiqueurs d’exposition professionnelle aux

HAP gazeux.

Les résultats obtenus peuvent étre extrapolabld®auwres sources d’exposition aux HAP
puisque c’est la contribution du composé parenadté intégré comme variable indépendante

plutét que la somme des HAP atmosphériques [Roesi@014].

Cependant, des études complémentaires sont néessdai de prendre en compte I'absorption
cutanée qui a été démontrée pour les HAP gazeukH2012] ainsi que le statut tabagique
(en incluant des fumeurs dans la population étydEe effet, I'exposition au tabac pourrait

étre un facteur important de confusion [St Helebh20
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[1l. Conclusions

Les résultats obtenus viennent confirmer que ket 2-Nap ne sont pas de bons biomarqueurs
pour les faibles expositions professionnelles dit te I'importance de I'exposition
environnementale au Nap. En revanche, le 2-Fle 8tPhe sont de bons candidats pour étre
utilisés comme biomarqueurs d’exposition professadie dans les secteurs faiblement exposeés
ou les métabolites des HAP cancérogenes sontildiffient quantifiables de par leur faible
abondance dans les urines. Cependant, des étudgdéomentaires sont nécessaires pour
confirmer la pertinence du 2-Flu et du 2-Phe corbioearqueurs d’exposition, et notamment

étudier I'influence du statut tabagique ou d’urieahtation riche en HAP.

Bien que ces métabolites soient intéressants @@BE de la population générale et des
travailleurs faiblement exposés, ils ne sont paécifigues de I'exposition aux HAP

cancérogenes de la phase particulaire, et notanuoeBaP.
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. Contexte

Parmi les biomarqueurs urinaires d’exposition BH&P, la plupart ne sont pas spécifiques de
'exposition aux HAP cancérogenes, tels le 1-OHPlesumétabolites monohydroxylés des
HAP gazeux. Le 3-OHBaP, métabolite du BaP, seul HRRBsé cancérogene certain pour
’lhomme, est actuellement le biomarqueur le plusipent pour estimer le risque cancérogene.
Cependant, sa cinétique d’élimination urinaire &fyp complique linterprétation des

concentrations urinaires mesurées a partir d'uh mement de prélévement. De plus, le 3-
OHBaP est issu des voies de détoxication du Bae¥lete donc la fraction non toxique de la

dose interne de BaP.

Le Tetraol-BaP urinaire constitue un biomarquewxgdbsition intéressant car issu de la voie
du BPDE, il reflete la fraction du BaP ayant su&vivoie de métabolisation du diol-époxyde
(voie de meétabolisation toxique). Parmi les diffésediastéréoisomeres du Tetraol-BaP, le
(¥)trans-anti-BaP-tétraol semble étre le plus perit car il dérive de I'anti-BPDE qui est

'isomére le plus abondant.

De précédentes études ont développé des méthoalgcares pour doser le Tetraol-BaP et la
GC-NCI-MSMS est la méthode la plus sensible. Laxeatrations urinaires de ce métabolite
en population générale étaient du méme ordre delgua que celles du 3-OHBaP. Cependant,
les étapes pré-analytiques de ces méthodes s@dquentes ne permettant pas leur utilisation

en routine.

L’objectif de cette partie est donc de développer mnéthode de dosage du Tetraol-BaP en GC-
MSMS applicable en routine. De plus, le dosage,Btdibl-BaP va également étre mis au point
pour avoir une méthode capable de doser diffénmétsibolites du BaP a partir d’'une seule

méthode.
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[I. Développement analytique

[1.1. Matériels et Méthodes

[1.1.1. Matériels

I1.1.1.1. Produits chimiques et réactifs
Le tampon acétate pH 4,6 +/- 0,1 a été obtenu dekMk’eau ultra pure Milli Q est obtenue a
partir d’'un systeme de traitement Millipore. L’emzg B-glucuronidase-arylsulfatase (venant
de Helix pomatig a été obtenue chez Roche Diagnostics GmbH. loadéte (ACN),
'ammoniaque 25% et I'acide formique proviennentctiez VWR. Le méthanol (MeOH), le
tetrahydrofurane (THF), la pyridine et le BSTFA yennent de chez Sigma-Aldrich. Le
(¥)trans-anti-BaP-tétraol et le trans-4,5-diol-Baft été obtenus sous forme de poudre chez
MRI Global. Le [°Cg] trans-anti-BaP-tétraol (100 pg/ml dans du MeOHbté obtenu chez

LGC Standards.

L1.1.1. Appareillage
Le systeme de SPE off-line est un GX-271 ASPECs(hi). Les analyses HPLC sont réalisées
avec un systeme de type 2695 de Waters couplé aemaeme pompe Waters 600 pour
permettre de faire de la 2 dimension. La détedimfiait avec un fluorimétre de type Waters
2475. Les analyses en GC-MSMS sont réalisées av&Qu7890B de chez Agilent couplé a
un détecteur de masse triple quadripdle 7000C éADil Le passeur d’échantillon est un

systeme Pal RSI 85 (PAL SYSTEM).

[1.1.2. Pré-analytique
10 ml d’urine sont hydrolysés pendant 16h a 37°@sapjout de 5 ml de tampon acétate pH
4,6 +/-0,1 et 20 ul d’enzym@-glucuronidase/arylsulfatase. Apres hydrolyse, 30de
[1°Ce]Tetraol-BaP (d’une solution & 0,1 ng/ml) et 4 oé¢ MeOH sont ajoutés avant

centrifugation pendant 10 min a 4000 rpm. Ense@gedchantillons sont purifiés et concentrés
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a l'aide d’'une SPE automatisée. Les cartouchaségs sont des Oasis MAX (150mg ; 6¢c) de
Waters. Ces derniéres sont conditionnées avecde rileOH puis 10 ml d’eau. L’échantillon
est déposé dans la cartouche en 3 chargementssiiscke 6,33 ml. Ensuite la cartouche est
rincée avec 5 ml d’'un mélange eau :MeOH (80 :2@)exmant 2% d’acide formique, 5 ml d’'un
mélange eau :MeOH (80 :20), 5 ml d'un mélange ®&®OH (80 :20) contenant 2% de

NH4OH et 5 ml d’'un mélange eau :MeOH (80 :20). L'éutse fait avec 5 ml de MeOH.

