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Avant-propos

Bien que des facteurs environnementaux soient les principaux responsables des maladies
chroniques, les études surenvironnement » se sont concentrées sur les polluants de 1’air

ayant une importance en terme de morbidité globale. Pour rechercher les causes
environnementales des maladies chroniques, il est nécessaire de recourir a des méthodes
pour caractériser les expositions humaiaux substances toxiques d’origine exogeéne et
endogéne (stress oxydant, peroxydation lipidique, etc.), qui constituent collectivement
I’exposome humain. Les expositions a des électrophiles réactifs sont particulierement
préoccupantes en raison de la toxicité inhérente de ces substances, en raison de leur
capacité a modifielacide désoxyribonucléique (ADN) en formant des adduits résultant de
réactions entre ces électrophiles et les nucléophiles cellulaires. Nous définissons la totalité
de ces adduits avec une cible nucléophile donnée (par exemple, ADN) comme

« adductome ». Parmi les contaminants organiques volatils, les aldéhydes sont des agents
chimiques hautement réactifs, présents dans la plupart des environnements, dérivés de
sources naturelles et anthropiques. Des niveaux élevés d'aldéhydes ont déja été mesurés
dans les domaines de la pollution urbaine et industrielle mais aussi intérieure. Le tabagisme
est un pourvoyeukl’aldéhydes. Par ailleurs, ces aldéhydes peuvent étre produits de
maniere endogene par le stress oxydant. Les aldéhydes sont bien connus pour former des
adduits exocycliques qui peuvent déclencher des réponses cellulaires mutagénes et initier
la cancérogenése. L’amélioration des outils d’investigation de « I’aldéhydome », dans un

context d’exposition complexe multi-contaminants est nécessaire pour ameliorer nos
connaissances sur leur impact sanitatetlucider le rble complexe que ces composeés

jouent dans les événements pathologiques.

L'essor considérable a I'heure actuelle des technologies « - omiques » a ouvert la voie a une
possible stratification des patients sur laebds I’éxpression de biomarqueurs. |l est

crucial d’évaluer la contribution d’un profil des adduits exocycliques en tant que
biomarqueur tkxposition de ’'Homme aux génotoxiques. Récemment, les recherches
scientifiques ont été orientéeers une meilleure connaissance du concept de 1I’exposome

et aux développements méthodologiques dans I’évaluation et la tragabilité des expositions

aux aldéhydes. Malgré 1’avancement de la recherche dans le domaine de détection des

adduits d’ADN en tant quebiomarqueurs d’exposition, de nombreux défis en mati¢re de



sélectivité, sensibilité, quantification et facilité de I'analyse des données restent a soulever

pour I’analyse adductomique de I’ADN dans des échantillons humains.

De nombreuses études dans la seconde moitié*dfi2écle, ont mien évidence que des
génotoxiques cancérogénes, soit directement, soit apres une activation métabolique,
réagissent avec I'ADN pour former par liaison covalente des adduits qui sont absolument
central dans le processus cancérigéne. Bien qu’il existe des preuves convaincantes de la
présence de multiples adduits a I'ADN dans les poumons de sujetssexpdabagisme

ou en milieu professionnel a un aldéhyde donné, il est a noter que c'est un domaine dans

lequel des recherches supplémentaires ont été nécessaires.

Dans le présent travail de thése, une nouvelle méthode sensible par la chromatographie
liquide & ultra-performance couplée a la spectrométrie de masse (UHPLC-MS) pour la
détection et la quantification simultanées d’adduits exocycliques dérivés des aldéhydes, a

été développée et validée conformément a la directive de I'Agence européenne des
médicaments. Une attention particuliere a été portée a la caractérigativro de ces

adduits suite a une exposition a chaque aldéhyde seul et a un mélange équimolaire des 8
aldéhydes et a leurs recherches dans des échantillons humains.

Ce manuscrit se compose de cing chapitres.

Une synthése bibliographique des données existantEesposome, les aldéhydes et ainsi
que sur I’impact des aldéhydes exogenes et endogeénes sur la santé humaine est présentée

dans le chapitre 1, et suivie d’une description des objectifs de ce travail.

Dans le deuxiéme chapitre, nous décrivons la mise au point de la méthode de dosage des
adduits par chromatographie liquide a ultra performance couplée a la spectrométrie de

masse en mode tandem (UHPLC-MS/MS) et sa validation.

Dans le chapitre 3, nous présentons et discutons les résultats de détection de profils

d’adduits engendrés par 1I’exposition de I’ADN acellulaire aux aldéhydes.

Le quatrieme chapitre est consacré anéthodologie de 1’étude de I’exposition tabagique

et les résultats des profils d’adduits engendrés par I’exposition au tabac.



Le dernier chapitre est consacré a la méthodolbgi&tude de I’exposition aux aldéhydes

en milieu urbain et aux premiers résultats de dosage de quelques biomarqueurs.

Nous cléturerons ce manuscrit par une discussion générale et proposerons des perspectives

en vue d’approfondir notre étude.
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|. Chapitre 1 : De I'exposome a la compréhension

meécanistique des effets induits par les aldéhydes

Le premier chapitre sera subdivisé en cing parties. E'8 dartie est consacrée a la
description de [’exposome, nouveau concept integrant la totalité des expositions (sous
entendues toutes les atteintes a la santé nogtgées) durant la vie entiére. L&
partie portega sur la notion de biomarqueurs, leur typologie et leur implication dans la
prédiction, la prévention et le traitement des maladies. Ensuite dansé'ﬂ‘?maﬁie, sera
présentéd ‘exposition systémique aux aldéhydes par des sources a la fois exogenes et
endogénes. Elle sera suivie dans urf@®4artie par le développement des effets
génotoxiques induits par les aldéhydes, en traitant de maniere plus Cibléet que peut
porter [’étude des adduits a [’acide désoxyribonucléique (ADN) induits par ces polluants
nocifs en tant quéiomarqueurs d’exposition. Dans une ¥ partie, les méthodes de
dosage desbions de I’ADN seront décrites. Elles regroupent principalement les méthodes

chromatographiques, enzymatiques et immunologiques.



I-  Exposome : Nouveau concept pour étudies risques

sanitaires

En 2005, Chris Wild a présenté le concept du « exposome » (Wild, 2005). Il a suggéré que,
conjointement avec la génomique, la métabolomique, la protéomique et la
transcriptomique, nous devons également comprendre les relations entre les expositions
aux produits chimiques et les maladies tout au long de la vie. Plusieurs années plus tard,
Lijoy et Rappaport (Liory et Rappaport, 2011 ; Wild, 2012) ont également exploré ce
concept. lls ont souligné que I'évaluation des expositions ne devrait pas étre limitée aux
produits chimiques pénétrant dans le corps mais devrait également inclure les substances
toxigues généréed’une maniere endogeéne par I’inflammation, le stress oxydant, la
peroxydation lipidique (LPOgt d’autres processus physiologiques (Rappaport et Smith,

2010 ; Rappaport, 2011) (Figurg En effet,cette notion d’exposome est apparue suite au

constat d’une recrudescence de pathologies chroniques dont la notion de susceptibilité
génétigue ne pouvait a elle selilexpliquer. Au finall’exposome désigne 1’intégration de
I’ensemble des expositions délétéres pour la santé, a la fois environnementales,
comportementales et professionnelles auquel est soumis un individu tout au long de son
existence.

Ce concept nécessite aujourd’hui de nombreux développements méthodologiques
innovantsdans 1’évaluation et la tragabilité des expositions a risque cancérigéne. Ces
dernieres deviennent de plus en plus complexes en raison des sources multiples, de leur

chronicité et des faibles doses des contaminants.

Exposition a vie

Evénement‘

d'exposition

Dynamique
Produits Biochimiques Processus Biologique

Microbiome Endogénes

Réponses

Adaptatives
au Stress

EXPOSOME

Figure 1. Définition de I'Exposome (adapté de Esosteal, 2016)



La recherche liée aux dommages a I'ADN en lien avec diverses expoaéitrmes a des
produits chimiques a été l'une des priorités du laboratoire Aliments Bioprocédés
Toxicologie Environnements (ABTE). Parmi les polluants retrouvés dans le milieu aérien,
nous avons portés notre regard sur les aldéhydes qui sont des produits hautement réactifs
tres nocifs pour la santé. lls sont tres irritants etlaohpacité de se lier directement aux
macromoléculesellulaires qui peuvent étre a I’origine de dommages trés déléteres pour la

santé humaine (Voulgaridoet al, 2011). Ce chapitre mettra donc l'accent sur notre
compréhension des dommages a I'ADN induits par les aldéhydes, sur la notion des
biomarqueurst sur les progres des méthodes d'analyse qui ont considérablement modifié
notre capacité a mesurer avec précision les biomarqueurs, tels que les adduits a 'ADN au

cours des derniéres décennies.

II-  Surveillance biologiquede I’exposition chez ’Homme

notionde biomarqueurs

La notion de biomarqueur est issue du domaine de 1’épidémiologie moléculaire née dans

les années 1980 afin de comprendre les causes de la survenue du cancer, et d’améliorer la
prévention de cette maladie (Marie, 2Q07A) biosurveillance de 1’exposition des individus

aux produits cancérigenes apparait ainsi comme un outil essentiel a la prévention, et celle-
ci est permise par 1’étude de tout un panel de biomarqueurs pouvant étre détectés bien

avant la survenue d’un cancer. La formation endogeéne de certains biomarqueurs peut en

outre compliquer I'évaluation de l'exposition externe.

Dans le domaine de la santé, il existe plusieurs types de biomarqueurs, les biomarqueurs
diagnostiques, pronostiques et prédictifs permettant respectivement de dépister une

maladie, de suivre son evolution et d’évaluer la réponse au traitement.

Les étapes de validation doivent étre réalisées lors d’études préliminaires, voire de
transition pour faire le lien entre les approches de laboratoire et les études en population.
Une validité analytique pour doser les biomarqueurs doit étre opérée.slidssilirer de la

limite de détection de quantification, de sensihilidé spécificité, d’exactitude et de
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précision. A coté de ces critéres il faudra vérifier la fiabilité de la méthode dans le temps.
Un autre critere a vérifier est la validation biologique du biomarqueur. Il faudra connaitre
les facteurs intervenant dans les variations intra- et inter-individuelles, sa persistance dans
I’organisme afin d’évaluer la fenétre d’exposition. Aussi pour démontrer une possible
association entre 1’exposition, le biomarqueur et la maladie, il faudra s’attacher & explorer

les critéres suivants (Pleil, 2012) :

1- T’origine (exogene, endogene ou une réponse) ;

2- la fonction biologique ;

3- les parameétres cinétiques (absorption, distribution, métabolisme ou élimination) ;
4- le milieu biologiqueen lien avec la période d’exposition (sang, urine, salive, air

expiré...).

Dansle domaine de la santé et de I’environnement, pour établir une relation de cause a
effet, il est également possible d’utiliser les biomarqueurs. On distingue trois types de

biomarqueurs (Perera et Weinstein, 2000 ; Pleil, 2012) (Figure 2) :

e Les biomarqueurs d’exposition (polluant dans I’organisme) : ils correspondent
a toutes substances exogénes, métabolite ou réponse a une interaction entre un
agent xénobiotique et une molécule ou cellule-cible mesurée dans un compartiment
de lorganisme. On distingue ainsi la dose interne, reflétant la mesure du
xénobiotiqueou d’un de ses métabolites dans une matrice biologique. Cette mesure
de la dose interne est pertinente et complémentaire des approches
épidémiologiques. Elle permet en effet d’évaluer spécifiquement les doses avec
lesquelles I’organisme est directement en contact en intégrant les mécanismes
d’absorption, de distribution, de métabolisme, de bioaccumulation et d’¢élimination
du xénobiotiquevariables d’un étre humain a I’autre. Pour illustrer cette catéogorie
nous pouvons citer la cotinine, métabolite de nicotine, bon marqueur du tabagisme
actif mais aussi passif mesurable dans la salive, le sang et les urines, (Hecht, 2003
Kim, 2016). Dans une autre étape, il est possible de mesurer la dose
biologiquement efficace qui correspond a la dose au niveau de la cible biologique
telle que la détermination des adduits a I’ADN. Ils peuvent étre caractéristiqueS
d’un produit ou d’une famille de produits cancérigene (exemple, les hydrocarbures

aromatiques polycycligues HAP) comme ils peuvent mettre en évidence des
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dommages moins spécifiques liés par exemple a des phénomenes d’alkylation ou
d’oxydation. L’interprétation des taux d’adduits doit tenir compte de leur
persistance, elle méme dépendante de la stabilité du produit, des systemes de
réparation et de la fréquence de renouvellement des macromolécules et de la cellule

ciblées.

Il est & noter que certains auteurs dans la prévention du risque chimique englobent
les adduits a I’ADN dans la catégorie de biomarqueurs d’effets précoces, a la
frontiére des biomarqueurs d’exposition et d’effet ; ils doivent permettre de révéler

des modifications moléculaires et biocljres a un stade subclinique, c’est a dire

encore réversibles.

Biomarqueurs

Exposition Effet Sensibilité aux effets
I I
| Lésions d'ADN,

|Dose interne | [Dose efficace| mutations, | Polymorphisme|

| | activation/inhibition

\Métabolites\ |Addllits a I'ADN| des génes... ‘Eﬂlﬂie, sexe, ... ‘

Figure 2: Classification des biomarqueursdpresPerera et Weinstein, 2000).

Les biomarqueurs d’effet (réponse de 1’organisme) : ils traduisent les
conséquences physpathologiques de I’exposition a un polluant, ils permettent de

détecter des effets biologiques plus ou moins proches de la survenue de la maladie.
Elles margquent la plupart du temps des lésions irréversibles (exemple : protéines du
choc thermique, enzymes du stress oxydant, les mutations somatiques, aberrations

chromosomiques.).

Les biomarqueurs de sensibilité aux effetsleur étude a pour but d’identifier les
individus présentant une sensibilité élevée a certains polluants. Les facteurs de
suscepbilité comprennent 1’age, le sexe, ’origine éthnique, le statut nutritionnel,

ou I’existence de maladie prédisposante. Les paramétres les plus étudiés sont les
facteurs de prédispositions génétiques et les polymorphismes de genes impliqués
dans les réponséiologiques suite a 1’exposition a un facteur de risque (réparation
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de T’ADN, métabolisme des xénobiotiques, systetmes immunitaires,

I’infalmmation...).

lll- Exposition systémique aux aldéhydes

L’exposition aux aldéhydes, composante majeureltsposome contemporain, joue un

réle important dans la pathogenese de maladies chroniques, comme le cancer (Wild, 2005).
L’amélioration des outils d’investigation de « I’aldéhydome », la somme de tous les
aldéhydes exogenes et formés de maniére endogéne, est nécessaire pour élucider le role
complexe que ces composeés jouent dans les événements physiopathologiquet dDator
2019). Les aldéhydes sont des molécules hautement réactives auxquelles 'Homme est
exposé d’une fagon ubiquitaire (Figure 3). Elles possedent un pouvoir mutagéne et/ou
cancérogene. dfmi la multitude d’aldéhydes prénts dans I’environnement et produits

dans le corps, nous traiterons les aldéhydes qui sont les plus fréiguemment retrouvés

étudiés dans I’environnement et le corps humain.