L’éluat est ensuite évaporé a 'aide d’'un agitateamcentrateur (LABCONCO) avant d’étre
repris puis dérivatisé avec 60 pul d’ACN, 20 ul geigine et 20 pl de BSTFA. Aprés 15 min

aux ultra-sons, 15 pl sont injectés dans la GC-MSMS

Pour la mise au point de la dérivatisation, HPLMRALV a été utilisée pour déterminer les
rendements de dérivatisation de chacun des métdhdla colonne utilisée est une Altima C18
(250 mm x 4,6 mm ; 5um). Le gradient commence a dRE&N et 80% d’eau pendant 1 min
avant d’atteindre 100% d’ACN en 20 min et d'y res@ min. La colonne est ensuite
reconditionnée avec un pallier de 10 min a 20% d\lelteint en 2min. Le temps d’analyse est
de 35 min. A partir des spectres d’absorbance feyar le fournisseur pour (MRIGlobal), des

spectres de fluorescence sont réalisés pour ladlédaP et le 4,5-Diol.

Le rendement de dérivatisation est estimé en aaltué pourcentage de disparition du pic
chromatographique de la molécule non dérivatisgdiet direct, qui permet d’avoir la surface
sous le pic chromatographique sans dérivatisatiomespond a une solution standard de 130
ng/L et 127 ng/L pour le 4,5-diol-BaP et le Tetr8alP. Les mémes solutions ont été utilisées
dans les conditions suivantes : Apres évaporatggrale résidu a été repris avec 80ul d’ACN
et 20ul de pyridine ou 80ul d’ACN et 20ul de BST&A 60Ul d’ACN, 20ul de pyridine et 20

pl de BSTFA. Chaque condition a été réalisée foss
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[1.1.3. Analytique
Les conditions analytiques dérivent de la publaatie [Zhong 2011]. La colonne utilisée est
une DB17-MS (0,25 mm x 30 m x 0,25 um) d’Agilene programme de température de
l'injecteur est 70°C pendant 0,1 min avant d’aiieen320°C a une vitesse de 800°C/min. Le
programme de température du four est de 70°C péddann avant de monter a 200°C avec
une vitesse de 35°C/min, a 215°C a 3°C/min puis@2035°C/min. La ligne de transfert est

a 320°C. Le débit est de 1 ml/min d’He.

L’'appareil est équipé d'un injecteur multimode (MMjui permet d’injecter des volumes
supérieurs a 2 pl. Un programme de température giedfévaporer le solvant sans le faire
entrer dans la colonne chromatographique et saaysoéer le ou les analytes qui ont un point
d’ébullition supérieur. Apres injection d’'un volurde 15 pl, I'injecteur reste a une température
initiale de 70°C pendant 0,14 min. Ensuite, la térafure monte a 320°C a une vitesse de
600°C/min et reste 5 min a 320°C. Le systéeme eshete Vent pendant 0,14 min (la phase
gaz ne passe pas dans la colonne) a un débit dma®ih. L'injecteur est purgé a partir de

2,64 min a un débit de 64 ml/min.

Les conditions d’ionisation chimique négative sonft0% de méthane (gaz d’ionisation)
correspondant a un débit de 3,5 ml/min, températara source a 200°C, courant d’émission
157 pA. L’Argon est utilisé comme gaz de collisibes transitions MRM sélectionnées et les

énergies de collision correspondantes pour chaduelmlite sont dans Eableau 7.

Tableau 7 : Transitions MRM du 4,5-diol-BaP et du Te traol-BaP

Métabolite Temps de lon parent Cellule de lon fils
rétention (m/z) collision (m/z)
(min) (eV)
4,5-diol-BaP 14,75 341,1 20 267,0
Tetraol-BaP 15,64 446,3 10 255,1
[1*Ce]Tetraol-BaP 15,64 452,0 10 261,0
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Des plans d’expérience ont été conduits pour opémies conditions d’ionisation chimique

négative.

Un premier plan fractionnaire a été défini poumiiféer les variables ayant un effet réel sur la
réponse (surface du pic chromatographique) parmiblegparamétres testés : débit de gaz
réactant, température de la source, courant d’'é@nistu filament, énergie électronique et
température des quadripbles). Pour cette premiape éle spectromeétre de masse a été utilisé

en mode scan.

A partir des variables identifiées, un second plartype composite en face centré permet de
modéliser la réponse pour optimiser cette dernlérde spectrométre de masse a été utilisé en
mode « single réaction monitoring » avec les ioriat@éts. Les conditions optimales

théoriques d’ionisation ont ensuite été testéess(fois) pour valider le modéle d’optimisation.

I1.1.4. Validation de la méthode
La validation analytique réalisée est en accora #&® recommandations francaises [AFNOR
2012]. Le rendement d’extraction, la linéaritérdpétabilité, la fidélité intermédiaire, la LQ et

la contamination inter-échantillons ont été déteémi

Pour déterminer les pertes lors de la SPE, degsii@moins ont été surchargées a trois
concentrations de 0,54, 2,15 et 26,90 ng/L. Exagiartir de la SPE détaillée ci-dessus, les
rendements ont été déterminés a partir d’'urinedité&snsurchargées apres extraction aux
mémes concentrations. Les rendements ont été ésalpalr chaque concentration a partir de 3

urines extraites.

La limite de linéarité a été testée jusqu’a uneceotration de 219,52 ng/L et a été évaluée a

partir du r2.

Il n’existe pas d'EEQ et de CQI certifié pour letfb@l-BaP. Ainsi, la répétabilité et la fidélité

intermédiaire ont été calculées a l'aide de coatif@briqué au sein du laboratoire a deux
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niveaux de concentrations. Pour la répétabilité, wienes témoins ont été surchargées aux
concentrations de 1,08 et de 21,52 ng/L et injecgtecessivement 15 fois. Pour la fidélité

intermédiaire, des urines témoins ont été surcleargax concentrations de 0,16 et de 1,61 ng/L
et injectées 14 fois pendant 7 jours différents camsécutifs (chaque échantillon a été analysé
2 fois par séquence). Ensuite, la répétabilitéa didélité intermédiaire ont été déterminées a
partir du coefficient de variation. La justessdé@eastimée a partir du pourcentage de déviation

de la moyenne par rapport a la valeur cible.

La LQ a été déterminée a I'aide d’urine témoin bargée a différentes concentrations. A partir
d’'une premiére concentration, la justesse et latedilité ont respectivement été évaluées en
calculant le pourcentage de déviation de la moygranaapport a la valeur cible et le CV a
partir de 10 injections successives. L'urine téneshensuite surchargée a des concentrations
de plus en plus faibles et la LQ correspond a lecentration la plus faible pour laquelle le
pourcentage de déviation de la moyenne par rapgartvaleur cible et le CV sont inférieurs a

15%.

La contamination inter-échantillons a été mesuggetnois injections successives de niveaux
hauts (H1, H2, H3) suivis de 3 injections successile niveaux bas (B1, B2, B3). Ce schéma
a éete répété cing fois pour permettre de calcalerdyenne des B1 (mB1), des B3 (mB3) et de
'ensemble des niveaux hauts (mH). Le pourcentagsodtamination a été calculée comme ci-

dessous [COFRAC 2015] :

o (mB1 — mB3)
Contamination (%) = GnH — mB3) X100

I1.1.5. Dosage du Tétraol-BaP urinaire
Les urines de début de poste du premier et duetgmir de la semaine de travail ainsi que les

urines de fin de poste du dernier jour de la seendmtravail ont été analysées chez les sept
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travailleurs de I'usine de production d’électro@ecdrbone. Les niveaux mesurés pourront ainsi

étre comparés a ceux du 1-OHP et du 3-OHBaP.

Les concentrations urinaires mesurées aux diffénermments de prélevement ont ensuite été
comparées a l'aide d’'un test de Kruskal-Wallisc&ui-ci est significatif, un test de Wilcoxon
deux a deux est réalisé avec un ajustement deddepr par la méthode de Bonferroni et avec

une prise en compte de I'appariement des données.

[1.2. Résultats et discussion

I1.2.1. Pré-analytique

11.2.1.1. SPE

L’ensemble des précédentes méthodes de dosagetidwldBaP urinaire nécessite une ou
plusieurs SPE avant analyse (Tableau 6, page Dah}k ce travail, I'objectif était de simplifier
le pré-analytique (avec une seule SPE) tout enecwast une sensibilité similaire. La méthode
la plus sensible qui réalisait une double SPE (pélg Strata-X et acide phénylboronique)
[Zhong 2011] a été modifiée au niveau de la sec@mRE en utilisant des cartouches Oasis
MAX [Hecht 2014]. Nous avons choisi la cartouches®@aAX car elle permet de faire des
ringages acides et basiques en plus d’avoir desaictions lipophiles qui retiennent le Tetraol-
BaP et le 4,5-diol-BaP. Aprés optimisation de l&%Btomatisée, les rendements moyens (CV)
d’extraction du Tetraol-BaP étaient respectiventen69% (5%), 75% (1%), 77% (2%) pour
les concentrations de 0,54, 2,15 et 26,90 ng/Luweest tout a fait acceptable. En effet, une
double SPE C18 puis acide phénylboronique avaiestrendements respectifs de 80 et 85%
ce qui donnait un rendement final de 68% [Simpdad02]. La méthode permettant de doser
les deux énantiomeres du (x)trans-anti-BaP-tétaait quant a elle un rendement général de

40% [Hecht 2014].
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I1.2.1.2. Réaction de dérivatisation
La réaction de dérivatisation permet de facilieevblatilisation des produits peu volatils qui
sont composeés de fonctions hydrophiles, tels lesggments hydroxyles. Le Tetraol-BaP qui
comporte quatre groupements hydroxyles néces@teediérivatisé avant une analyse en GC.
Les précédentes méthodes de dosage du Tetraol-@krel en GC-MSMS utilisaient du

BSTFA pour réaliser une réaction de silylation [Fe2010, Zhong 2011, Hecht 2014].

Le mélange ACN et pyridine permet de confirmer lgu'y a pas de perte a I'évaporation et
que le résidu est correctement repris pour les degtabolites avec un rendement moyen de
reprise respectif de 91% et de 87% pour le 4,58a et le Tetraol-BaP. Sans pyridine, les
rendements moyens de dérivatisation sont respeativede 30% et 32% pour le 4,5-diol-BaP
et le Tetraol-BaP. L’ajout de pyridine permet d@atit des rendements moyens de

dérivatisation qui sont de 91% et 99% pour le 4c¢B-HaP et le Tetraol-BaP (Figure 41).

120% 1
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50%

40%

par rapport au point direct

30%

20%

Pourcentage de la surface du pic chromatoraphique

10%

T
Point Direct ACN + pyridine ACN + BSTFA ACN + pyridine + BSTFA

0%

Figure 41 : Dérivatisation du 4,5-diol-BaP (en bleu) et du Tetraol-BaP (en rouge). Le point direct corre  spond
a une solution standard de 130 ng/L et 127 ng/L pou rle 4,5-diol-BaP et le Tetraol-BaP. Les mémes solut ions
ont été utilisées et ont d’abord été évaporées a se ¢ puis reprises dans différentes conditions. Les ba rres
d’erreur représentent I'écart-type.

Les conditions de dérivatisation semblent adappees les deux métabolites. La pyridine
apparait comme indispensable dans cette étapenphdtique pour le 4,5-diol-BaP et le
Tetraol-BaP. La pyridine joue un role de catalyssuest souvent utilisée pour les réactions de
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dérivatisation par silylation, notamment pour I'ysa d’oestrogenes [Shareef 2006]. Dans ce
cas, la pyridine permet de favoriser la formationndseul composé dérivé. Elle permet

egalement d’améliorer la répétabilité [Samaras PQXEs ultra-sons ont été ajoutés de maniere
systématique puisqu’ils permettent d'améliorer fifagénéisation entre les phases et
d’accélérer la réaction de dérivatisation [Prieggp@e 2007, Sanchez Avila 2007, Prata Vde

2012].

I1.2.2. Optimisation de l'ionisation chimique négative

L’ionisation chimique est un mode d’ionisation pldsux que l'impact électronique. En
revanche, ce mode d’ionisation requiert un ajustgrdes différents parametres d’ionisation
gui est molécule dépendant. La majorité des étgdesherchent a optimiser cette ionisation
chimique (négative ou positive) ajustent essestiedint la pression de gaz réactant et la
température de la source d’'ionisation [Schoots j1Bié8nando 2001a, Hernando 2001b, Deme
2014]. Une étude a cherché a optimiser l'ionisatihimique en faisant varier le courant
d’émission et I'énergie électronique en plus dieetapérature de la source et de la pression de
gaz réactant. Des auteurs ont également définedgsératures de quadripbles différentes entre
une ionisation chimique positive (PCI) et une iatizn chimique négative (NCI) [Aguera
2000]. Dans ce travail de thése, l'utilisation dang d’'expériences a permis de tester

'ensemble des parametres pouvant avoir un impadtignisation de nos molécules.

Pour la premiere étape d’identification des vagalpertinentes, les domaines expérimentaux
étaient 1 ml/min a 2,5 ml/min pour le débit de gaactant, 10 a 300 eV pour I'énergie
électronique, 150°C a 200°C pour la températurad®urce d’ionisation et 100°C a 150°C
pour les quadripbles. Quelques soient les réponsesidérées, les données brutes ou
transformées ne permettent pas d’obtenir un mateiégression significatif (p-valeur > 0,05).
La présence d’'un effet de courbure significatifdefuadratique) et I'influence des différentes

variables étudiées sont réalisées en calculacblasibutions respectives (Tableau 8).
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Tableau 8 : Contributions respectives des différent s parameétres d'ionisation sur la réponse pour 4,5-d iol-
BaP et le Tetraol-BaP

Métabolites Del3|t de gaz lC’ou.rar)t ) Energ!e Température Tempet:atnure Effet de courbure
réactant d'émission  électronique Source Quadripodle

4,5-diol-BaP 37% 18% 2% 8% 1% 30%

Tetraol-BaP 38% 33% 0,02% 0,4% 0,2% 26%

La contribution a été déterminée a partir de lareendu carré des écarts (SCE) : (SCE variable/SCE
totale x 100).