1. Expositions environnementales

1.1.Acroléine
L'acroléine (Acro) est produite soit par distillation a sec de graisse, soit par condensation
en phase vapeur d'acétaldéhyde et de formaldéhyde ou par oxydation catalytique de
propylene. L'Acro est également utilisée dans la synthese de la méthionine. Par ses
propriétés herbicides aquatiques, algicides et microbiocides, elle est retrouvée dans les
produits phytosanitaires. De plus, elle est utilisée dans la fabrication du papier et du carton
et de métaux, ainsi que dans la production de parfums (IARC, 1985).
L'Acro est également présente dans divers aliments et boissons, par exemple dans la biere,
la canne a sucre, le pain blanc, le muscle de poitrine de poulet crue. L'Acro est formée dans
les huiles de friture en surchauffe. Le nom « acroléine » détinBeurs de I'odeur acre
des huiles surchauffées (Esterbagteal, 1991). L'Acro est également connue en tant que
polluant aérien urbain résultant de la combustion de combustibles fossiles, du bois, du
kérosene et du coton, de la photo-oxydation du 1,3-butadiéne, de la torréfaction du café, de

I'extraction des huiles essentielles du bois de chéne, des gaz d'échappement, de la
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fabrication d’huiles de poisson, de la pyrolyse de graisses animales et végétales, de 1’usine

de fabrication d’acide acrylique, des plastiques et du caoutchouc synthétique, de la
fabrication de bougies, des feux de forét et des peintures au pistolet. L'Acro est également
détectée dans les eaux usées issues de ces usines (IARC 20285 Esterbaueet al,

1991). Le condensat de la fumée de cigarette contient de I'Acro qui présente un pouvoir
toxique supérieur a celui du phénol (Wynagral, 1965). La fumée principale de la
cigarette sans filtre contient 60 a 100 ug d’Acro/cigarette (IARC, 1986). En outre, I'Acro

est I'un des principaux métabolites du cyclophosphamide, un agent chimiothérapeutique
(IARC, 1985.

Inflammation

10,
©]

Alimentation/Boissons \

Métabolisme/ \
Peroxydation Lipidique

Tabagisme/Vapotage \

i
\\f
15 J

Figure 3: Expositionsystémique de I’humain aux aldéhydes ; les principales sources endogeénes et
environnementales (adapté de Dagbal, 2019)




1.2. Crotonaldéhyde
Le condensat de la fumée de cigarette contientids aldéhydes volatils insaturés, tel que
le crotonaldéhyde (Croto) (Wyndet al, 1965). La fumée principale de la cigarette sans
filtre contient de 10 a 20 pug de Croto/cigarette (IARC, 1986). Par ailleurs, le Croto est un
métabolite microsomal hépatique de la N-nitrosopyrrolidine (NPYR) (Véarad, 1988).
Le NPYR est présent dans la fumée de tabac, allant de 1,5 a 30 ng/cigarette commerciale
avec filtre et atteignant 110 ng/cigarette commerciale sans filtre (IARC, 1986). On le
trouve également dans les vapeurs de bacon cuit, dans les eaux usées de certaines usines de
produits chimiques et comme contaminant a I'état de traces de divers aliments : viande et

produits & base de poisson, épices et aliments pour animaux (IARQ., 1978

1.3. Acétaldéhyde
L'acétaldéhyde (AA) est produit commercialement par I'hydratation de I'acétyléne,
l'oxydation de 1'éthanol ou I'oxydation catalytique de 1'éthyléne. Il s’agit d’un intermédiaire
chimique principalement destiné a la fabrication d’acide acétique et a d’autres produits
manufacturés tels quees composés époxydiques, le Croto et divers acétals, les résines,
les plastiques, le caoutchouc synthétique, les herbicides, les boissons alcoolisées, les
produits pharmaceutiques et cosmétiques. On le trouve en tant que constituant naturel de
nombreux fruits, Iégumes et huiles, mais il est également utilisé comme additif alimentaire.
Il se produit comme intermédiaire métabolique chez les plantes supérieures et comme
métabolite de I'éthanol chéEomme. Il est détecté dans le sang humain et le lait maternel
(IARC, 1985.
L’AA est connu comme polluant ubiquitaiteLes principales sources d’émission d’AA
dans I’air sont : les gaz d'échappement des moteurs a essence ou a diesel, la combustion du
bois, la combustion des plastiques, la torréfaction du café, les installations de traitement
des eaux usées et de nombreuses usines de fabridathoh.a été identifié comme
constituant dans les déchets de nombreuses usines telles que le raffinage detpétrole
traitement du charbon (IARC, 1985 ; 201Be plus, I’AA se produit dans le condensat de
la fumée de cigarette (Wyndet al, 1965). La fumée principale de la cigarette sans filtre
contient 0,5 a 1,2 mg d’AA/cigarette (IARC, 1986). La fumée de cigarette est une source
potentiellement importante d’exposition & I'AA, atteignant environ 20 mg/jour. Par
ailleurs, une boisson typique contient environ 10 g d'éthanol, qui est ensuite métabolisé en
AA (Matsudaet al, 2007; Balbo et al, 2008; Yu et al, 2010). Dans de nombreuses



études, une relation dose-réponase¢ observée entre le taux des adduits induits par I’AA

et la consommation de l'alcool (Balbbal, 2008.

1.4. Formaldéhyde
Le formaldéhydeRA) est principalement utilisé dans la production de résines phénoliques,
d'urée, de mélamine et de polyacétal. Il est également largement utilisé comme
intermédiaire dans la fabrication de produits chimiques industriels. De plus, le FA est
retrouvé directement en solution aqueuse comme désinfectant et conservateur dans de
nombreuses applications (IARC, 200&e FA est connu comme un polluant de l'air
extérieur provenant principalement des sources de combustion biogénique et de biomasse,
des émissions des véhicules (IARC, 2016) et des expositions professionnelles continues
et/ou a court terme, lors du vernissatgs meubles et des planchers en bois, dans les
industries de textiles eke vétements et dans certains emplois tels que les embaumeurs, les
pathologistes et les travailleurs du papier (IARC, 2006). La pollution de l'air intérieur par
le FA provient des produits cosmétiques, de la peinture, des tapis, de la maroquinerie, de
l'alimentation et de la cuisine, des panneaux de particules et autres dérivés de bois
fabriqués avec des colles thermodurcissables a base de formolefT&ng@001 ; IARC,
2006; Lu et al, 2010b).Le condensat de fumée de cigarette contient du FA. D'apres
Wynder et ses collégues (1965), cet aldéhyde volatil saturé présente une toxicité supérieure
a celle du phénol. La fumée de la cigarette sans filtre contient 70 & 100 pug dmfettci
(IARC, 1986.

1.5. Malondialdéhyde
Le malondialdéhyde (MDA) se trouve dans les feuilles de pois et de cotonnier, mais
également dans de nombreux produits alimentaires (viande de beeuf cuite, viande de
poisson, huile de poisson, noix rances, huiles de légumes, maticres grasses, lait...). Sa
formation dans les aliments pendant la cuisson dépend de nombreux facteurs tels que |

degré d'insaturation des acides gras et le mode de préparation (IARE, 1985

1.6.4-hydroxy-2-nonénal
Des traces de 4-hydroxy-2-nonénBINE) sont toujours présentes ddes aliments. Les

chiffres trouvés se situent dans la gamme allant de 1 & 7 nmoles/g, par exemple I'huile



d'olive a 7,3 nmoles/g, I'huile de sésame grillée a 1,64 nmoldégpetulet roti a 0,75
nmole/g (Langet al, 1985.

1.7.Glyoxal
Le glyoxal (Gx) est urn-oxoaldéhydeet est souvent groupé avec dewroxoaldéhydes
similaires, le méthylglyoxal et la 3-désoxyglucosone. Les sources exogenes sont
principalement alimentaires, notammémbiere,le vin, le thé,le café,le yogourt,le pain,
le riz, la pate de sojda sauce sojat I'huile. Les aliments qui ont été fermentés, rotis, cuits
au four ou frits constituent également une source riche Gki Les sources
environnementales dGx comprennenta fumée de cigarettda fumée des feux de bois
résidentiels, les gaz d'échappement des véhidalesog,le brouillardet certains produits
de nettoyage ménageis.peut également étre introduit dans l'air Idesla combustion
incompléte de divers matériaux tels dedoiset le carburant (WHO, 2004 ; Aalto-Korte
etal., 2005 ; Langetal., 2012).

1.8. Méthylglyoxal
Il a été rapporté que le méthylglyoxal (MG) est d'origine environnementale. La fumée de
cigarette est 1'un des processus de combustion pouvant générer du MG (Fujioka et
Shibamoto, 2006) ; I'eau de boisson peut contenir du MG en raison des traitements de
purification (Camel et Bermont, 1998) ; I'eau de pluie peut absorber le MG provenant de
I'air pollué et le transmettre au sol (Bual, 2009. Le MG plasmatique peut provenir de
sources exogenes, telles que le café, les boissons alcoolisées et les alimentst(blemet
2006; Wang et Chang, 2010). Presque tous les aliments et les boissons contiennent du

MG, comme le décrit Vistoli et ses colléegues (2013).

2. Expositions endogenes

2.1. Stress oxydant
Le stress oxydant est un syndrome multifactoréshltant d’un déséquilibre entre la
production d’especes réactives oxydantes et les systemes de défenses antioxydantes. Il est
impliqué dans 1’oxydation de certaines macromolécules cellulaires (lipides, protéines,
ADN) qui peuvent étre &origine de la mort cellulaire et par conséquente graves

lésions tissulaires dont certaines peuvent participer a la génese de cancer et/ou des
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pathologies prédisposantes de nature inflammatoire, infectieuse et de surchage en métaux
(Halenget al, 2007; Lonkar et Dedon, 2011).

Parmi les acteurs impliqués dans le stress oxydant en lien avec le cancer, les espéces
réactives oxydantede I’oxygéne (ERO) sont de loin les plus étudiées. Elles renferment

des espéces chimiques non radicalaires et radicalaires libres (RL) (Tableau 1). Ces entités
radicalaires sont caractérisées par I’existence d’un gain d’électron célibataire sur leur
couche électronique la plus externe. Cette propriété leur confére une aptitude a réagir avec

les macromolécules cellulaires lors des réactions radicalaires (Burton et Jauniajx, 2011

Tableau 1 Principales Espéces Réactives de I’Oxygeéne (d’aprés Lonkar et Dedon, 2011)

Oxygéne 0,
Oxygeéne singulet o,
Anion Superoxyde O,
Radical hydroxyle OH’
Radical hydroperoxyle HOO
Radical peroxyle ROO
Hydroperoxyle ROOH
Radical alkoxyle RO
Peroxyde d’hydrogene H,0,
Radical oxyde nitrique NO
Radical dioxyde nitrique NO;
Peroxynitrite ONOO
Hypochlorite ClO

Certaines ERO peuvent étre formées par réductions mono ou bi-électroniques de
I’oxygene, et représentent ainsi divers états d’oxydation de ’oxygene, comprenant par

ordre de réduction, I’anion superoxyde (O2"), le peroxyde d’hydrogéne (H2O,) et le radical
hydroxyle (OH) (Figure 4).
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Superoxyde Réaction de Fenton Catalase
dismutases (FeZ : Cu?) Glutathion peroxydase
(1] (2 g 4]
Gxyedng Radical Peroxyde Radical Eau
Ye superoxyde d’hydrogéne hydroxyle
0 » 07 » HOO —— OH ———HD0
ae Tae(v2H) 2 ae ve(+H) 2

Figure 4: Différents états de réduction de I’oxygene (Migdal et Serres, 2011)

L’anion superoxyde, issu de la réduction a un électron de 1’oxygene, peut étre produit au

cours de la respiration, ou lors tlactivation des macrophages au cours de la réponse
immunitaire. Dans les conditions physiologiques, 1’anion superoxyde est rapidement
transformé en peroxyde d’hydrogene par dismutation. Cette réaction peut étre spontanée,

mais elle est le plus souvent catalysée par des enzymes appelées superoxyde dismutases
(SOD). Parall¢lement, 1’anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogeéne participent a la
production de radical hydroxyle, via la réactidilaber-Weiss et la réaction de Fenton en
présence des métaux de transition (Figures 4 et 5) (Migdal et Serres, 2011 etfglala

2014).

Haber-Weiss reaction

Ty

HO.Z M(n+1) Mn

H*"\,\L
. AV 4

Fenton reaction

Figure 5. Réaction de Fenton et Haber-Weiss (Atlal, 2014).

La forme réduite des métaux de transition”)(Méagit lors de la réaction de Fenton avec le
peroxyde d'hydrogene (B,), entrainant la génération de OHe radical superoxyde ¢(O) peut
également réagir avec la forme oxydée de métaux de transitléh) (s de la réaction de Haber-
Weiss conduisant a la production dé &k qui affecte a nouveau le cycle redox.

%
Vv
%

W

*OH + H,0
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Parmi les RL générés chez les étres vivants, 1’anion radicalaire superoxyde n’est pas tres
réactif mais constitue un précurseur pouvant étre activé en d’autres ERO alors plus
réactives. Par ailleurs, la faible réactivité biologique de ce méme radical permet son
implication comme médiateur intra- et intercellulaire capable de réguler certaines fonctions
vitales Au contraire, d’autres radicaux, comme le radical hydroxyle sont trés réactifs, et
surtout avec les macromolécules cellulaires des tissus vivants, a savoir les lipides, les

protéines et les acides nucléiques (Burton et Jauniaux).2011

Parmi les ERO décrits ci-dessus, le radical hydroxyle est sans conteste le composé le plus
réactif. Cette réaivité est telle qu’elle limite sa diffusion et circonscrit donc le lieu de
réaction du radical hydroxyle a son lieu de formation. Elle rend également impossible
I’existence de mécanismes enzymatiques de détoxification. La formation du radical
hydroxyle it donc étre prévenue grace a 1’élimination de 1’ion superoxyde et du
peroxyde d’hydrogéne par des systémes enzymatiques spécifiques (Kurutas, 2016). Le
radical hydroxyle réagit avec 1’ensemble des composants cellulaires grace a trois types de
réactivité: i) réaction d’addition, entrainant par exemple 1’hydroxylation des bases
puriques et pyrimidiques ainsi que de certains acides aminés aromaijge@splexation

avec un hydrogene dii) transfert d’un électron non apparié a de nombreuses molécules,
entrainant ainsi la formation de nouvelles espéces radicalaires, tel que le radical peroxyle
(ROQO). Ce phénoméne est impliqué dans ’initiation des réactions en chaine responsables

de la LPO. Les produits terminaux de la LPO, incluant le MDA EIN&, sont également
toxiques car ils peuvent rapidement modifier les protéines et I’ADN en formant des adduits

au désoxyguanosine (dG) et désoxyadénosine (dA) (Esterbtia¢y 1991; Migdal et
Serres, 2011

La concentration des ERO doit étre régulée ch¢ participe au maintien d’une
homéostasie redox. Le maintien d’un état redox intracellulaire déterminé est une condition
essentielle au bon fonctionnement des activités cellulaires, définissant ainsi la notion
d’homéostasie redox. L’ensemble des composants de la cellule participe a I’établissement
de cette homéostasie. Cependant, certains sont plus importants que d’autres. Ainsi, le
controle de 1’état redox des métaux et des thiols constitue un paramétre essentiel de la

régulation homéostatique (Drége, 2p02
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2.1.1. Défenses antioxydantes
Les ERO étant continuellement générées dans les cellules aérobies, des systémes
enzymatiques de défenses antioxydantes ont co-évolué avec le métabolisme cellulaire afin
de prévenir leurs conséquences deélétéres (Kurutas, 2016). Parmi ces systemes, les SOD, la
Glutathion Peroxydase (GPx), la Glutathion reductase (GR) et les Glutathion-S-
Transférases-alpha (GSi)-sont considérées comme les plus efficaces @Pah, 2017).
La détermination de ces enzymes peut par conséquetmibuer a 1’évaluation du statut
redox d’un individu (Kurutas, 2015

En outre, la SOD est capable de catalyser la dismutation des anfoes &0, (Figure

6). De plus, les peroxydases, et notamment les GPx, catalysent la réduction de divers
hydroperoxydes Cette réduction requiert I’oxydation du glutathion réduit (GSH) en
glutathion oxydé (GSSG). Ce dernier est alors régénéré grace a la réduction cptalysée

la GR, en présence du NADPH (Lubes al, 2011). De plus,el glutathion est d’une
importance fondamentale dans la détoxication cellulaire de nombreux xénobiotiques et
oxydants (Liuet al, 2014). En effet, les principaux roles cellulaires du glutathion se
résument a ceux da) substrat des GPx) substrats des GSTii) réservoir cellulaire de
groupement thiols réduits susceptibles de régénérer les groupements thiols oxydés des
protéines,iv) piégeur des RL, et par conséquent premiere défense contre les WL, et
tripeptide étroitement impliqgué dans la réparation desnat@es oxydants a I’ADN (Liu et

al., 2014). Il a été montré que le glutathion, a son état réduit, est présent a des
concentrations variables mais généralement tres élevées dans presque toutes les cellules et
est I’'un des principaux médiateurs critiques du statut redox de la cellule (Lubast al,

2011).