L’analyse de la présence d’un effet de courburesigsificative pour les 2 réponses (p-valeur
<0,05) et leur contribution est élevée (>25%), negignifie qu’'un modele quadratique doit
étre recherché. Cette approche réalisée par plapasite face centrée doit étre envisagée
uniquement sur les variables les plus pertiner@es.derniéres sont sélectionnées en fonction
de leur contribution respective. Pour 'ensembls dponses du 4,5-diol-BaP et du Tetraol-
BaP, les variables les plus pertinentes sont dodébit de gaz réactant, le courant d’émission
et la température de la source. En ce qui conclerreébit de gaz réactant, le domaine
expérimental a été élargie jusqu’a 4 ml/min pouslén composite en face centrée. L'énergie
électronique et la température des quadripblesresgectivement été fixées a 150 eV et a

150°C.

Apres régression linéaire des données transforpa¥as logarithme népérien (transformation
sélectionnée par un test de transformation de Bo-cine sélection du meilleur sous modele
est réalisée par une méthode algorithmique pas.d_pa modeéles obtenus ont respectivement
un r2 ajusté et un r2 prédit de 0,99 et 0,97 peur,b-diol-BaP ; de 0,96 et 0,85 pour le Tetraol-
BaP. A partir de ces deux modeéles, un algorithnoptihisation simplexe est utilisé pour
rechercher les meilleures conditions expérimentgleemettant de maximiser les deux
réponses. Ces dernieres sont un débit de gaz médet&,5 ml/min, une température de 150°C
pour la source d’ionisation et un courant d’émissie 157 A. Ces conditions ont ensuite été
testées expérimentalement et les réponses mesuntdét® comparées aux réponses théoriques

afin de valider les modeles (Tableau 9).
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Tableau 9 : Comparaison des réponses expérimentales mesurées avec les conditions optimales
d'ionisation chimique négative a celles prédites pa r le modele crée a partir des données du plan compo  site
en face centrée

Métabolite Moyenne? Intervalle de confiance a 95%
4,5-diol-BaP 2,33x 10 [1,79 x 13- 2,97 x 10]
Tetraol-BaP 2,58 x 16 [1,84 x 16- 3,52 x 10

2: Valeurs moyenne mesurée a partir des trois mgsure
b : L’intervalle de confiance a 95% correspondlaiastimé par le modele créer a partir
du plan composite en face centré

Les valeurs moyennes mesurées expéerimentalementgsoteponses du 4,5-diol-BaP et du
Tetraol-BaP appartiennent aux intervalles de coo@aa 95% autour des valeurs prédites
correspondantes. Les réponses prédites en fondgsnréponses observées (scatter plot)
montrent la bonne qualité du modele (Figure 42) plks, les conditions de NCI optimisées

correspondent aux plus grandes réponses obtenueteph5-diol-BaP et le Tetraol-BaP.
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Figure 42 : Valeurs prédites par le modele en foncti  on des valeurs observées lors des expériences selon le

plan composite en face centrée (en bleu) et les con  ditions optimisées (en rouge) pour le 4,5-diol-BaP ( A) et
le Tetraol-BaP (B).
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I1.2.3. Performance de la méthode
La méthode développée ne montre pas une sensitilffssante pour le 4,5-diol-BaP (LQ
estimée a 5 ng/L) du fait d’un bruit de fond urneag¢levé. En effet, méme si chez le rat, les
guantités urinaires de 4,5-diol-BaP excrétés sorfbls supérieures a celles du 3-OHBaP, la
LQ obtenue n’est pas suffisante [Moreau 2015]. icec@dure de validation de méthode a donc

éteé réalisée uniquement pour le Tetraol-BaP.

La LQ a été estimée a 0,02 ng/L avec un CV de 1A% écart a la concentration théorique de
0,44%. La LQ obtenue est similaire a celle des ou#h analytiques les plus sensibles qui
toutefois ont un pré-analytique plus important [9&®011]. Le CV pour la répétabilité était
respectivement de 3,78% et 2,90% pour les condemtsade 1,08 et de 21,52 ng/L. Le CV
pour la fidélité intermédiaire était respectivemdat6,50% et 6,86% pour les concentrations
de 0,16 et de 1,61 ng/L. L’équation de la droitedibration pour évaluer la linéarité etgit

X - 0,25(r2 = 0,999) (Figure 43). La linéarité a ainsi §we établie pour des concentrations
comprises 0,54 et 219,52 ng/L. Le pourcentage déaounation a été estimé a 1,25%. Les
méthodes précédemment publiées n'ont pas été ealidéur une application en routine de

I'utilisation du Tetraol-BaP urinaire et ces crééme sont pas indiqués.
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Figure 43 : Courbe de calibration du Tetraol-BaP

I1.2.4. Analyses urinaires

Sur les 21 urines analysées, I'échantillon collemtédébut de poste du premier jour de la
semaine du travailleur 5 n’a pas été analysé &aduse créatinine urinaire supérieure a 3 g/L.
L’ensemble des concentrations urinaires ont pu é&uantifiees (Tableau 10). Un
chromatogramme est présenté dans la Figure 44entification du pic de Tetraol-BaP est
confirmé a l'aide de I'étalon interne et de son pende rétention. Les moyennes des
concentrations urinaires sont respectivement d& 0,65 et 0,45 pmol/mol en DSDP, FSFP et
FSFP16 pour le 1-OHP ; de 0,05, 0,15 et 0,26 nnulém DSDP, FSFP et FSFP16 pour le 3-
OHBaP ; de 0,13, 0,41 et 0,45 nmol/mol en DSDP ,AH-8H-SFP16 pour le Tetraol-BaP. Peu
de concentrations urinaires du Tetraol-BaP onpét#iées dans la littérature, notamment en
environnement professionnel. Cependant, les corat@ris moyennes observées en FSFP et
FSFP16 sont similaires a celles observées dansaesies et inférieures a celles mesurées

apres des expositions a la créosote [Simpson 2000&£002, Hochalter 2011].
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Figure 44 :

Le ratio

136 1365 137 1375 138 1385 139

136 1365 137 1375 138 1385 139 1335 14 1405 141 1415 142 1425 143 1435 144 1445 145 1455 146 1465 147 1475 148 1485 149 1495 15 1505 151 1515 152 1525

Chromatogramme d'un échantillon urinair e prélevé en DSDP (en bleu) et en FSFP (en rouge)
pour un méme travailleur. Le chromatogramme en noir représente I'étalon interne.

moyen Tetraol-BaP/3-OHBaP est respectivente 2,44, 2,61 et 1,73 pour les

prélevements urinaires de DSDP, FSFP et FSFP16/'Basemble des prélévements urinaires,

ce méme ratio est compris entre 0,95 et 8,76. ltmadleBaP a donc une abondance dans les

urines su

périeure au 3-OHBaP.