2.1.2. Effets délétéres des ERO
Les ERO constituent des entités chimiques certes réactives, mais indispensables au
métabolisme des étres vivants. Malgré leur caractére nocif, la cellule les maitrise grace a
un panel de molécules piégeuses, définies comme des antioxydants, enzymatiques ou non
(Kurutas, 2016). Malheureusement, dans un type cellulaire ou un tissu précis, ce systéme
de régulation peut étre altéré ou saturé, par une surproduction massive des ERO et/ou un

effondrement des défenses antioxydantes endogenes (Figure 6). Aussi le stress oxydant
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résulte-til d’un déséquilibre de la balance pro-/anti-oxydants (Taret al, 2018). Malgré
I’existence de nombreux systémes impliqués dans la régulation de I’homéostasie cellulaire

du fer, dans certaines conditions physiopathologiques, le fer s’avere catalyser la production
excessive deBRO et est alors a 1’origine d’un déséquilibre important de la balance pro-
/anti-oxydants, ce qui résulte par conséquent en I’apparition d’un stress oxydant (Tanet al,

2018). En outre, la genese de ce stress oxydant engendre de graves conséquences délétére
sur les diverses macromolécules cellulaires (Figure 7), a 4a&%@IN, les protéines et les

lipides (Michelet al, 2008§.

La dégradation radicalaire des lipides est un phénomeéene permanent et ubiquitaire, encore
appelé LPO (Servais, 2004). La LRavere probablement étre le miecux étudié des
processus biologiques déléteres induits par les ERO. La présence abondante de
phosphalpides membranaires a 1’endroit méme ou les radicaux, et plus particuliérement

les RL, sont générés, confere a ces macromolécules une sensibilité et une disponibilité
importantes face aux dégradations induites par ces RL (Z&toal 2019. L’altération

des membranes par la LPO résulte généralement en la formation de nhombreux composeés,
incluant notamment des alcanes et des carbonyles. Certains d’entre eux, notamment le

MDA et d’autres dérivés lipidiques oxydés, présentent une toxicité intrinseéque et peuvent

servir d’intermédiaires dans la formation de dommages radicalaires, en générant des

adduits avec I’ADN (Figure 6) (Servais, 2004).

Les dommages a I’ADN induits par les ERO recouvrent plusieurs aspects : i) la formation
d’adduits entre les dérivés lipidiques issus de la peroxydation des acides gras polyinsaturés
(AGPI) et I’ADN, ii) la formation d’adduits entre les protéines altérées par le stress
oxydant et I’ADN, iii) I’altération du pool de désoxyribose-phosphatedy) I’hydroxylation

des bases puriques et pyrimidiques de I’ADN (e.g. 8-OHdG), V) les cassures simple et
double brins de I’ADN, vi) I’induction d’aberrations chromosomiques, et vii) la distorsion

de la double hélice de I’ADN (Marroccoet al, 2017).Les lesions a I’ADN peuvent étre a
I’origine d’une mutagénicité des lésions d’oxydation a I’ADN pouvant participer au

processus cancerogene.
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2.2.Mecansime de la peroxydation lipidique
Le processus de la LPO peut étre impliqué dans linitiation et/ou la promotion de la
cancérogenese (Vacat al, 1988). La LPO est un processuatlque oxydative des
lipides membranaires (Yat al, 2016a). Elle se caractérise par trois étapes différentes

appelées initiation, propagation et terminaison (Figure 8).

TERMINAISON
LooL’
T«L"
Fe?
LH+R°——» L°+RH T » LOO 2 » LOOH — 5 LO°® +°OH
4
©: LH\‘
INITIATION [ T» LOO’ ° etc.
02
PROPAGATION

Figure 8: Phases d’initiation, de propagation et de terminaison de la peroxydation lipidique.

R’ : radical initiateur (ERO) ; LH : acide gras polyinsaturé ; tadical lipidique ; LOO: radical
peroxyle ; LOOH : hydroperoxyde ; LOradical alkoxyle :OH : radical hydroxyle ; &: oxygéne
; LOOL : produit stable (Michett al, 2008).

La phase d’initiation est due a ’attaque d’une espéce radicalaire (radicaux hydroxyles,
alcoxyles, peroxyles, ’oxygene singulet ou le peroxynitrite) suffisamment réactive pour
arracher un hydrogene du groupement méthylénallyisque situé en o d’une double
liaison (hydrogéne le plus labile) d’'un AGPI (LH) pour former un radical pentadiényl
(radical centré sur I’atome de carbone ; -‘CH- ou L). Ce radical se stabilise par
réarrangement intramoléculaire en formant un diéne conjugué capable de réagir facilement
avec I’oxygéne pour donner un radical peroxyle, LOO’. Ce dernier peut a son tour arracher
un hydrogéne d’une autre molécule d’acide gras adjacente (L’H), créant ainsi une réaction

en chaine (propagation) (Figure 9) ; la combinaison du radical pgerexgc 1’atome
d’hydrogene conduit a la formation d’un hydroperoxyde lipidique (LOOH) qui, sous
I’action des métaux (Fe** ou Cu), formera des radicaux alkoxyles ()Gt hydroxyles
(HO)).
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Figure 9: Processus de la peroxydation lipidique.

En initiation, les prooxydants formant le radical lipidique carboné qui tena &tétilisé par un
réarrangement moléculaire pour former un diene conjugué (étape 1). En phase de propagation, |
radical lipidique réagit rapidement avec I'oxygéne pour former un radical lipidique peroxy (étape 2)
qui extrait un hydrogéne d'une autre molécule lipidique générant un nouveau ipidicpid et de
I'nydroperoxyde lipidique (étape 3). Dans la réaction de terminaison, les antioxydantst donnen
atome d'hydrogéne aux espéces lipidiques peroxy radicalaires, ce qui entraimaal@ofi de
produits non radicaux (étape 4) (Ayalaal, 2014).

Les radicaux peroxyles peuvent aussi conduire a des peroxydes cycliques. Ces
hydroperoxydes, que 1’0on appelle les « produits primaires » de la LPO, peuvent se
décomposer en « produits secondaires » et « terminaux » pour former des endoperoxydes
cycligues et finalement des aldéhydes comme le MibAe HNE ou des isoprostanes.

Enfin, des phases terminales de dégradation conduiront a des aldéhydes, parmi lesquels
nous pouvons citer le MDAt le HNE, ou aux isoprostanes (Figure 10). Une autre voie
telle que la dimérisation entre deux radicaux peroxyles peut également se produire (phase

de terminaison).
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Figure 10. Schéma de formation des produits « primaires » et « secondaires » de la panoxydati
lipidique a partir d’une espéce moléculaire de la phosphatidylcholine comportant en sn-2 un acide
arachidonique (Michett al, 2008).

Les produits de la LPO, en particulier les produits terminaux stables, tels que des
aldéhydes (MDA, HNE) ou les isoprostanes, peuvent étre mesurés dans le plasma et les
urines en tant que marqueurs du stress oxydant. Il faut noter que les aldéhydes constituent
des produits stables comparativement aux espéeces radicalaires, susceptibles de diffuser
hors de la cellule et d’attaquer des cibles relativement éloignées de leur lieu de formation

primaire (Figure 11).
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Figure 11 Principaux aldéhydesp-insaturés issus de la peroxydation lipidique (Catlet,
2017).

2.3.Dérivés de la peroxydation lipidique

Des altérations chimiques et des dommages a I'ADN peuvent étre produits aux différentes
étapes de la LPO, a commencer par la réaction directe entre les ERO et I'ADN. La seconde
possibilité est représentée par la réaction entre I'ADN et les radicaux lipidiques formés au
cours de |'étape de propagation. Le troisieme mécanisme majeur est représenté par la
réaction de I'ADN avec la variété de produits non radicalaires de la LPO. Ces réactions
conduisent a une modification des bases nucléiques et a une grave détérioration structurelle
de I'ADN.

Parmi les produits non radicalaires, les produits aldéhydiqueguelss aldéhydes o,B-

insaturés, le HNE et le MDA, sont des composés mutagénes et induisent la formation
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d'adduits a I'ADN (Akasaka et Yonei, 198Yacaet al, 1988). Le processus principal
conduisant a la formation d'aldéhydes est probablement laoréditt de clivage B de

radicaux alcoxy lipidiques. La concentration de ces aldéhydes endogenes est maintenue a
de faibles niveaux par les systemes de détoxification cellulaire (Estedtaaler1990;

1991). Selon Chung et ses collegues, ces aldéhydes peuvent modifier directement les
protéines et 'ADN et former des adduits, mais ils peuvent également étre époxydés par des
oxydants cellulaires. Les époxy-aldéhydes, en particulier les énals a chaine longue, sont
plus réactifs que les énals parentaux vis-a-vis de 'ADN. Les auteurs ont rapporté que la
LPO est une source endogéne importante pour la formation d’adduits a I'ADN de type

propano etthéno a partir d'aldéhydes a,p-insaturés endogenes (Chugtgal, 1996; 1999).

Ces adduits exocycliques sont des Iésions prémutagenes efficaces et sont réparés lentement
; leurs niveaux sont dans un état stable, ce qui pourrait résulter d'une formation et d'une
élimination continues par un certain nombre de facteurs. lls augmentent en association
avec des modifications chimiques, diététiques ou physiologiques conduisant au cancer
(Marnett et Burcham, 1993Chunget al, 1999.

Collins et ses collegues (1993) ont détecté des dommages oxydatifs importants dans des
lymphocytes d'individus en bonne santé. Fedtke et ses collegues (1990) ont observé de
faibles taux d’adduits a ' ADN N2,3-éthénoguanine induits par le chlorure de vinyle chez

des rats non traités. Ces lésions sont une cause probable de mutations qui, si elles se
produisent dans des génes appropriés, peuvent conduire au cancer. Chung et ses colléegues
(1999) ont examiné la formation d’adduits cycliques : 1’acroléine-désoxyguanosine
(AcrodG), le crotonaldéhyde-désoxyguanosine (CrotodG) et le 4-hydroxy-2-nonénal-
désoxyguanosine (HNEdG) dans des conditiongitro de LPO. Ces études ne sont que
guelques exemples de celles qui confirment le role de la LPO en tant que source endogene

importante pour la formation d’adduits a ' ADN d’aldéhydes.

2.3.1. Acroléine
Arif et ses collégues (2006) ont suggeéré que les adduits associés a la fumée ne sont pas liés
aux hydrocarbures aromatiques polycycliques typigues ni aux amines aromatiques, mais
sont impliqgués comme produits dérivés des aldéhydes, présents dans la fumée de cigarette
a des niveaux supérieurs que les carcinogénes polyaromatiques typiques. Selon Zhang et
ses collégues (2007), les quantités d'Acro sont jusqu'a 10000 fois supérieures a celles du
benzop]pyrene dans la fumée de cigarette. Cependant, les auteurs ont lié la formation
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d'adduits AcrodG dans I'ADN du poumon humain non seulement au tabagisme, mais
également a l'exposition a I'Acro de I'environnement ainsi qu'a la formation endagéene d
I'Acro par la LPO. En 1991, McDiarmid et ses collegues (1991) ont détecté de I'ADN
modifié par I'Acro dans des lymphocytes de patients atteints d'un cancer précédemment
traités avec le médicament anticancéreux, le cyclophosphamide. Par exemple, Nath et
Chung (1994) ont retrouvé des adduits AcrodG chez I'Homme et chez des rongeurs non
exposés. Comme les rongeurs de cette ¢tude n’étaient pas traités avec des agents
cancérigenes, il est concevable que des facteurs endogenes tels que la LPO puissent
contribuer a la formation de produitadduction. Plus tard, Nath et ses collégues (1996)

ont suggeré que ces adduits ne sont pas des produits d'artefacts provenant de I'extraction de
I'ADN compte tenu le profile spécifique par tissu et la stéréosélectivité de la détection des
adduits.

2.3.2. Crotonaldéhyde
Dans des conditions physiologiques, le Croto peut modifier 'ADN en formant des adduits
1,N*-propanoéoxyguanosine (1,NPdG) cycliques (Chungt al, 1984). Dans une étude
visant a quantifier les adduits CrotodG dans le foie et le poumon humains, Zhang et ses
collegues (2006) ont confirmé que les adduits GiGtpouvaient résulter d’expositions
endogenes et exogenes. Nath et Chung (1994) ont détecté des adduits CrotodG chez
I'Homme et les rongeurs sans traitement carcinogéne. Plus tard, Nath et ses collegues
(1996) ont examiné une variété de tissus de rongeurs et d’étres humains non traités et ont
suggéré un role potentiel de ces adduits comme lésion endogéne de ’ADN chez les deux

especes.

2.3.3. Acétaldéhyde
L'AA réagit avec les désoxynucléosides, a l'exception de la thymidine, donnant lieu a la
formation d'un adduit. L'ordre de réactivité était dG >>ddC et I'additif principal formé
par la réaction de I’AA avec la dG, le N-éthylidénedG, est instable et peut donc étre
stabilisé par réduction en®thyldG (Vacaet al, 1995a). De plus, il a été constaté une
diminution significative de 28% des niveaux dééthylidénedG, en tant que produit de
réduction, le K-éthyldG dans des leucocytes aprés quatre semaines d'arrét du tabac (Chen

et al, 2007. D’autres études ont suggéré 1’origine endogéne de cet adduit, I'une étant la
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réduction de RiéthylidénedG et l'autre, sa formation en tant que produit mineur de
I'éthylation de I'ADN (Fangt al, 1997; Wanget al, 2006.

2.3.4. Formaldéhyde
Le FA est généré de maniére endogéne dans toutes les cellules vivantes a partir de la
sérine, la glycine, la méthionine, I’histamine et la choline. Il est également produit a partir
de certains métabolites et protéines par déméthylation. Il est présent dans le sang humain a
environ 0,1 mM (Tengt al, 2001; IARC, 2006; Lu et al, 2009).
Le FA pénetre dans l'organisme et forme des adduits & I'ADN (8teag 2001; Lu et
al., 2009; 2010b). Des adduits FAdG exogenes et endogénes ont été détectés dans 'ADN
d’origine nasal de rats exposés a diverses concentrations de FA, ce qui montre que les

adduits & I'ADN endogene étaient dominants lors de faibles expositiors §L2011).

2.3.5. Malondialdéhyde

Le MDA est un produit secondaire de la LPO (Chetgal, 1996). Hadley et Draper
(1990)ont découvert des adduits a I’ADN formés par réaction avec le MDA dans l'urine de

rats. De plus, les niveaux de ces adduits ont augmenté apres I'administration du Fe ou du
CCly, qui sont des catalyseurs bien connus de la ltP@vo. Cette observation indique

une origine endogéne de ces adduits et constitue une preuve solide de la modification de
I'acide nucléique causée par la LiPQvivo. Selon Esterbauet al. (1991), le MDA résulte
principalement de la dégradation par oxydation des AGPI comportant plus de deux doubles
liaisons interrompues par du méthylene. Les précurseurs du MDA seront principalement

les acides arachidoniques et 1’acide docosahexaénoique des AGPI (Figure 12).

Le MDA existe en solution aqueuse sous trois formes principales. A pH acide, la B-
hydroxyacroléine devient I'espece prédominante, réactive et électrophile, capable de réagir
avec les composés nucléophiles dans une réaction d'addition de Michael pour former des
adduits du MDA (Esterbauet al, 1991).
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Figure 12 Formation et métabolisme du MDA.

Le MDA peut étre générid vivo par décomposition de I’acide arachidonique (AA) et des AGPI

(PUFA) lors des processus enzymatiques au cours de la biosynthése du thromboxane A2 (TXA2) et
de I’acide 12-l-hydroxy-5,8,10-heptadéca heptadécatriénoique (HH) (voie bleue), ou par des
processus non enzymatiques par des endopéroxydes bicycliques produits au cours de la
peroxydation lipidique (voie rouge). Un MDA formé peut étre métabolisé par voie engymati

(voie verte) (Ayaleet al, 2014).

Le MDA est présent dans les plaquettes sanguines et dans le sérum en tant que produit de
la LPO et en tant que produit secondaire de la biosynthése de la prostaglandine et du
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thromboxane (IARC, 1985). Certaines équipes ont getitgudier les adduits a la dG du
MDA en tant que biomarqueurs du stress oxydant induit de maniére endogenet@aca
1992; 1995b).D’autres résultats ont confirén I’importance des dommages endogenes a
I’ADN, qui se produisent de maniere continue par la LPO chez des individus en bonne

santé et non exposés (Chaudretrgl, 19949.

2.3.6. 4-hydroxy-2-nonénal
Les 4-hydroxyalcénals ont trois groupes fonctionnels principaux, a savoir le groupe
aldéhyde, la double liaison CC et le groupe hydroxy, qui peuvent participer seuls ou en
séquence a des réactions chimiques avec d'autres molécules (Esterlzué®91). Le
HNE réagit avec la dG dans des conditions physiologiques pour donner deux paires
d’adduits diastéréoisomériques. Le mécanisme proposé implique une addition de Michael
nucléophile suivie d'une cyclisation rapide (Wirgeal, 1989.
Le HNE est généré par la LPO surtout de8 AGPI (Figures 13 a 15) (Esterbawtral,
1990; 1991 ; Chunget al, 1996; 1999; 2000). Benedetti et ses collegues (1980) ont
démontré que les 4-hydroxyalcénals, en particulier le HNE, se forment lors de la
peroxydation des lipides microsomaux du foie.
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Figure 13 Production enzymatique du HNE et métabolisme.

La voie enzymatiqgue menaati HNE comprend la lipoxygénase (LOX), 1’hydroperoxyde lyase
(HPL), I’alkénoxygénase (AKO) et les peroxygénases. Le métabolisme du HNE peut conduire a la
formation del’alcool 1,4-dihydroxy-2-nonéne (DHNJ¢ I’acide 4-hydroxy-2-nonénoique (HNA),

et du conjugué au glutathion (HNE-GS). La conjugaison du HNE avec le glut&®tst) produit

du glutathiogl-HNE (GS-HNE) suivie par une réduction péalcool déshydrogénase (ADH-)
dépendante du NADH en glutathioiyHN (GSDHN) et/ou parl’aldéhyde déshydrogénase
(ALDH-) en glutathionyl-HNA (GS-HNA). Le HNE est métabolisé par I'ALDH, qui dorme |
HNA, métabolisé par une oxydation catalysée par le cytochrome P450 (CYP) pour fréaer |
hydroxy-HNA (9-OH-HNA). Le HNE peut également étre métabolisé par 'ADH pour produire du
DHN (Ayalaet al, 2014).
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Figure 14: Production non enzymatique du HNE.

L'abstraction initiale de I'hnydrogene bisallylique de I'acide lipoique (LA)yiraés radicaux gras.
Formation du HNE commencant par les 9 et 13 hydroperoxyoctadécadiénoates (HPOEBE) (voi
rouge et bleue). Le HNE est généré par la béta-scission d'un radical hydroxyalcoxypgoil eist

aprés la cyclisation du radical alcoxy en présence d'ions de métaux de transition et de deux
molécules d'oxygéne ; cette réaction implique un captage d'hydrogéne (1). Le radicalsperoxy
cyclise pour former un dioxétane qui est oxygéné en peroxy-dioxétane fragmentéaptépideux
captages d’hydrogéne, produit du HNE (2). Le radical hydroperoxyle est oxygéné en dioxétane, qui

est ensuite fragmenté pour produire le 4-hydroperoxy-2E-nonénal (4-HPNE), un prédurseur
HNE (3). Les endopéroxydes bicycliques réagissent avec un métal de transition sous fdtee rédu
tel que le fer (F&), pour former des radicaux alkoxyle qui, aprés réaction avec l'oxygéheu(O
captage d'hydrogéne (Het une fragmentation produisent le HNE (4). Un radical alcoxyle aprés
cyclisation, oxygénation, captage d'hydrogéne, oxydation du métal de transition, hyatolyse
réarrangement donne le HNE (5). Avec lacide arachidonique, les acides 11- et 15-
hydroperoxyéicosatétraénoiques (HPETE) sont les précurseurs permettant de forriuét dia H

des mécanismes analogues (Ayetlal, 2014).
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Figure 15 Mécanisme de formation du HNE par la peroxydation de I'acide arachidonique (Gentile
et al, 2017).

Liu et ses collegues (2006) ont observé un niveau d'équilibre d'adduits HNEdG a la fois
dans la maladie d'Alzheimer et dans le tissu cérébral témoin a la suite d'une agression

causée par des produits de la LPO.

Le HNE réagit facilement avec les adduits cycliques produisant de la dG dans des
conditions physiologiques, soit par addition directe de Michael, comme mentionné ci-
dessus, soit par l'intermédiaire de sa formation d'époxyde, le 2,3-époxy-4-hydroxynonanal
(EHN). Ce dernier possede deux groupes fonctionnels chimiqguement réactifs, un époxyde
et un aldéhyde. Bien que I'époxydation du HNE ne se soit pas avé&ige, elle pourrait

se produire avec les hydroperoxydes d'acides gras géenérés par la LPO ; ell¢ pourrai
également résulter de la biosynthése des prostaglandines et/ou étre médiée par des enzymes
microsomales (Sodum et Chung, 198389, 1991 ; Esterbauest al, 1991).
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Une trés faible activité de réparation a été observée lors de la détection des adduits a
I'ADN induits par le HNE. Cette observation suggére un réle biologique majeursde ce
adduits (Douket al, 2004.

Par ailleurs, @ 4-oxo-2-nonénal (ONE) est le produit majeur de la décompositieiiro
des 2 (Skégioisoméres de ’acide hydropéroxide linolénique. L’ONE est plus réactif que
le HNE, et réagit dans différentes maniéeres avec divers biomolécules€Calo2010 ; et
pour revue : Voulgaridowet al, 2011). En particulier]’ONE forme le 2"-oxo-héptyl-
substitué 1,N2-éthéno-dG, 1,N6-éthéno-dA et 3,N4-éthéno-dC (Figure 16) (@erdile
2017) Les adduits a ’ADN de type éthéno sont formés aussi par le 4-0xo-2(E)-hexénal
(OHE) (Chouet al, 2010).

0
',“W\ o)
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Figure 16. Structures des adduits d®NE : 2"-oxo-héptyl-substitué 1,N2-éthéno-dG, 1,N6-
éthéno-dA et 3,N4- éthéno-dC (Gentieal, 2017)

2.3.7. Glyoxal
Le Gx est produit de maniére endogéene lpatPO. Il a été identifié parmi les produits
d'autooxydation des acides linoléigelinolénique (Loidl-Stahlhoferet Spiteller, 1994 ;
Mlakar et Spiteller, 1994et a été détecté dans les tissus cardiaques ischémiques du porc
(Duddaet Spiteller, 1996)La formation duGx associée & peroxydation quse produit

dans un certain nombre d'états pathologiques mérite une étude plus approfondie.

2.3.8. Méthylglyoxal
Le MG est un intermédiaire réactif du métabolisme cellulaire, omniprésent dans toutes les
cellules. Il est produit dans des conditions a la fois normales lors des métabolismes des

lipides (Kalapos, 19992008) et pathologiques via plusieurs voies differentes, impliquant
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a la fois des réactions enzymatiques et non enzymatiques €Biata2013). LeMG est
également forméin situ dans le plasma et peut étre libéré a partir des cellules

endommagées (Kalapos, 2013).

V- Adduits des aldéhydes a I'AD& cancérogenese

Le modele du processus de la cancérogenese chimique est caractérisé par quatre phase

successives : I’initiation, la promotion, la progression et 1’invasion (Figure 173 (Moreau,

2006 ; Marie, 2007).

INITIATION PROMOTION

Leésions

Cellule normale Cellule initiee

(og
renéoplasiques (o
©. ©. o RS
h ﬁ Modification de 1
Geénotoxicité N / cation de la

structure cellulaire
Dommages de I’ ADN 1
(adduits), mutations Accumulation des Prolifération cellulaire
mutations incontrolée

Croissance tumorale
Meétastases

Figure 17: Processus de la cancérogenése

. L’initiation : c’est la séquence initiale des événements de la cancérogenese. Elle
consiste a transformer une cellule normale en cellule initiée a travers le développement des
défauts génétiques. C’est une étape irréversible déclenchée par I’exposition des cellules
normales a un agent initiateur cancérogene. Si I’altération du matériel génétique persiste

apres une ou deux réplications cellulaires, les cellules sont alors dites « initiées ».

Les phénomeénes a 1’origine de cette phase d’initiation sont au cceur de notre sujet de

recherche.
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. La promotion : c’est I’acquisition par les cellules initiéed’une autonomie de
prolifération au détriment des cellules normaless ’effet de stress (chimique ou non).

Ceci conduit a la formation des lésions pré-néoplasiques (tumeurs bénignes). Cette phase, a
I’inverse de I’initiation, est réversible car le retrait de la substance promotrice peut

entrainer dans certains cas la régression des Iésions précancéreuses. Plusieurs mécanismes
sont impliqgués dans cette phasegsuaxpression d’oncogénes, de genes supresseurs de
tumeurs €.9.le géneTP53 et I’inhibition des capacités de communication intercellulaire

des cellules initiées menant a I’échappement aux mécanismes de régulation des cellules

normales etc.

. La progression : c’est le passage de la lésion pré-néoplasique a un néoplasme
(tumeur maligne). Cette phase se caractérise par la croissance des cellules malignes a
phénotype irréversible et par une grande instabilité génomique en lieiavemulation

des mutations au cours du temps.

. L’invasion : c’est le processus final de la cancérogenése ou les cellules malignes
s’infiltrent dans les tissus voisins ainsi que dans d’autres tissus de I’organisme par le biais

de la circulation sanguine ou lymphatique, ou elles se fixent et développent des métastases.

Dans le cadre de la cancérogenése induite par des substances chimiques, une phase
d’exposition, le plus souvent chronique aux cancérogénes, est nécessaire. Les produits

peuvent agir soit directement ou aprés activation métabolique. En effet, la plupart des
substances cancérogenes nécessitent apres leur entrée dans ’organisme une étape de
biotransformation métabolique pour permettre I’acquisition du caractére génotoxique et

une distribution vers le tissu ciblée cancer résulte donc, d’une interaction complexe

entre des facteurs exogenes de nature environnementale et des facteurs endogénes,
génétiques ou acquis.

Toutefois, les aldéhydes sont des composés électrophiles hautement réactifs qui peuvent
exercer directemenéur role néfaste par le biais d’interactions avec I’ADN, via la genese

de mutations et’dberrations chromosomiques dans des parties géniques clés impliqués

dans la cancérogeneése et/ou le développement de pathologies prédisposantes.
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La figure 18 montre les structures des aldéhydes communs impliqués dans la pathogenése

de multiples maladies humaines.
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formaldehyde acetaldehyde  acrolein glyoxal
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methylglyoxal  malondialdehyde crotonaldehyde

(MDA)
/\/\/\70
heptanal

4-hydroxy-2-nonenal
(4-HNE)

Figure 18 Structures des aldéhydes communs associés a diverses maladies humaines §Dator

2019).

Dans ce qui suit, nous allons développer les mécanidesons cellulaires induits par

les aldéhydes.

1. Stressoxydant et adduits exocycliques

Malgré I'abondance des études, la complexité des réactions entre les aldéhydes réactifs et

I'ADN laisse encore de la place pour des recherches plus approfondies. Dans la figure 19

ci-dessous, sont présentés quelgues adduits exocycliques formés par interaction des

aldéhydes dérivés de la LPO avec I'ADN.
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Figure 19 Principaux adduits d’aldéhydes o,B-insaturés aux bases amisubstituées de 2’-
désoxyribonucléosides (Cadattal, 2017)

Le tableau Zournit des informations sur la détection des modifications de I’ADN induites

par le stress oxydant.