Le préléevement en début de poste du premier joavaiilé (DSDP) représente les

concentrations de base d’un individu due a son EKpo environnementale aux HAP ou a

'exposition professionnelle de la semaine préctld8FMT 2016]. Les concentrations

urinaires

de Tetraol-BaP mesurées en DSDP ont #tkame de 0,8 nmol/mol, soit 2,6 fois

supérieure a la médiane observée en populatiorrgjérde non-fumeurs [Zhong 2011]. Les

concentrations urinaires de 1-OHP et de 3-OHBaPé&galement supérieures d’un facteur 2,2

et 5,5 a

la médiane observée en population généelaeon-fumeurs [Lafontaine 2006,
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NHANES 2015]. Ainsi, il y a une cohérence entre tiggs biomarqueurs d’exposition. La

population semble donc avoir un niveau de baseg&y&e que ceux précédemment rapportés

dans la littérature.

Tableau 10 : Concentrations urinaires de 1-OHP, 3-OH BaP et de Tetraol-BaP de travailleurs d'une usine de

production d'électrode de carbone.

Travailleur Moment de Créatinine 1-OHP 3-OHBaP Tetraol-BaP
prelevement o/L pg/L  pumol/mol ng/L  nmol/mol ng/L  nmol/mol
1 DSDP 1,47 0,22 0,08 0,12 0,03 0,20 0,05
FSFP 0,61 0,41 0,35 0,21 0,15 0,56 0,33
FSFP16 2,00 1,64 0,43 0,60 0,13 2,01 0,35
2 DSDP 1,13 0,23 0,11 0,15 0,06 0,26 0,08
FSFP 0,55 0,52 0,49 0,26 0,20 0,84 0,54
FSFP16 1,75 1,08 0,32 1,65 0,40 3,24 0,65
3 DSDP 1,97 0,40 0,11 0,10 0,02 0,34 0,06
FSFP 0,77 1,87 1,26 0,09 0,05 0,30 0,14
FSFP16 1,06 1,08 0,53 0,10 0,04 0,59 0,20
4 DSDP 1,26 0,27 0,11 <LQ <LQ 0,31 0,09
FSFP 0,80 1,15 0,75 0,41 0,22 1,03 0,46
FSFP16 0,97 1,29 0,69 1,85 0,80 2,10 0,76
5 DSDP 3,54 1,33 0,19 0,76 0,09 NA NA
FSFP 0,94 1,17 0,65 0,46 0,21 1,34 0,50
FSFP16 2,23 2,50 0,58 0,96 0,18 2,81 0,45
6 DSDP 0,48 0,11 0,12 0,09 0,08 0,40 0,29
FSFP 0,93 0,77 0,43 0,19 0,09 1,20 0,46
FSFP16 0,61 0,36 0,31 0,28 0,19 0,96 0,56
7 DSDP 0,84 0,36 0,22 0,14 0,07 0,44 0,19
FSFP 0,49 0,61 0,65 0,21 0,18 0,58 0,41
FSFP16 2,00 1,15 0,30 0,39 0,08 1,07 0,19

DSDP : Prélevement urinaire réalisé en début deemhspremier jour de la semaine de travail

FSFP : Prélévement urinaire réalisé en fin de paistdernier jour de la semaine de travail

FSFP16 : Préléevement urinaire réalisé en débubdie mlu dernier jour de la semaine de travail
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Les concentrations urinaires du 1-OHP, du 3-OHBadudletraol-BaP aux trois moments de

prélevements ont été comparés (Figure 45). L'apatgsm paramétrique de la variance (test de
Kruskal-Wallis) indique des différences signifie&s entre les moments de prélévements pour
les trois biomarqueurs avec des p-valeurs resgngnt inférieures a 0,01, 0,05 et 0,01 pour
le 1-OHP, le 3-OHBaP et le Tetraol-BaP. En revantdsetests deux a deux n’ont pas réevéle
de différences significatives probablement dues paiits effectifs. Les concentrations

urinaires de Tetraol-BaP ont tout de méme tendaneegmenter en FSFP et FSFP16 par

rapport au DSDP.

= DSDP = FSFP = FSFP16

1.2

1.0

0.6
|

0.4

Concentration urinaire

|
|

0.0
|

1-OHP 3-OHBaP Tetraol-BaP

Figure 45 : Distribution des concentrations urinair es de 1-OHP (umol/mol), de 3-OHBaP (nmol/mol) et de
Tetraol-BaP (nmol/mol) aux différents moments de pr  éléevement. En bleu, les préléevements urinaires
réalisés en début de poste du premier jour de la se  maine de travail (DSDP). En orange, les prélevements
urinaires réalisés en fin de poste du dernier jour de la semaine de travail (FSFP). En gris, les prélevem ents
urinaires réalisés en début de poste du dernier jou r de la semaine de travail (FSFP16).

221



Chapitre 4 :
Développement de nouveaux biomarqueurs urinairespdisition au BaP

[1l. Conclusions

La méthode de dosage du Tetraol-BaP que nous aewetoppée en GC-NCI-MSMS présente
des performances similaires a celles précédemmasiiéps. L'avantage de notre méthode
réside dans son pré-analytique qui ne comportenguseule SPE avant dérivatisation. En effet,
'optimisation de la SPE, de la dérivatisation et’dbnisation chimique négative couplée a un
volume d’injection important a permis de simplifierméthode pour pouvoir envisager une
utilisation en routine. De plus, cette méthodeitlfzbjet d’une validation analytique réalisée

selon la réglementation francaise en vigueur.

Malgré I'optimisation des différentes étapes, leadéppement simultané du 4,5-diol-BaP avec
le Tetraol-BaP a échoué. L’'ionisation moins effeeat un bruit de fond urinaire plus important
au niveau du temps de rétention du 4,5-diol-BaPpeemettent pas d’obtenir une LQ
suffisamment basse pour réaliser des dosages resnelnez des sujets professionnellement

eXposes.

Par contre, avec une LQ de 0,02 ng/L pour le TeBa®, le dosage de ce métabolite a pu étre
réalisé sur I'ensemble des urines collectées. Dsagks urinaires de ce métabolite chez des
sujets non exposés professionnellement devraiesierdgnt étre réalisés afin de pouvoir

confirmer ces premiers résultats encourageants.