Tableau 2 Niveaux de lIésions induites par le stress oxydant dans I'ADN cellulaire et tissulaire

Lésions de

' ADN Sources dADN Niveaux Références

M,G/ leucocytes humains 0,029/16 nucléosides chez le Bonassket al,

M,dG travailleurs actuels a 2017
I’amiante ;

0,045/16 nucléosides chez le
anciens travailleurs a I’amiante

humain 0,5 - 1,2/16 nucléosides dan« Marnett, 1999
le foie ;

0,05 - 2,8/10nucléosides dan
les globules blancs ;
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0,001 - 0,5/1®nucléosides
dans le pancréas ; 0,002 -
0,56/16 nucléosides dans le
sein
leucocyte humain 64,9 fmol/mg d'’ADN chez les Maet al, 2014
fumeurs ;

56,5 fmol/mg d'ADN chez les
non-fumeurs

foie de rat 0,52/16 nucléosides Chaudhanet al,
1994
muqueuse colorectale  0,43/16 nucléosides pour les  Leurattiet al,
humaine hommes ; 4,6/10nucléosides 2002
pour les femmes
eA/edA Tissu pulmonaire humain 0,272 - 1,79/19nucléosides  Monienet al,
2015
épithéliums du colon ~0,025 - 0,065/1D Bartschet al,, 2002
asymptomatiques humains nucléosides
rats exposés a 600 ppm d¢  0,21/16 nucléosides dans le Swenberget al,
chlorure de vinyle (4 h/jour foie ; 1992

pendant 5 jours)

0,65/16 nucléosides dans le:
poumons ;

0,04/16 nucléosides dans le

rein
placenta humain 2,3 - 2,5/16nucléosides  Chenet al, 1999
Humain 0,282/16 nucléosides dans l¢ Chenet al, 2010
placenta
0,162/16 nucléosides dans le
leucocytes ;

salive humaine 0,22 - 2,1/16nucléosides  Chen et Lin, 201]
Foie de rat (LEC) ~0,002 - 0,1/1Bnucléosides Nair et al, 2005
rat (LEA) 0,23/16 nucléosides dans le Yu et al, 2016a

foie : 0,39/16 nucléosides
dans le cerveau

rat (LEC) 0,3/1C nucléosides dans le  Yu et al, 2016a
foie : 0,44/16 nucléosides
dans le cerveau

1, N>-eG/  cellules humaines IMR-90 ~0,02/16 nucléosides  Garciaet al, 2011
l, N%-edG
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urine humaine

humain

salive humaine
Rat Wistar

Rat LEA

Rat LEC

eC/edC Tissu pulmonaire humain

épithéliums du célon
asymptomatique humain

rats exposés a 600 ppm d¢  0,98/16 nucléosides dans le Swenbergt al,
chlorure de vinyle (4 h/jour
pendant 5 jours)

humain

urine humaine
salive humaine

urine humaine

Foie de rat LEC

95 pg/mL pour les fumeurs ;

50 - 68 pg/mL pour les non-
fumeurs

0,085/16 nucléosides dans le Chenet al, 2010
placenta

0,086/16 nucléosides dans le
leucocytes ;

0,68 - 7,52/180nucléosides Chen et Lin, 201]
2,47/10 dG dans le foie ; Garciaet al, 2010
0,87/16 dG dans les poumon

2,96/10 dG dans le cerveau

0,11/16 nucléosides dans le Yu et al, 2016a
foie ; 0,15/16 nucléosides
dans le cerveau

0,16/16 nucléosides dans le Yu et al, 2016a
foie : 0,13/16 nucléosides
dans le cerveau

0,169 - 1,153/1Dnucléosides Monienet al,
2015

~0,015 - 0,035/10 Bartschet al, 2002

nucléosides
foie ; 1992

0,3/1@ nucléosides dans les
poumons ;

0,29/16 nucléosides dans le
rein
0,441/16 nucléosides dans l¢ Chenet al, 2010
placenta

0,111/16 nucléosides dans le
leucocytes ;

104 - 105 pg/mL Chenet al, 2001

0 - 1,39/10 nucléosides  Chen et Lin, 201]

0,45 nM pour les fumeurs ; Chenet al, 2004
0,16 nM pour les non-fumeur

~0,035 - 0,25/19nucléosides Nair et al, 2005
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N2,3€G/ rats exposés a 600 ppm de¢  1,81/16 nucléosides dans le Swenbergt al,
N2,3€dG  chlorure de vinyle (4 h/jour foie ; 1992
pendant 5 jours)
0,21/16 nucléosides dans le:
poumons ;

0,31/16 nucléosides dans le

rein
AcrodG leucocyte humain 0,055 - 0,143/10nucléosides  Yin et al, 2013
0,78/16 nucléosides dans le: Chen et Lin, 2004
leucocytes ;
1,08/16 nucléosides dans le
placenta
salive humaine 0,13/16 nucléosides Chen et Lin, 2011
cerveau humain 5,15/16 nucléosides (avec le Liu et al, 2005

maladie d'Alzheimer) ;
2,8/10 nucléosides (controle

Tissu pulmonaire humain  0,0285/16 nucléosides chez Yanget al, 2019
les fumeurs ;
0,025/16 nucléosides chez le
non-fumeurs

CrotodG cellules humaines IMR-90 ~0,05/16 nucléosides Garciaet al, 2011
humain 0,06/16 nucléosides dans le: Chen et Lin, 200¢
leucocytes ;
0,26/16 nucléosides dans le

placenta
salive humaine 0 - 0,485/16nucléosides Chen et Lin, 201]
humain 14,57/18 dG dans le foie ; Zhanget al, 2006

19,99/18 dG dans les

poumons

Rat Wistar 4,61/18 dG dans le foie ; Garciaet al, 2010

2,25/16 dG dans les poumon

5,66/10 dG dans le cerveau

Salive humaine 2,6/10 nucléosides chez lesYanget al, 2019
fumeurs
cellules MRC5 humaines no 0,024 - 0,035/10nucléosides Zhanget al, 2016
traitées
FAdG Salive humaine 9,96/16 nucléosides chez les Li et al, 2017
réduit fumeurs
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2. Réactions de quelques aldéhydes dérivés de la LPO avec I'ADN et
conséquences fonctionnelles

2.1.MDA
Le MDA est mutagene a la fois dans les bactéries et dans les cellules humaines,
provoquant des insertions, des délétions et des substitutions de paires de bases, en
particulier au niveau des paires de bases GC (Basu et Marnett, 1983 ; Marnett, 1999). Les
deux carbonyles dMDA réagissent avec 1'azote, formant I’adduit pyrimido [1,2-o]purine-
10(3H)-one-dR, ou le MDAdG non rédyiidG), qui est ’adduit le plus abondant en
MDA (Marnett, 2002), tandis que les adduitéaadA et a ladC découlent de 1’addition
d’un groupe carbonyle avec des groupes amino exocycliques pour former le N6-(3-
oxoprényl)dA (M1dA) et le N4¢3-oxopréenyllC (M;dC), respectivement (Figure 20a)
(Gentileet al, 2017).

e 1* e
it ﬁ" SOSK 0 )\J]

dR
MDA M1dG M1dA M1dC
b)
o duplex DNA o
(\/]IN\) opposite dCyt HNJ‘IN\)
\N)\\N N : ON\N*\N N
Y denaturation H "R
M1dG N2-(3-oxoprop-1-enyl)-dGuo
(OPdG)

Figure 20: (a) Adduits du MDA avec la dG, la dA et la @@) réorganisation du M1dG lorsqu'il est
placé en face de la dC dans I'ADN.

dR, désoxyribose ; M1dG, pyrimido [1,2-a] purine-10(3H)-one-dR ; M1dA(N&<oprenyl)dA ;
M1dC, N4{3-oxoprenyl)dC. OPdG, N&3-oxoprop-1-ényl)dG (Gentilet al, 2017).

Les adduits MdG ont étédétectés dans les tissus d’individus en bonne santé (Marnett,
2002 ; Vaceet al, 1995b ; Saievat al, 2016). lls sont mutagénes chez les bactéries et
sensibles a la réparation par excision de nucléotide$’ ADEN bactérien modifié¢ par le
MDA et répliqué dan&. colicomprendides mutations MIG — A et M1dG — T avec de
faibles taux pour les mutations :8G — C. Par ailleurs, il a été obserwé vitro que b
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fréquence de mutations induites pard@ n'était que de 1% lorsque la dC était placée en
face de la Iésion (Fin&t al, 1997 ; VanderVeeat al, 2003). Il a été observé que ledVb

placé en face de la dC subissait un réarrangement de configuration avec ouverture du cycle
exocyclique en NZ3-oxoprop-1-ényl)dG (OPdG) (Figure 20b), via une réaction de second
ordre avec I'hydroxyde catalysé par le complémentaire dC (Gentle 2017). La chaine
propyléne de I'OPdG est située dans le sillon mineur de la double hélice d'ADN, facilitant
ainsi les liaisons hydrogenes de type « Watson-Crick » avec la dCdiMvdp 1999), ce

qui peut expliquer pourquoi le MG est faiblement mutagene (Basu et Marnett, 1983
Stoneet al, 201).

2.2.Acroléine
L'Acro présente des propriétés mutagénes chez les bactéries et les cellules de mammiféres
(Marnettet al, 1987), ainsi que des propriétés cancérogenes chez le rat (€ohkn
1992). Il s'agit d'un des principaux cancers du poumon liés a la fumée de ciganstia, da
mesure ou le profil de formation des adduits a 'ADN est étroitement parallele au profile de
mutation du gend P53 dans les cellules cancéreuses du poumon humain (@iealy
2006). Des adduits dérives de I'Acro ont été détectés dans I'ADN humain et de rongeur
(Nath et al, 1996). L'addition de Michael de I'Acro au groupgdsino de la dG, suivie
de la fermeture du cycle, entraine la formationydydroxy-1,N-PdG (y-OH-PdG) et du
a-hydroxy-1,N-PdG (0-OH-PdG) (Figure 21). Comme le ®IG, le y-OH-PdG subit
également une ouverture de cycle lorsqu'il est placé en face de la dC, formant ainsi la N2-
(3-oxopropyl)dG (PdG) (Figure 219e qui facilite I’appariement canonique, dit « Watson-
Crick », avecda dC (De Los Santost al, 2001 ; Liuet al, 2010). Ceci pourrait expliquer
les faibles propétés mutagenes du y-OH-PdG (Stoneet al, 2011).

2.3.Crotonaldéhyde
L'addition du Crota la dG produit quatre diastéréoisomeresuelDHz-y-OH-PdG, du fait
de la présence de C chiraux, parmi lesquels ceux présentant la configuration {&id du
et a-CHz prédominent, avec les épiméres majeurs et mineurs en C8 s'interconvertissant
dans I'ADN simple brin (Figure 21). Lorsque#€OH-PdG dérivé du Croto est placé a
I'opposé de la thymidine dans I'ADN double brin, I'espéce a cycle ouvert est indétectable,
comme dans I'ADN simple brin. Cependant, lorsqu'ils sont placés en face de la dC, les

adduits (R/Sk-CHs-y-OH-PdG subissent une ouverture du cycle incompléete pour les N2-
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dG-aldéhydes et les N&s-aldéhols (Figure 22) (Storet al, 201J).
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Figure 21: Adduits exocycliques 1,NPdG générés par réaction de I'Acro, du Crettdu HNE

avec la dG dans I'ADN.

y-OH-PdG, adduit y-hydroxy-1,N-PdG dérivé de 1'Acro ; a-OH-PdG, adduit a-hydroxy-1,N-PdG

de lAcro ; a-CHg-y-OH-PdG, aduit a-méthyly-hydroxy-1,N-PdG du Croto. Quatre
diastéréoisoméres de ce dernier sont formés, parmi lesquels ceux avec la configuration trans du y-

OH et du o-CHz sont prédominants, les épimeres majeurs et mineurs en C8 s'interconvertissant
dans I'ADN simple brin. En outre, il existe quatre diastéréoisomeéres ( 1’adduit 1,N*>-PdG du

HNE (HNE-dGuo), en raison de la configuration trans entre la chaine laadicglle en C6 et le
groupe hydroxyle en C8 et la présence du C11 chiral dans la chaine alkyle (@exhti2017).

2.4. 4-Hydroxy-2-nonénal
Les effets génotoxiques du HNE, tels que la fragmentation de I'ADN et I'échange de
chromatidesceur (SCE), ont d'abord été détectés dans une lignée cellulaire épithéliale
(Brambillaet al, 1986), alors que des mutations du gene HGPRT étaient induites par le
HNE d’une maniére dose-dépendante (Cajelkt al, 1987). Les hépatocytes primaires se
sont révélés les plus sensibles aux effets génotoxiques des aldéhydes dérivés de la LPO, le
HNE présentant un potentiel inducteur du SCE supérieur a celui de ses deux analogues
dépourvus du groupe OH (2-trans-nonénal) ou de la double liaison OH et CC (nonanal) et
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des aldéhydes avec des queues lipophiles de différentes longueurs, telles que le 4-
hydroxyhexénal et le 4-hydroxyundécénal (Ead al, 1993). Des concentrations
significatives du SCE sont apparues a des concentrations de HNE inférieures a 0,1 uM,
concentrations pouvant étre atteintes dans des conditions physiologiques (Eckl et
Esterbauer, 1989). Des effets génotoxiques du HNE, tels que des micronoyaux et des
aberrations chromosomiques, ont également été observés dans les cellules endothéliales du

cerveau a des concentrations > 1 uM (Karlhuberet al, 1997%.
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enaturation H dR H drR
y-OH- PdG N2-(3-oxopropyl)-dGuo N2-(3-oxopropyl)-dGuo
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Y('\ )‘I opposile dCyt HyCs HN)II
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denaturatlon dR
HNE-derived HNE-dGuo
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Figure 22: Réorganisation des adduits-RdG de I'Acro, du Crotet du HNE avec la dG
lorsqu'elle est placée a l'opposé de la dC dans I'ADN double brin. Pd@-aX@propyl)dG
(Gentileet al, 2017).

Divers modeles d'interaction du HNE avec I'ADN ont été décrits. L'addition de Michael du
groupe N-amino de la dGw HNE, suivie par la cyclisation du N1 sur l'aldéhyde, a pour
résultat quatre adduits, des diastéréomeéres cycliques (Figure 21). Celles-ci ont été
détectées sous forme de Iésions endogenes dans les tissus de rats non traitgetau CCI
d'individus non exposés, en particulier dans le foie. Leurs niveaux fortement augmentés
dans I'ADN du foie des rats F344 traités au L@it propeé la LPO comme source
probable (Chunget al, 2000 ; Wackeret al, 2001). Dans les monocytes humains en
culture incubés avec du HNE, I’adduit 1,N>-PdG du HNE (HNEdG) a largement
prédominé, par rapport a;MG et aux adduits 1,N6-éthéraA et 1,N2-éthéno-dG, avec

leurs dérivés substitués en 1,2-dihydroxyhéptyle discutés ci-dessous, qui ont tous été
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détectés avec des rendements beaucoup plus faibles (Ecalki2004). Il a été suggéré

qu'ils pourraient jouer un réle pathogénique dans la carcinogenese hépatique, car les HNE
formaient préférentiellement des adduits avec I'ADN au codon 249 du gene suppresseur de
tumeurTP53humain, qui est un hot spot connu dans les carcinomes hépatocellulaires (Hu
et al, 2002). Des études de mutagenese ont révélé que les adduits (6S,8R,11S) et
(6R,8S,11R)HNEdG sont mutagénefls sont capables d’induire de faibles taux de
transversions G — T et de transitions G — T. De plus, lorsque les adduits HNEdG sont

placés a I'opposé de la dC dans I'ADN, le cycle exocyclique s'ouvre (Figure 22), permettant
ainsi ’appariement des bases « Watson-Criclpour I’adduit a la dG (Huangt al, 2008;

Stoneet al, 2011). Cependant, en cas du non appariement a la dA dans I'ADN, le
(6S,8R,11S)HNEdG conserve son anneau exocyclique, une situation imitant
I'incorporation incorrecte de la désoxyadénosine triphosphate dATP (trans\&rsion)
(Huanget al, 2009.
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Figure 23 Ethéno-adduits exocycliques formés par la réactionetéN avec ladA dans I'ADN.