Les analyses effectuées en milieu professionnehwritré que le Tetraol-BaP urinaire était
plus abondant que le 3-OHBaP. Ainsi, en plus deghaentation des concentrations urinaires
au cours de la semaine de travail, le Tetraol-Bafawit comme un biomarqueur d’exposition

intéressant pour la SBE.
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Les HAP sont des polluants ubiquitaires émis datsibsphere sous forme de gaz ou adsorbés
sur des particules fines en suspension et constitless melanges complexes issus de sources
multiples. Ainsi, 'ensemble des populations saxpasées aux HAP par voie respiratoire et
digestive via l'alimentation. En plus de ces exposs environnementales, les travailleurs de
certains secteurs professionnels sont exposés &aidesux élevés de HAP tant par voie

respiratoire que cutanée.

Pour étre éliminés de I'organisme via les fécekeswrines, les HAP vont étre métabolisés par
les enzymes de biotransformation en composés hgldidss. Cette biotransformation
engendre parallélement la production de métabolitestifs capables de causer des dommages
a ’ADN. Les expositions chroniques en milieux msdionnels peuvent aboutir a la formation

de cancers, notamment du poumon, de la peau atwissie.

Emis en mélanges complexes de composition varibdseffets cocktails des HAPs au niveau
de lI'organisme sont encore largement étudiés. Amsiplus d’avoir déterminé le potentiel
cancérogene de certains HAP de maniere individuiell€IRC et 'UE ont également classé
certains mélanges et certains secteurs professsoromnme cancérogéenes certains ou

probables pour 'lhomme.

De par leurs effets néfastes sur la santé, la Hlarvee de I'exposition aux HAP est nécessaire
pour estimer le risque sanitaire. Bien que les messatmosphériques permettent de caractériser
les sources d’émission, la SBE apparait commepausente car plus proche de I'effet toxique
et tenant compte de toutes les voies d’absorpiiountefois, le choix des biomarqueurs les plus

pertinents pour I'estimation du risque sanitaireue® question centrale de la SBE.

Les biomarqueurs urinaires d’exposition sont coumamt mis en ceuvre par les Services de
Santé au Travail. Le 1-OHP est le biomarqueur cggtéadéveloppé le premier car son dosage

est simple du fait de son abondance dans les uees est dd au fait que le pyréne dont il est
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issu est un des HAP particulaires les plus abosddarts les mélanges et qu’il est largement
éliminé dans les urines. Cependant, 'utilisationldOHP seul pour estimer I'exposition aux

meélanges de HAP est aujourd’hui controversée cawyiene n'est pas cancérogene et car le
ratio pyrene/BaP est variable en fonction des sestmdustriels. Le dosage du 3-OHBaP a
récemment été développé car ce métabolite estdisdBaP, seul HAP classé cancérogene
certain pour I’'homme par le CIRC. Ainsi, ce biomaqgr apparait comme plus adapté pour
estimer I'exposition aux HAP cancérogenes. Po8B& des faibles niveaux d’exposition, a

également été proposé le dosage des métaboliteshysnoxylés des HAP gazeux, composes

les plus abondants dans les mélanges, comme ldé\Nilo, et le Phe.

Ce travail avait pour objectif de développer etwddider un ensemble de biomarqueurs
permettant une SBE pertinente et efficace de I'sitjpm aux HAP tant au niveau professionnel
gu’environnemental, mais aussi, d’approcher lestings effets cocktails sur la métabolisation

du BaP résultant de cette multi-exposition.

La premiere partie du travail a étudié en paralésebiomarqueurs d’exposition au pyrene et
au BaP qui sont classiquement utilisés (le 1-OHR: &-OHBaP) ce qui a donné lieu a la
publication de 2 articles. Le premier article anpisrde mettre en évidence que la composition
des mélanges, notamment I'abondance de la phaseggpar rapport a la phase particulaire,
différait au sein d'une méme entreprise en fonctlonposte des travailleurs, mais aussi en
fonction des jours de la semaine pour un méme phstpyrene étant présent dans I'aérosol
sous forme gazeuse et particulaire, les conceniatirinaires de 1-OHP refletent I'exposition
a ces deux phases. Le 1-OHP n’est pas spécifiqliexgmsition aux HAP particulaires et est
donc peu adapté a la surveillance de I'expositiox HAP cancérogenes qui sont présents

seulement dans la phase particulaire.
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L’étude des modes de correction de la diurése @iroenla nécessité de prendre en compte le
degré de dilution des urines dans la quantificationl-OHP et du 3-OHBaP et a permis de

valider I'utilisation de la créatinine urinaire came moyen de correction.

Le dosage urinaire du 3-OHBaP apparait comme hadiqueur le plus approprié pour estimer
I'exposition aux HAP cancérogénes mais il néceggitele prélevement soit réalisé en fin de
poste plus 16h de par sa cinétique d’éliminatiomaiire. De plus, il est recommandé de
collecter les urines en début de poste du deroiartravaillé du fait I'accumulation du BaP
dans I'organisme tout au long de la semaine. deient permet ainsi de prendre en compte

le délai d’excrétion du 3-OHBaP tout en étant s&didie sur le terrain.

En revanche, le 3-OHBaP a une cinétique d'élimimaturinaire atypique, due a son
accumulation rénale. Cette derniere engendre uteiléé biologique qui peut étre importante
et complique ainsi l'interprétation des concentnasi. De plus, sa faible abondance urinaire ne
permet pas d'utiliser la SBE dans des milieux msiennels avec de faibles niveaux
d’exposition [Leroyer 2010]. Enfin, le 3-OHBaP dassu des voies de détoxication et ne

représente pas la fraction absorbée de BaP quvidesivoies toxiques de métabolisation.

Ces éléments ont orienté la suite du travail deethéers le développement et la sélection
d’autres biomarqueurs d’exposition : D’'une partswes biomarqueurs adaptés pour les faibles
expositions professionnelles ; d’autre part, vemsbiomarqueur plus spécifique de I'effet

toxique du BaP.

Ainsi, la deuxieme partie de ce travail a consistéélectionner des biomarqueurs pour les
faibles expositions professionnelles. Ce choixtgesté sur les métabolites des HAP gazeux
car plus abondants dans les urines, ils sont diéigés pour suivre I'exposition des populations

générales et de certains milieux professionnelsldaient exposés. Cependant, les études

publiées analysent souvent plusieurs métabolitessigl’'un méme HAP et interprétent la
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somme des concentrations urinaires des différerdtabolites. L'utilisation de plusieurs
meétabolites issus d’'un méme HAP complique I'intétation des résultats et l'utilisation de la

somme des métabolites urinaires engendre unegiertermation [Li 2010b].