Lors de l'ajout d&’EHN au groupe N6 amino exocyclique du dA, il se forme un intermédiaire qui
peut soit subir une cyclisation par fermeture du cycle en position N1 et déatigdrate qui
donne le 71",2"-dihydroxyhéptyl)-1,N6-éthéno-dA, ou déshydratation en une imine, suivie d'une
cyclisation et d'une perte de la chaine latérale alkyle par une réaction de rEtdosidant lieu au
1,N6-éthéno-dA (Gentilet al, 2017.
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Encoreplus d’adduits de type éthéno sont formés par la réaction du mutagene EHN avec
des nucléobases. L'EHN est généré par l'incubation du HNE avec des hydroperoxydes
d'acides gras (par exemple, un 9- ou 13-hydroperoxyde de l'acide linoléique) ou du
peroxyde d'hydrogene a 37°C pendant 24 h, avec des rendements de 13% et 21,5%
respectivement. Dans le foie, 'EHN peut étre formé également par l'action des
cytochromes P450 (Chen et Chung, 1996). Il est plus réactif vis-a-vis de 'ADN que
l'aldéhyde parent le HNE, formant le 1,N6-éthéno-dA et le 1,N2-éthéno-dG (Sodum et
Chung, 1988 1989; 1991 ; Esterbaueet al, 1991). Les figures 23 et 24 illustrent la
formation des éthéno-adduits (exocycliques) a paetia déaction d&’EHN avec la dA, la

dG et la dGlans I’ADN.

cyclic
7-(17,2"-dihydro xyheptyd-
1,N2-5-dGuo
HC; OH o
o
H,,C O_J~N N
s X H /*\ r»
OH N N Bfm
HNE o
fatty acyl HiCs OH
hydroperoxide o o
N
or H,0, HO  J~n |N\> (/‘N)j\)
¢ LI 7-(1",2"-dihydioxyheptyD-  1,N2-6-dGuo
HCs Enn M H,N” °N %R 1,N2-8-dGuo
dGuo \ 7-(17,2"-dihycroxyheptyd -
N2,3-E-dGuo N2,3-E-dGuo
N N
HN HN
Y XY
NZONT TN NZONT TN
i dR =/ dR
OH
HO
CsHy,
NH, HO N N
8 1\
0
HO 0 N7 " C_?—[N [N
+ 4 | — LT | 4 |
H,.C5 EHN H 0" 'N 0 'N 0" 'N
dr dr dr
— 7-(1",2"-dihycroxyheptyD-  3,N4-E-dCyt
y 3,n4-E-dCyt

Figure 24: Ethéno-adduits exocycliques formés patéhction de ’EHN avec la dG et la dC.

Les trois réactions présentées ici se déroulent via des intermédiaires @baneprésentés), a
partir desquels des éthéno-adduits substitués au groupe alkyle sont forméglipatiory et
déshydratation, tandis que des éthéno-adduits non substitués sont formés par déshmydratat
cyclisation et perte de chaine alkyle catalysées par des bases. Notez qu'iluexdtevée
bicyclique le (7-(1",2"-dihydrohéptyl)-1,N2-dG) qui est uniquement dérivé de la réaction de
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I’EHN avec la dG, par piégeage de I’imine cyclique par le groupe hydroxyle de la chaine latérale
(Gentileet al, 2017).

Les éthéno-adduits exocycliques formés lors de la réacttoow’EHN avec I'ADN
comprennent le 7-(1",2"-dihydroxyhéptyl)-1,N6-éthéno-dA, le 1,N6-éthéno-dA, le 1,N2-
éthéno-dG, le N2,3-éthéno-dG et le 3,N4-éthéGqChunget al, 1996 ; 1999).

Les 2 typesd’adduits du HNE, propano et éthéno, ont été détectés en tant que lésions
endogenes du foie et d'autres tissus chez 'Homme et chez des rongeurs giChiyung
1996).

Selon le type cellulaire, les capacités d'endommagement/de réparation et les circonstances
métaboliques cellulaires, le HNE peut favoriser la survie cellulaire ou induire la mort
cellulaire comme le montre la figure 25. Le HNE a des niveaux physiologiques est
métabolisé par voie enzymatique et a des niveaux bas joue un rdéle important en tant que
molécule de signalisation stimulant I'expression des génes, augmente la capacité
antioxydante et exerce une réponse adaptative ; a des niveaux moyens, les dommages aux
organites et aux protéines entrainent l'induction de l'autophagie, de la sénescence ou d'un
arrét du cycle cellulaire et, a des niveaux élevés ou trés élevés, favorisent la formation

d'adduits et la mort cellulaire par apoptose ou nécrose, respectivementgirglala014.

‘ .=
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Figure 25 HNE favorisant la survie cellulaire ou ingart la mort cellulaire (Ayalat al, 2014)
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2.5.Glyoxal
Des taux élevés déx intracellulaire peuvent inhiber I'aldéhyde réductdaeglutathion
réductaseet les enzymes productrices du NADFED outre, des concentrations élevées de
Gx produisent des ER@t de FA, augmentenia sensibilité des celluleau peroxyde
d'hydrogéneet perturbente potentiel dda membrane mitochondriale, mettamtévidence
ses effets toxiques (Shangatal., 2003 ; Shangagt O’Brien, 2004).

Ainsi nous avons pu constater, outre les apports environnementaux et alimentaires, le stress
oxydant, via la péroxydation lipidique est un pourvoyeur d’aldéhydes qui peuvent former a
leur tour des adduits exocycliquasl’ADN potentiellement endommageables pour la
cellule mais aussi initiateur d’un processus cancérogéne s’ils ne sont pas correctement

éliminés.

3. Effets des aldéhydes dans l'induction de la transformatiomgmeaties

cellules normales.

Les aldéhydes interagissent avec des macromolécules grace a leurs stabilité et réactivité
élevées (pour revue : Voulgaridet al, 2011), et par conséquent diffusent dans le milieu
cellulaire afin de réagir avec les protéines et le GSH cytosolique mais aussi atteindre
I'ADN nucléaire (Xieet al, 2016). lls réagissent avec les nucléosides pour générer des
modifications de I’ ADN susceptibles de géner les processus complexes de réplication et de
transcriptionmenant a ’apparition d’une tumeur au niveau des poumons (Sapkota et
Wyatt, 2015) et de I’estomac (Matsuda et al, 2013). Le « pouvoir cancérogene », ou la
capacité d’induire I’apparition d’une tumeur dans 1’organe cible apparait variable selon la

structire de 1’aldéhyde considéré.

Aujourd’hui, le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) claB#eda

tant que cancérogéne (groupe 1HAl'cancérogéngossible pour I’homme (groupe 2B)

mais également en tant que cancérogene lorsqu'il est associé a des boissons alcoolisées,
I'Acro, le Croto, le MDA et le MG sont non classés quant a leur cancérogénicité pour
I'nomme (groupe 3) (IARC, 2019En plus, ces composés sont classés par 1’Agence
Européenne des Produits Chimiques (ECHA, 2019) en tant que cancérdgieeAQ)

et mutageaspossibles (FA, AA, Croto et Gx
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Par ailleurs, les différents taux de production par le biais du métabolisme rendent les
concentrations d'aldéhydes dérivés de la L®Od’origine exogéne et de leurs adduits,
dépendamment de leurs mécanismes de réparation, trés variables dans les cellules
tumorales. Des résultats expérimentaux ont indiqué que les concentrations de MDA et de
HNE étaient augmentées dans les tissus du cancer colorectal (Skrzydieaiskz005; et

pour revue Dalleau et al, 2013 ; Guéraud, 2017). Dans les tumeurs thyroidiennes
présentant un niveau élevé de stress oxydant, les corriMNE et en 8-OHAG étaient
significativement plus élevés que dans les tissus normaux (Yaiuaslg 2010). Peluso et

ses collégues (2011) ont observé des taux significativement plus élevés@echez 22
patientes atteintes d'un cancer du sein, comparativement aux 13 témoins sains, et ont
suggéré gu'une augmentation de la formation ddGVipar rapport aux valeurs de base
normales pourrait contribuer au développement du cancer.

De plus, il a été suggéré que les adduits promutagéniques d'ébéhgénérés au cours

de linflammation chronique pourraient jouer un réle moteur dans la transformation
maligne. Des taux accrus de 1,Bl6A et de IN4-e-dC ont été détectés dans les tissus
pancréatiques enflammés des patients atteints de pancréatite chronique, et des taux élevés
d'e-dC ont également été détectés dans la muqueuse colique de patients atteints de la
maladie de Crohn (Nagt al, 2006). De plus, des taux tres élevésdd ont été excrétés

dans l'urine de patients atteints de carcinome hépatocellulaire giNaliy 2002 ; 201Q)

Sur cette base, il a été suggéré que des domnimagago a 'ADN médiés par la LPO
pourraient contribuer au développement du carcinome hépatocellulaire. De plus, il a été
proposé que les niveaux d'e-dA dans I'urine et les tissus cibles soient davantage explorés en

tant que marqueur de la progression maligne des maladies inflammatoires du foie.

Il a été démontré que les quatre bases de I'ADN sont des cibles pour le HNE. La
transversion G — T au codon 249 du geriegP53 et I’adduit HNEdG au méme codon ont

été rapportés dans le cancer du poumon lié a la fumée de cigarette (letssa2000;

Hu et al, 2002). De plus, I'Acro a également été rapportée comme cancérogene majeur
pour les poumons et dont le potentiel carcinogéne dépend non seulement de l'induction de
dommages a I'ADN, mais également de l'inhibition de la réparation de 'ADN éEahg

2006). L'effet cancérogene du MDA est corroboré par la détection,dG Me principal

adduit du MDA avec I'ADN, dans des tissus humains atteints d'un cancer (Marnett, 1999
Leurattiet al, 2002 ; Peluset al, 2011).
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4. Mécanisme de réparation desid@s de I’ADN
Lorsque ’ADN est endommagé, 1’organisme est capable de réparer ces lesions par la mise
en place de mécanismes de réparation selon le type de domitnages:l de I’ADN (Fu
et al, 2012).

Toutefois, il estimportant d’évoquer I’efficacité des défenses enzymatiques qui peuvent
étre impactéspar I’influence des polymorphismes des enzymes de réparation et de
I’alimentation riche ou pauvre en éléments antioxydants ; ils jouent un rdle crucial. Par la
suite, je ne développerai ici que les principaux mécanismes de réparation desadduits
I’ADN en lien avec la LPO.

e La réparation par excision de bases (BER) : un processus multi-enzymatique basé
sur la reconnaissance et 1’élimination de la Iésion par des DNA-glycosylases
relativement spécifiques. Cetitéaration est associée aux dommages n’entrainant
pas de modifications importantes dans la conformation de la double hélice d’ADN.

Elle concerne ainsi les lésions de faible taille, les bases oxydées, alkylées,
fragmentées et les sites abasiques. Ce systeme prend en charge les adduits de faible
encombrement stérique qui possedent un potentiel élevé par le déclenchement

d’erreurs au cours de la division cellulaire.

e La réparation par excision de nucléotides (NER) : Contrairement a la BER, la NER
concerne plus particulierement les Iésions encombrantes ou provoquant une forte
distorsion de la double hélice d’ADN ; c’est le cas des Iésions alkylées par des
molécules exogenes de grande taille. La NER est considérée comme le systeme de
réparation le jus ubiquitaire et le moins spécifique car il est capable d’éliminer
différentes lésions sans apparentes similitudes structurales en impliquant entre 20 et

30 protéines différentes.

L'identification des mécanismes biologiques impliqués dans la réparation des adduits
notamment, les adduits 2G dérivés de I'énal a été abordée dans plusieurs études,
portant principalement sur les voies de la NER et de la BER. Bien que certaines lésions

puissent étre réparées par I'un ou l'autre mécanisme, la NER est principalement responsable
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de I'élimination des adduits d'’ADN. La BER, d'autre part, élimine une variété de bases
endommagées, telles que les produits de désamination, d'oxydation et d'alkylation (Minko
et al, 2009 ; Tudelet al, 2017 ; Bukowskat Karwowski, 2018). Le tableau 3 fournit des
informations sur les mécanismes de réparation des modifications de I'ADN induites par la
LPO.

Tableau 3 Mécanismes de réparation des Iésions de I'ADN induites par le stress oxydant (adapté
de Yuet al, 2016b)

Lésions/modifications ~ Mécanismes de

de PADN réparation
edA BER
edC BER
1,N2€G/1,N2-edG BER
N2,3€G/N2,3-edG BER
M. dG NER
AcrodG NER
CrotodG NER

Toutefois, il a été observé que la 5',8-cyzlalésoxyadénosine (cdA) et la 5',8-cyele-
désoxyguanosine (cdG) bloquaient fortement la réplication de I'ADN dans les cellules
humaines, induisant principalememnte mutation A — T (pour cdA)et G > AetG —> T
(pour cdG) (Yagiet al, 2017). Néanmoins, il reste encore beaucoup a faire pour évaluer
comment des lésions de I’ADN induites par le stress oxydantaltérent ’efficacité de la

réplication et de la transcription de I’ADN dans les cellules humaines.

5. Intérét des adduits a I’ADN comme biomarqueurs d’exposition

Les Iésions de I'ADN induites par le stress oxydant peuvent avoir un impact significatif sur
la santé humaine, y compris sur les processus de la cancérogenéese. Des études précédentes

ont porté sur 1’application des adduits a I’ADN induites par la LPO comme biomarqueurs
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potentiels pour I’évaluation du risque de cancer en lien avec le stress oxydant chez les
humains (Bartsckt Nair, 2014.

Au cours des derniéres décennies, un certain nombre d’études ont fourni des informations
importantes au niveau moléculaire sur le degré de perturbation de la transmission de
I’information génétique par certaines lésions de I’ADN induites par la LPO, en inhibant la
réplication et la transcription de I’ADN et en induisant des mutations au cours de ces
processus (Yet al, 2016b). Les données disponibles suggerent que des adduits a I'ADN
mutagenes, en particulier les adduits exocycliques du type propano pourraient étre des

biomarqueurs potentiels pour étudier le role du stress oxydant dans les maladies humaines.

Etant électrophiles, les aldéhydes onvivo généralement de courtes demi-vies en raison

de leur réactivité inhérente et de leur detoxification. Elles ne pourraient donc pas étre
mesurées convenablement sous forme de composésitilwies. Cependant, les adduits a

I’ ADN sont plus stables et peuvent étre mesurés pour quantifier I'exposition, notammeant |

dose efficace (Carlssagt Torngvist, 2017). En outre, les différents taux de production et

de métabolisme rendent les concentrations d'aldéhydes dérivés de la LPO et de leurs
adduits tres variables dans les cellules tumorales (Gentdé, 2017). Par exemple, des

taux élevés du MIG peuvent étre liés au développement du cancer. D'autre part, des taux
de MidG ont été mesurés dans différents tissus humains sains, et certains parametres tels
que la fumée, I'exposition professionnelle et la pollution atmosphérique semblent jouer un
réble modulateur (Saievat al, 2016). Par ailleurs, une augmentation significative des
niveaux d'AcrodG a été observée chez des patients atteints de la maladie d'Alzheimer

(Kottemannet Smogorzewska, 2013).