N’existant pas de méthode de dosage des métahmliteshydroxylés des HAP gazeux au sein
du laboratoire, la premiére étape a été d’en dépeloune en GC-MS. Aprés avoir effectué la
validation initiale, cette méthode est aujourd’hutilisée en routine par mon équipe. La
procédure continue de vérification des bonnes padaces de la méthode qui est effectuée au
cours du temps, par le biais des contrbles detéualierne (CQIl), a permis de faire évoluer
cette méthode et d’en améliorer ces performanaegpalticipation a des EEQ pour les 1- et 2-
Nap a également permis d'attester de la pertinafes résultats rendus pour ces deux
métabolites. Il n’existe pas encore d’EEQ pourdeses métabolites mais elles sont en cours

de mise en place.

Le troisieme article qui compare les métabolitesainydroxylé du Nap, du Flu et du Phe quant
a leur utilisation en tant que biomarqueur d’exposi professionnelle est en cours de
soumission. Ce dernier propose le 2-Flu et le 2-Btvame biomarqueurs d’exposition

professionnelle pour la surveillance des faiblesaiix d’exposition. Cependant, ils ne sont pas
spécifiqgues de I'exposition aux HAP cancérogeneerdgellement contenus dans la phase

particulaire.

La troisieme partie de ce travail a été de dévedopp biomarqueur spécifique de I'exposition
aux HAP cancérogenes, plus proche de l'effet taxdwBaP que le 3-OHBaP. Le Tetraol-BaP
a eté sélectionné car il est issu du BPDE, mét@botincérogene ultime du BaP capable de
former des adduits stables a I'ADN. Le Tetraol-Bes® ainsi un marqueur de la voie du diol-
époxyde, principale voie toxique de métabolisationBaP. Dans les études préecédemment
publiées, les méthodes de dosage de ce métaboheEra semblaient assez sensibles pour

I'utiliser en population générale. Cependant l'intpace des étapes pré-analytigues ne
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permettait pas leur utilisation en tant que méthdeleoutine pour un laboratoire de biologie

médicale.

Apreés avoir optimisé différentes étapes, notre outhde dosage du Tetraol-BaP ne comporte
plus qu’'une SPE au lieu des deux nécessaires eainsdthodes publiées tout en ayant une LQ
similaire de 0,02 ng/L. La méthode vient d’étreidé selon les recommandations francgaises

de qualité analytique pour pouvoir l'utiliser enutime.

Aucun des dosages de Tetraol-BaP effectué surdates#llons urinaires collectés en milieu
professionnel n’a été inférieur a la LQ, et leseairx mesurés sont plus élevés que ceux de 3-
OHBaP. Ces premiers résultats sont encourageanitadt que le Tetraol-BaP pourrait étre un
biomarqueur d’exposition intéressant pour estingerisque cancérogene. Il est nécessaire
d’analyser d’autres urines en population généraldaas différents secteurs industriels pour
confirmer la pertinence du dosage du Tetraol-Bakaue en tant que biomarqueur

d’exposition aux HAP cancérogénes.

Il sera également nécessaire d’étudier sa cinétiGglanination afin de définir les moments
optimums de préléevement. Les diols du BaP ne samigpcumulés au niveau du rein chez le
rat probablement par leur caractere hydrophile piogportant que les métabolites
monohydroxylés [Bouchard 1996, Moreau 2015]. LedatBaP étant encore plus hydrophile
gue les diols, il est possible que sa cinétiqueapproche plus de celle des diols que de celle
du 3-OHBaP. Ainsi, sans accumulation rénale, ltakservoir de la peau pourrait modifier les
parametres toxicocinétiqgues du Tetraol-BaP commar p® 1-OHP qui a ses demi-vies
d’élimination urinaire qui varient en fonction desies d’absorption. Les modes de correction
de la diurese devront également étre évalués pdtliseu le moyen le plus adapté.
Contrairement aux autres biomarqueurs qui sonisésil depuis des années ou il existe
enormément de données qui sont corrigés a la mmatiil n'y a que tres peu de données

disponibles sur le Tetraol-BaP urinaire. Ainsgalait possible d’'utiliser, pour ce biomarqueur,
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la SG qui a récemment été recommandée a la plaleeadéatinine [Truchon 2014]. En effet,
la SG est encore trés peu utilisée et les niveablgs sont quasi inexistants, notamment pour
les HAP. Les deux modes de correction devraierta&ipliqués afin d’'accumuler des données

pour mener des études comparatives.

Apres avoir défini les usages du Tetraol-BaP pa8BE, I'utilisation combinée du 3-OHBaP
et du Tetraol-BaP permettrait d’évaluer en parallélfraction de BaP métabolisée via les voies
de détoxication et via la voie du diol-époxyde. #\jri’étude du ratio Tetraol-BaP/3-OHBaP

permettrait d’étudier la susceptibilité phénotymdnter-individuelle.

Enfin, il sera important d’étudier la relation entes concentrations urinaires de Tetraol-BaP
et les niveaux des biomarqueurs de dose efficatduiis ADN-BPDE) ou d'effet afin de

pouvoir proposer a terme une Valeur Limite Biolagiq

Pour compléter ce travail, le développement du gioske métabolites urinaires du BaP issus
des autres voies de métabolisation permettrait cifades marqueurs de chaque voie
meétaboligue comme cela a été realisé en conditiositro [Lu 2011]. Le dosage des diones
urinaires est possible mais leur instabilité doi @rise en compte. En effet, le dosage urinaire
des diones du pyréne ont nécessité une dérivatisgiRuzgyte 2005]. De plus, le
développement de méthodes d’analyse de biomargperinsents d’exposition a d’autres HAP
particulaires cancérogenes tel que le chryséne le¢hzo(a)anthracene pourrait étre effectué.
Les meéthodes de dosages actuelles ne permettentdpasiétecter les métabolites
monohydroxylés de ces HAP car ceux-ci sont tropgimndants dans les urines. Les diols de
ces HAP n’ont pas encore été analysés dans lessunmmaines. Toutefois leur abondance
semble plus importante que les métabolites monaixytis pour le Nap, le Phe ou le BaP lors
des étudesn vitro ce qui constitue une piste intéressante a étymbher développer des

biomarqueurs d’exposition aux HAP particulairescgangenes.
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L’évaluation de I'exposition aux mélanges de HAPpartir d’'un seul métabolite est
difficilement interprétable du fait de la variab#lide la composition des mélanges émis. Comme
pour la surveillance atmosphérique ou la phaseuga&zet la phase particulaire sont analysées
séparément [Ravindra 2008], la SBE pourrait émés€e avec des biomarqueurs d’exposition
spécifiques de la phase gazeuse ou de la phasaufzareé pour mieux caractériser I'exposition

a I'échelle du mélange de HAP.