L’apport des nouvelles technologies « omiques ouvre une nouvelle voie pour étudier
I’expression de plusieurs biomarqueurs (Villataet Balbo, 2017). Récemment, le
développement de la LC-MS, associée a la méthode de dilution isotopique pour
I'identification et la quantification précise de multiples adduits de I'ADN (Moeiedl.,

2015 ; Liet al, 2017), a permis de mieux comprendre l'implication des Iésions de I'ADN
dans différentes conditions pathologiques.
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Des travaux futurs devront étre menés pour mieux élucideplication des différents
types d’adduits a I'ADN induits par la LPO et de leurs niveaux dans les différents stades du
cancer, ce qui apportera des connaissances importantes pour de futures applications des

mesures d'adduits a I’ADN en tant que biomarqueui&xposition et/ou d’effet précoce.

V- Méthodegledosage des adduitd’aA DN

Grace aux avanceés de la spectrométrie de mikSg & la séparation chromatographique a
haute performance et a I'amélioration des outils de bioinformatique, les données acquises
permettent d'accroitre la sensibilité, l'identification des adduitAldN spécifiques et la

mise en place de nouveaux biomarqueurs d'exposition aux aldéhydes.

Chez ’Homme, une faible corrélation entre les niveaux d’adduits mesurés et 1’exposition

est souvent rapportée. Ceci pourrait étre relié au fait que, dans la plupart des études, les
adduits sont mesurés de facon non spécifique par la technique du post-marqtfige au
Cette technique présente une trés bonne sensibilité mais ne permet qu’une mesure globale

des adduits, et il n’est souvent pas possible de connaitre la nature chimique des adduits
mesureés.

Par ailleurs, un inconvénient majeur des techniques immunologiques réside dans leur
mangue de spécificité, du fait de réactivités croisées possibles des anticorps, polyclonaux
comme monoclonawCe manque de spécificité est également retrouvé avec 1’utilisation

de la chromatographie en phase liquide a haute performance (HPLC) a détection par
fluorescence qui permet une mesure globale des adduits de la voie métabolique des
COmMpOosés organiques.

Par contre, la HPLC-BMS apparait comme la technique de choix pour le dosage
spécifigue des adduits au regard de leur nature chimique. Toutefois, cette technique plus
récente est actuellement peu utilisée pour les études de suivi de 1’exposition chez
I’Homme. L’enjeu a alors été de pouvoir atteindre des limites de détection suffisamment
basses pour que les adduits puissent étre détectés et quantifiés a de tres faibles doses dans
des échantillons biologiques.

Pourtant, 1’utilisation de la MS a démontré un rdle croissant dans la détermination des
adduits de 'ADN dans des échantillons biologiques avec une grande précision et de

fiabilité en utilisant des méthodes de MS hautement sensibles par rapport aux autres
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méthodes de détection des lésions de I'ADN existants, tels que le post-margiiRgéiau

et al, 2017), la HPLC couplée a la détection fluorescente (Moetaal, 2015) ou
électrochimique (Boliret al, 2004; Thomaset al, 2013) et les techniques basées sur les
immuno-essais (Kiianitsa et Maizels, 2014).

La MS offre une meilleure caractérisation structurale des adduits. Une plus grande
sélectivité dans les analyses est atteinte par l'utilisation BkSlan mode tandem. Dans

une étuden vitro, différents adduits HAP-ADN (métabolites époxydes anti-dihydrodiol du
benzop]pyrene, du benzo]fluoranthéne, du dibenzopyrene et du dibeazganthracéne

avec I'ADN) ont été détectés en utilisant.@MS/MS. Dans une autre étude, des adduits
exocycliqgues a I'ADN formés par les métabolites époxydes du 1,3-butadiene (substance
chimique industrielle et environnementale classée comme substance cancérogéene) ont été
mis en évidence p&aC-MS/MS. Malgré ces améliorations dans ['utilisation d&i& pour

la détection des adduits, la principale exigence actuelle est de valider ces méthodes a la fois
sur le plan analytique et dans les études d'épidémiologie moléculaire.

Etant donné que les niveaux d'adduits a I'ADN sont généralement faibles, des techniques
hautement sensibles, précises, rapides et sélectives sont nécessaires pour l'analyse d'une
petite quantité d'ADN. Sachant quda«détection et la quantification des adduits d’ADN

chez I’étre humain sont multivariées en raison de la grande variabilité entre les sujets, de
I’exposition a des mélanges complexes ou d’autres facteurs de confusion tels que le régime
alimentaire et le tabagisme » (Lét al, 2009, des technigues ont été mises au point pour
quantifier les adduits provenant d'aldéhydes réactifs, y compris des méthodes
chromatographiques et non chromatographiques (pour revue : Garner, 1998 ; &fallips

2000 ; Singh et Farmer, 2006 ; Farmer et Singh, 2008 ; Medeiros, 2009 ; l€laahe

2013.

Partant de ce constat, nous préconisons en particulier la nécessité de tirer pleinement parti
de cette nouvelle ere ddS pour acquérir les données les plus fiables et de la plus haute

qualité possible, notamment en adductomique, comme un puissant outil bioanalytique.

1. Méthodes non chromatographiques

Ces méthodes incluent des dosages enzymatiques et immunologiques, avec une deétection
non chromatographique. Chaque méthode présente des points forts et des points faibles

concernant la sensibilité, la sélectivité, le colt et le temps nécessaire pour chaque analyse.
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1.1.Immunoassay
Les méthodes immunologiques détectent et quantifient les composés biologiquement actifs
par le biais de réactions antigemaicorps spécifiques. La sensibilité est variable d’un test
a ’autre mais dans la gamme d’un adduit par 10" & 1¢ nucléotides normaux. Méme si la
sensibilité est dix fois inférieure a la méthode de post-marquage, ces tests sont précis,
reproductibles, peu colteux et permettent d'analyser environ 20 échantillons par jour.
Cependant, ils nécessitent des quantités relativement élevées d'ADN et ne présentent pas
de spécificité absolue en raison de la réactivité croisée des anticorps avec différents

COMpOSEs.

Deux types d’antigénes sont utilisés pour développer des anticorps contre 1’ADN
endommagé par un agent canceérigene : les antigenes ADN et les antigénes mono-adduit.
L'utilisation d'un antigene spécifique dépend de sa facilité de synthése et de l'utilisation
finale de l'anticorps. Dans le cas d'une purification par immunoaffinité du nucléoside
modifié a partir d'ADN digere, un antigene mono-adduit est préféré. Cependant, si
l'objectif est la détection immunohistochimique des adduits dans les cellules intactes, un
antigene d'ADN modifié est préférable. Aprés avoir généré l'anticorps et caractérisé sa
sensibilité vis-a-vis de I'antigéne d'origine, un test de réactivité croisée est méqassa

eviter les difficultés de quantification d'un antigéne spécifiqgue dans des échantillons
contenant de nombreux adduits susceptibles d'étre structurellement similaires (Santella,
1999.

D'autre part, il est important de valider le test particulier avant de l'utiliser sur des
échantillons biologiques, souvent en utilisant une autre méthode de quantification du
niveau de modification de I'ADN. Cependant, ces méthodes peuvent ne pas étre
disponibles pour des niveaux aussi bas ou, si elles sont disponibles, elles peuvent
également comporter des incertitudes en termes de précision de la quantification (Santella,
1999).

Quant au dosage immuno-enzymatique, ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assays),
ce test implique généralementutilisation d’anticorps secondaires conjugués a la
phosphatase alcaline ou a la peroxydase pour la détection des anticorps primaires et les
substrats colorés, fluorescents ou radioactifs pour la détection du point final (Santella,
1999). Les adduitsle I’Acro a I’ADN ont été examinés et mesurés dans I'ADN des

leucocytes du sang périphérique de patients cancéreux traités au cyclophosphamide par
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ELISA en utilisant la phosphatase alcaline et I'anticorps monoclonal MoAb5 spécifique de
I'ADN modifié par I'Acro. Cet anticorps n'a pas provoqué de réaction croisée avec I'ADN
non modifié. Le test a détecté des adduits’derb a I’ADN chez 4 patients sur 12 et a
montré 1’absence de ces adduits chez des patients non traités. Mais les résultats de densité

optique ne permettent pas d'identifier la nature précise de la modification (McDtrmid

al.,, 1991). De méme, Foiles et ses collegues (1988B9) ont développé des anticorps
spécifiques pour détecter les adduits d’ADN cycliques résultant de 1’exposition de I’ADN

au Croto e a I’Acro. Le test impliquait une analyse ELISA, une analyse ELISA
compétitive (détaillée ci-dessous) et une purification de I'nydrolysat d’ADN par HPLC
avant l'analyse ELISA afin d'éviter une réactivité croisée des anticorps avec la dG. La
méthode a été validée en comparant les résultats avec ceux obtenus par HPLC-fluo. La
sensibilité est respectivement de 0,5 pmol/mol dG et de 4,1 mmol/mol dG dans le cas des
adduits du Croto et de I'Acro. Plus tard, Foiles et ses collegues (1990) ont utilisé le méme
dosae immunologique développé pour démontrer que 1’Acro et le Croto formenin vitro

des adduits aveCADN cellulaire. Les auteurs ont également utilisé la méthode du post-
marquage ad’P mise au point précédemment par Chung et ses collégues (1989) pour
confirmer les résultats du dosage immunologique concernant la présence d'adduits dans les
cellules traitées au Croto. En 2003, Kawai et ses collegues (2003) ont développé un
anticorps monoclonal (mAb21) contre I'ADN modifié par I'Acro et ont testé la spécificité
de cet anticorps par ELISA directe, avec détection colorimétrique, en utilisant 'ADN traité

a I'Acro comme antigéne absorbé.

Quand l'antigéne est déposé au fond de la microplaque et la liaison des anticorps a cet
antigene est mise en concurrence par l'antigene en soliliiagit de I’ELISA compétitif.

Apres incubation et élimination du matériel non li€, I'anticorps primaire lié est quantifié.
En utilisant 50 - 100 pg d'ADN, il est possible de mesurer les taux d'addition d'un
adduit/1§ nucléotides (Santella, 199%n outre, les auteurs ont également utilisé cette
procédure conjointement avec la HPLC détection éleltroque (HPLC-EC) pour
valider la sensibilité et la spécificité du test. Méme si les niveaux d'adduit par ELISA
étaient supérieurs a ceux déterminés par HPLC en raison d'un certain nombre de facteurs, il
existait une bonne corrélation entre les deux méthodes. Cette combinaison a augmenté la
spécificité de I'ELISA (Yinet al, 1995). Kawai et ses collegues (2003) ont estimé la
réactivité croisée des composés de faible poids moléculaire avec l'anticorps développé

contre I'ADN modifié par I'Acro.
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Dans le dosage radioimmunologique enzymatique ultrasensible (USERIA), I'antigene est
synthétisé sous une forme radiomarquée (traceur) et non marquée (inhibiteur). Ce dosage
repose sur la comparaison avec la courbe standard générée en mélangeant un anticorps
avec un traceur et en augmentant I'addition d'inhibiteur. L'échantillon est mélangé avec un
anticorps et un traceur, et la concentration en antigene est déterminée avec la courbe
standard. Harris et ses collegues (1979) ont développé un dosage USERIA pour la
détection des antigenes chez 'Homme. Cette méthode combine les avantages du dosage
radioimmunologique et ELISA, soit une rhéde 100 fois plus sensible qu’ELISA et 1000

fois plus sensible que le dosage radioimmunologique. La sensibilité mesurée de USERIA
est due a la fois a I'amplification enzymatique et a la mesure des produits par des méthodes
radioactives sensibles. Bien que le colt du matériel requis par USERIA soit supérieur a
celui de la méthode ELISA, il est moins colteux que celui du dosage radioimmunologique.
Selon Hsu et ses collégues (1981), ce test permet de détecter 1 addititiclddtides.

1.2. Méthode immunohistochimique
Cette méthode permet de détecter les dommages a I'ADN sur des cellules fixées ou des
coupes de tissus. L'incubation directe du matériel fixé avec I'anticorps primaire nécessite
différentes procédures visant a augmenter la sensibilité. Ces procédures améliorent la
liaison des anticorps en ajoutant des enzymes capables d'éliminer les protéines histones et
non histones de I'ADN (protéases) et en évitant une réactivité croisée avec les adduits de
I'acide ribonucléique ARN (RNase). Ensuite, la dénaturation de I'ADN avec un traitement
acide ou basique augmente l'accessibilité des anticorps aux addéitgludtion des
échantillons est possible de maniere semi-quantitative ou qualitative. Les mesures
quantitatives reposent sur la détection par immunofluorescence ou immunoperoxydase en
mesurant directement 1’intensit¢ de la fluorescence ou de [’absorption du noyau,
respectivement. Alors que I'évaluation qualitative utilise une estimation subjective de
l'intensité de la coloration et/ou du nombre de cellules positivement colorées avec une
échelle arbitraire. Cependant, il est important de mener des expériences de contréle ou
d'utiliser des anticorps non spécifigues pour démontrer la spécificité de la coloration
cellulaire (Santella, 1999). Kawai et ses collegues (2003) ont été les premiers a prouver par
cette méthode la formatian vivo d'adduits a 'ADN dérivés de I'Acro.
La méthode immunohistochimique présente des avantages remarquables, tels que sa

capacité a détecter des adduits dans des types de cellules spécifiques et son apalicabilité
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une petite quantité d’échantillons correspondant a 1 mL de sang comparé a 30 mL dans le

test ELISA. Comme chaque méthode, celle-ci présente certaines limites en ce qui concerne
la formation d'artefacts au cours du traitement de I'échantillon et la réactivité croisée
entrainant des erreurs de quantification. Cette méthode est moinsesqusil’ELISA
compétitif (Santella, 1999Kawai et al, 2003.

1.3.Dosage par immunotransfert ISB (Immuno-dot blot/immunitaire)
Cette méthode met en evidence les adduits a I'ADN immobilisé sur de la nitrocellulose.
Tout d'abord, 'ADN est incubé avec l'anticorps primaire, puis lavé puis incubé avec
l'anticorps secondaire marqué par une enzyme. Des substrats contenant des produits
colorés ou chimioluminescents sont utilisés (Santella, 1999). Bien que la nature précise de
la modification de I'ADN de Acro n'ait pas été identifiée, cette méthode était
suffisamment sensible pour détecter les adduits a I'ADN de I'Acro chez 6 sur 12 patients
cancéreux traités au cyclophosphamide (McDiaretidl, 1991). De plus, des adduits du
type MDA-ADN ont été détectés a l'aide de cette méthode avec une limite deodédec
0,2 adduits/10bases & partir de 1 pg d’ADN/échantillon (Leuital, 2009.

2. Méthodes chromatographiques
En utilisant la détection chromatographique, plusieurs techniques ont été développées pour
la détection et la quantification des adduits exocycliqliekiéhydes. L’évolution des
méthodes de la technique du post-marqua@éP&Jl’incorporation de la chromatographie
en phase liquide (LC) et de MS a permis une avancée remarquable en termes de
sensibilité, en particulier dans les études épidémiologiques.