A travers cet ensemble de biomarqueurs urinairegpd'sition disponibles, il sera possible
d’étudier l'influence de la composition des mélamde HAP sur la production de métabolites
issus de voies métaboliques différentes (ratioabétBaP/3-OHBaP) et ainsi d’approcher les
effets cocktails qui sont encore mal connus eialléiment pris en compte dans I'évaluation

des risques.
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Résumeé :

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAR} des mélanges complexes de polluants émis @amoEphére sous forme
gazeuse ou particulaire par des sources multifiesont ubiquitaires et leur potentiel cancérogdifférent en fonction des
composés. Les biomarqueurs urinaires d’expositimmt souramment utilisés dans le cadre de la slemei biologique de
I'exposition (SBE) professionnelle aux HAP, notanminie 1-hydroxypyréne (1-OHP), métabolite du pyrddaetilisation de ce
seul biomarqueur pour estimer I'exposition aux méts de HAP cancérogenes est aujourd’hui contrégerbe 3-
hydroxybenzo(a)pyréne (3-OHBaP) urinaire a étémégent proposé en milieu professionnel car il est du benzo(a)pyréne
(BaP), seul HAP classé cancérogéne certain poamithe. Par contre, ce biomarqueur n'est pas asseibiepour étre utilisé
pour de faibles expositions ce qui explique quentésabolites monohydroxylés des HAP gazeux soissijuement dosés du
fait de I'abondance de la phase gazeuse dans lasges. Ce travail avait pour objectif de dévelomiesélectionner un ensemble
de biomarqueurs permettant une SBE pertinente fitaeé de I'exposition aux HAP tant au niveau pssfennel
gu’environnemental. Dans un premier temps, les hrgureurs d’exposition aux HAP classiquement usliséur des expositions
élevées que sont le 1-OHP et le 3-OHBaP ont éthéstula variabilité des mélanges atmosphériqués, éimtamment I'abondance
relative de la phase gazeuse par rapport a la glateulaire font que le 1-OHP n’est pas spéc#igie I'exposition aux HAP
cancérogéenes qui sont contenus dans la phaseutsireic En effet, les concentrations urinaires €@HP dépendent des niveaux
atmosphériques de pyréne, HAP non cancérogénesdimssforme gazeuse et particulaire. L'étude déniétique d’élimination
urinaire du 3-OHBaP a permis de confirmer que &gwement d'urine dans le cadre de la SBE doitréaésé en fin de poste
plus 16h quand les expositions sont variablesagemaine de travail de par la cinétique d'élimomatirinaire atypique de ce
composé. Ainsi, il est recommandé de I'effectuedébut de poste du dernier jour travaillé. L'étdés modes de correction de la
diurése a confirmé la nécessité de prendre en eotapdegré de dilution des urines pour le 1-OHRe &-OHBaP et que la
correction par la créatinine urinaire est un mogéapté. Dans un deuxiéme temps, nous avons seéletites biomarqueurs pour
les faibles expositions professionnelles parmidié&rents métabolites monohydroxylés des HAP gazea 2-hydroxyfluoréene
et le 2-hydroxyphenanthréne sont ceux qui refléemieux I'exposition professionnelle bien qu'ile soient pas représentatifs
de I'exposition aux HAP cancérogénes contenus tapbase particulaire. Enfin, nous avons dévelapmméthode de dosage
urinaire du (¥)trans-anti-BaP-tétraol (Tetraol-BaR) ce métabolite, issu des voies de métabolisatirique du BaP, est plus
proche de l'effet toxique que le 3-OHBaP. La méthal® dosage est actuellement applicable en roatire une limite de
guantification de 0,02 ng/L. Les premiéeres analykeFetraol-BaP sur des urines de sujets professimment exposés indiquent
que ce biomarqueur est au moins aussi abondarle@®©HBaP et qu'il pourrait étre un biomarqueugxgiosition intéressant
pour estimer le risque cancérogene. Ce travaihdset souligne que I'évaluation de I'exposition audanges de HAP a partir
d’'un seul métabolite est difficilement interpré®bl fait de la variabilité de la composition dedanges émis et propose différents
biomarqueurs pour caractériser I'exposition desufaijons aux mélanges de HAP.

Abstract:

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHSs) are ubigui carcinogenic pollutants emitted into the atrhespin complex mixtures
constituted of gaseous PAHs and particulate PAHBady exposure biomarkers are most commonly useatder to perform
human biomonitoring (HB) to PAHSs, especially thayldroxypyrene (1-OHP) that is considered as thdeyoktandard. However,
its use to characterized mixture exposure is cortgal. The 3-hydroxybenzo(a)pyrene (3-OHBaPgently used because it is
a metabolite of the benzo(a)pyrene (BaP), the Bl classified as carcinogenic to humans. Monohyyleted metabolites of
the most abundant gaseous PAHSs are also usedftwrpédB. The aim of this thesis was to develop aakbct a set of exposure
biomarkers that enables a relevant and effectivef¢gtBboth environmental and occupational exposurestly, the 1-OHP and
the 3-OHBaP which are used as exposure biomarkecaroinogenic PAHs (mainly contained in the paia¢e phase) were
studied. The variability of the emitted atmosphariixtures, especially the relative abundance batwbe gaseous and the
particulate phases complicates the use of the 1-@H&ssess specific carcinogenic PAH exposure.elhd&é-OHP urinary
concentrations depend on atmospheric pyrene caatiems (a non-carcinogenic PAH) which is presariioth phases. The study
of urinary elimination kinetic of the 3-OHBaP relezatypical elimination kinetics (as in rats) armhfirmed that sampling time
should be done 16 hours after the end of the SHifis, sampling is recommended at pre-shift ofldseday worked. The study
of diuresis adjustment confirmed the need to take account the urine’s degree of dilution and thiatary creatinine adjustment
is suitable to correct concentrations of the 1-Qdfid the 3-OHBaP. HB in occupational sectors withi Exposure can't be
performed with 3-OHBaP due to its low urinary abamce. Secondly, monohydroxylated metabolites oégas PAHs were
compared to select relevant biomarkers for low pational exposure. Among the compared metabotites2-hydroxyfluorene
and the 2-hydroxyphenanthrene were proposed betaeysare those that best reflect occupational sxpo However, these two
metabolites were not specific of carcinogenic PAddasure in the particulate phase. Finally, an ditallymethod of the (£)trans-
anti-BaP-tetraol (Tetraol-BaP) was developed fattiree application (the limit of quantification was02ng/L). The first urinary
analysis indicated that the Tetraol-BaP is at laasabundant as the 3-OHBaP and that it couldretewant biomarker to assess
carcinogenic risk. Indeed, the Tetraol-BaP is alpob of toxic metabolism pathways of the BaP, whatlbws it to be closer to
the toxic effect than the 3-OHBaP. This thesis lggits the difficulty to use a single biomarkerassess PAH mixture exposure
due to their important variability and suggest$edént biomarkers that would characterize mixtutdiRexposure.