2.1.Post-marquage atfP
La méthode du post-marquage ¥R a été introduite pour la premiére fois par Gupta,
Reddy et Randerath en 1982 au Baylor College of Medicine de Houston lors de 1’analyse
des adduits exocycliques des carcinogénes aromatiques non radioactifs. La procédure de
cette méthode commence par la digestion de I'ADN modifié en 3'-mononucléotides, puis
par l'incorporation dd’P dans ce dernier, aprés, une élimination des nucléotides normaux
est nécessaire afin que les nucléotides marqués?Rwpuissent étre se@ar par
chromatographie sur couche mince échangeuse d'anions (polyéthyléneimine-cellulose) et

détectés par autoradiographie. Cette méthode a permis de réaliser des progrés remarquables
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dans la biosurveillance deslduits a ’ADN dans les études humaines en raison de sa
polyvalence et de sa sensibilit¢ extréme (1 adddit/100° nucléotides) (Guptat al,

1982). La premiére étude, utilisant une méthode du post-marquite aisant & détecter

in vivo les adduits propano-cycliques a été réalisée en 1989, lorsque Chung et ses collegues
(1989) ont traité des rats avec de la N-nitrosopyrrolidine et des souris avec du Croto. Mais
la méthode de la chromatographie sur couche miG&aM) utilisée par Gupta et ses
collegues (1982j’¢était pas applicable a cette étude, car les adduits détectés dans cette

derniere sont plus polaires que les adduits aromatiques et ne peuvent donc pas étre retenus
sur des plagues deCM en cellulose. Par conséquent, les auteurs ont modifié la méthode
décrite par Gupta et ses collegues en introduisafPlaC afin d’obtenir des fractions
enrichies en adduits avant le marquage. Une méthode en CCM a quatre dimensions a
également été développée pour retenir les adduits en utilisant des systemes de solvants
optimaux. La sensibilit¢ est considérablement augmentée pour détecter 1 atiduit/10
nucléotides. Cette méthode présentait certains inconvénients, tels que sa spécificité pour
les adduits exocycliques positibl2, la quantification étant difficile due aux pertes
possibles lors de I'étape de la purification par HPLC et l'inefficacité du marquage des
adduits.

Pour la premiére fois en 1992, Vaca et ses colléegues (1992) ont rapporté la détection
d’adduits formés par la réaction de I'ADN avec le MDw vitro etin vivo. Les auteurs
visaient dans leur étude & adapter la technique du post-marquiffepmur la détection

de faibles niveaux d'adduits a 'ADN. Pour 1’étude in vitro, ils ont appliqué une digestion
enzymatique suivie d’une purification par HPLC ou d’une digestion a la nucléase P1 de
nucléotides normaux avant le marquage. Une combinaison des deux procédures a été
choisie pour analyser les adduits formésvivo. Six adduits/1® nucléotides ont été
analysés dans cette étude.

Cependant, I’incorporation de la LC par Nath et ses collégues en combinaison avec le post-
marquage at?P offrait I’avantage de pouvoir effectuer une récupération pour une analyse
ultérieure, la détection simultanée des adduits exocycliques d’éthéno et de propano : les

adduits AcrodG, CrotodG, N2-edG et d’autres adduits apparentés dans un échantillon
d’ADN, et la séparation des stéréoméres des adduits. La méthode du post-mardtiage au
présente de nombreuses limitations pour améliorer la quantification et l'identification ; le
test s'appuyait sur la HPLC en phase inverse pour I'enrichissement en adduits avant le
marquage et pour la quantification et l'identification apres le marquage, en utilisant des

standards d'addition synthétiques de ces adduits exocycliques (Nath et Chund\atpo4
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et al, 1994; 1996). Un niveau équivalent & 5 ou 15 adduifsHixléotides a été analysé
(Nathet al, 1994) ; ce niveau est comparable a ceux observés dans lesigwidegNath

et Chung, 1994 ; Natét al, 1996). Plus tard, Nath et ses collegues (1996) ont modifié la
méthode précédente pour augmenter la sensibilité en minimisant les pics d'interférence, en
améliorant [l'efficacité du marquage, en obtenant de meilleures estimations de la
récupération et en raccourcissant la durée du test. Cette méthode nécessite moins de 50 ug
d’échantillon d’ADN, un avantage inportant pour les études chez I’ Homme. En utilisant la

méme meéthode, Chung et ses colléegues (1996) ont identifié des adduits cycliques. La co-
migration des adduits radiomarqués avec des standards synthétiques en HPLC en phase
inverse a fourni la preuve de l'identité des adduits. De maniere similaire, ils ont identifié

vivo des adduits au HNE endogénes avec une limite de détection de 1 addufthmeses0
(Chunget al, 2000). Cette méthode peut détecter les stéréomeres des addtotiGC

AcrodG et HNEdG avec une sensibilité élevée, mais elle présente des taux de récupération
faibles et une efficacité médiocre a la suite de multiptésngues étapes en HPLC et en

CCM.

En 1995, Vaca et ses collegues (1995b) ont détecté les adduits MDAdG chez 'Homme en
utilisant la méthode du post-marquage>4® précédemment mise au point (Vataal,

1992) en combinaison avec la digestion par la nucléase P1 et la séparation par HPLC en
phase inverse. En 1997 et pour la premiére fois,4éthyldG a été quantifié dans les
granulocytes et les lymphocytes de patients alcoolignegilisant la méthode du post-
marquage au’P en combinaison avec la HPLC en phase inverse (Eamd, 1997).

Wacker et ses colléegues (2000) ont également mis au point une méthode du post-marquage
au %P avec une sensibilit¢ d'environ 21 adduits/d0cléotides en présence de matrice
d'ADN pour la détectin in vivo d'adduits HNEG. Une autre méthode du post-marquage

au %P a été développée avec une limite de détection de 3 adduitsidi@otides. Des

adduits du type CrotodG ont été détedtésivo dans différents organes de rats apres des
gavages uniques de fortes doses de Croto ou aprés des gavages répétés de faibles doses
(Budiawanet al, 2000.

Aucune de ces études n'a permis de détecter des adduits enals dérivés simultanément
d'aldehydes a chaine courte et a chaine longue. Pan et ses collaborateurs (2006) ont donc
amélioré une méthode mise au point antérieurement par le post-mattRiglyathet al,

1994; Chunget d., 2000) pour permettre la détection des adduits de I'Acro, du Croto, du
penténal, de I'hepténal et du HNE dans un seul échantillon diADMNro. La méthode

implique l'extraction en phase solide, en remplagcant la HPLC et la CCM, pour
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I'enrichissement en adduits avant et aprés le marquage, et en convertissant les cing adduits
PdG en dérivés a cycle ouvert en les traitant avec du borohydrure de sodium afin de
confirmer les identités et de quantifier les adduits. Les auteurs ont également appliqué cette

méthoden vivo et la limite de détection a atteint 9 adduité/dG (Paret al, 2008.

2.2.Chromatographie en phase gazeuse - spectrométrie de masse
La chromatographie en phase gazeuse coupléeMSIdGC-MS) décrite au début des
années 1980, implique une étape d'hydrolyse de I'ADN, le plus souvent une hydrolyse
acide pour obtenir un mélange de bases (Dizdaroglu, 1984). Les composés présents dans ce
mélange, sont soumis a une étape de dérivation pour augmenter leur volatilité. Ravanat et
ses collaborateurs (1995) ont amélioré la technique en introduisant une étape de
purification par HPLC avant la dérivation. Les bases oxydées sont ainsi séparées des bases
normales. L'introduction d'étalons internes isotopiques est nécessaire avant I'nydrolyse ou
la digestion. Un inconvénient de cette technique concerne la stabilité des bases modifiées
dans des conditions d'hydrolyse acide. Ainsi, la stabilité de chaque Iésion a détecter doit
étre veérifiee avant toute analyse. Douki et Ames (1994) ont utilisedaMS pour
déterminer les adduiis vitro du Croto, de’Acro et de nombreux autres aldéhydes non
saturés. Leaux d’adduits était dans le méme intervalle que celui obtentiPLC-EC. Des
adduits a I'ADN (N2,3-éthénoguanine) induits par le chlorure de vinyle ont été déterminés
quantitativement paGC-MS par ionisation chimique a ions négatifs (GC-NICI-MS) en
mode de surveillancel’ions sélectionnés (SIM). La limite de détection était de 6
adduits/18 paires de bases. Chaudhary et ses collégues (1994) ont détecté des adduits du
dG formés par réaction avec du MDA apres leur conversion en dérivés de
pentafluorobenzyle par GC couplée a un détecteur a capture d'électrons (GC-ECNCI/MS).
La quantification a été effectuée en mode SIM par rapport a un standard interne. La limite
de sensibilité était d'environ 2 adduitépaires de bases a partir de 300 pg d’ADN.

2.3.Chromatographie en phase liquide - Détection électrochimique
Cette méthode analytique a été introduite pour la premiére fois par Floyd et ses
collaborateurs (1986). Le principe est basé sur la mesure du courant entre deux électrodes,
ce courant étant créé par l'oxydation des molécules si le potentiel appliqué est suffisant.
Son utilisation est limitée aux composés a faible potentiel d'oxydation. Dans un addduit du

type NP-propano, la position N2 est déja une énéamine secondaire, ce qui rend le composé
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électroactif et compatible avec une détectilh sans modification préalable requise. Un
autre avantage est le pouvoir hydrophobe élevé des adduftprbpéino permettant une
séparation efficace des adduits des sous-produits polaires d'hydrolyse et des bases non
modifiées (Douki et Ames, 1994). Park et ses collegues (1989) ont signalé la détection de
nombreux adduits induits par une expositianvitro a I’Acro et a d’autres mutagénes
endogénes par HPLEE en phase inverse. Apres exposition, 'ADN a été isolé et
hydrolysé enzymatiquement, suivi d'une hydrolyse thermique acide ou neutre. La
sensibilité a atteint 1 adduit10 1C° bases. Goda et Marnett (1991) ont mis au point une
méthode d'analyse quantitative des adduits dG kar HPLC-EC. Aprés expositioau

MDA, I'ADN a été réduit et hydrolysé puis extrait par SPE avant analyse par HPLC-EC.
La principale limite de cette méthode est la production d'artefacts de bases oxydées
conduisant a une surestimation du niveau des adduits. L'extraction de 'ADN est donc une
étape essentielle. Plus tard, Douki et Ames (1994) ont décrit une méthode basée sur
I'nydrolyse acide de I'ADN suivie d'une séparation par HPLC-EC en phase inverse pour
déterminerin vitro les adduits du HNE, du Croto, de I'Acro et de nombreux autres
aldéhydes insaturés. La limite de détection a été estimée a environ 1 pmol.

La HPLC-EC offre une ultra-sensibilité et une grande sélectivité ; seuls les composés
capables de s'oxyder au potentiel spécifique appliqué donneront une réponse. D'autres
avantages sont la facilité de synthese ou d'obtention d'étalons, la simplicité de I'analyse et
le fait que les désoxynucléosides normaux n'interferent pas car ils ne sont pas

électrochimiquement actifs, a I'exception de la dG (Ptsk, 1989.

2.4.Chromatographie en phase liquide - Détection fluorescence
Chung et ses collégues (1984) ont utilisé cette technique pour identifier les addtits 1,N
PdG formés lors de la réaction de I'Acro et du Croto avec la dG. Les limites de sensibilité
de la méthode de détection par fluorescence auraient été dépassées si des concentrations
d’Acro et de Croto nettement inférieures avaient été utilisées. Selon les auteurs, il faut des
méthodes plus sensibles permettant la détection de ces adduits dans les conditions d'essais

de mutagénicité ou d'expositiamvivo comme par exemple le post-marquagé’Bu
2.5. Chromatographie en phase liquide - spectrométrie de masse
Depuis les années 1980, de nombreuses études ont été menées en utiSanslpour

détecter et quantifier les adduits aux aldéhydes. La HPLC-MS/MS permet une détection
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précise et simultanée de nombreux types d'adduits a I'ADN et la séparation de snélange
complexes de diastéréomeres. Elle présente également une information structurelle et une
identification avec d'excellentes limites de détection (Inagalkil, 2003; Douki et al,

20049).

En 1986, Winter et ses collegues (1986) ont détiectétro des adduits provenant de la
réaction entre le HNE et la dG, en utilisant une HPLC en phase inverse et une MS en mode
tandem. Plus tard, ces adduits exocycligues ont également été détectés et quantifiés par
HPLC a ionisation par électronébuliseur ou ESI (Electrospray lonization) eddfén

mode tandem (HPLC-ESI-MS/MS) en mode de surveillance de réactions multiples (MRM)
(Douki et al, 2009.

Wang et ses collegues (2000) ont identifié par LC-ESI-MS trois nouveauxddesiits

d'ADN stablesformés par I’AA, 1'un d'entre eux étant 1’adduit 1,N-PdG. l\f-éthyIdG

n'était détectable que pour une concentration relativement élevée en AA, ce qui reflete en
partie la sensibilité limitée des méthodes d'analyse. Cette technique a été combinée a la
dépurination de I'ADN en tant que processus de prétraitement et n'a pas permis de séparer
les différents diastéréois@res de 1’adduit. Elle a été appliquée uniquemanvitro et sa
sensibilité était finalement 35 fois inférieure a celle de la métegest-marquage atiP
(Inagakiet al, 2003). Une autre métho@a LC-ESI-MS/MS a été établie pour quantifier

les adduits CrotodG dans le foie et le poumon humain, en utilisant une colonne de 5 um et
un étalon interne marqué a I’isotope stable. Cette méthode exigeait une grande quantité
d’ADN requise pour atteindre la sensibilit¢ souhaitée (Zhang et al, 2006), mais
I’introduction de la nano-ESI-MS couplée a une HPLC a nano-écoulement @tial,

2005) augmente la concentration du pic, de sorte qu'une faible quantité d'’ADN est

nécessaire pour augmenter la sensibilité.

Une méthode trés sensible de quantification a été développée par dilution isotogdique
capillaire couplée a la spectrométric de masse par le biais de source nano ESI (CapLC-
nanoESI-MS/MS) pour l'analyse quantitative de I'AcrodG dans des hydrolysats d'ADN en
mode MRM. L'utilisation d'une colonne LC de 100 um visait a augmenter la sensibilité par
rapport aux colonnes classiques, sans compromettre la robustesse et la capacité du systeme.
Cette méthode nécessitait une petite quantité d’ADN par rapport a la méthode du post-
marquage ad’P pour quantifier les adduits a I’ADN, un avantage important pour I’étude
d’échantillons humains. Cette méthode a utilisé des standards internes et a fourni une

sensibilitéd’environ 1 AcrodG/1Dnucléosides (Liet al, 2005). Un an plus tard, cette
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méthode a été utilisée pour détecter et quantifier les adduits exocycliques endogenes
dérivés du HNE dans le tissu cérébral humain pour la premiéri failo avec une petite
quantité d’ADN (1 - 2 ug) et des étalons internes. Cette méthode est une alternative a la
méthode du post-marquage &tP avec une sensibilité comparable (40 lésiorls/10

nucléosides d’ADN) mais sans utiliser de radio-isotopesetLal, 2009.

Une méthode en.C-ESI-MS/MS a été développée en mode MRM positif pour la
quantification du R-éthylidénedG par la quantification dif-thyldG dans d'ADN traité
avecle cyanoborohydrure de sodium (NagEN), extrait du foie humain, en utilisant des
étalons internes fraichement préparés (Wah@l, 2006). Un an plus tard, la méme
méthode était utilisée pour analyser |&-8thyldG dans2 pg d’ADN de leucocytes
humains (Cheret al, 2007). Un autre avantage de cette méthode est sa spécificité de
détection assurant l'identité de l'analyte, sa précision et son exactitude a l'aide d'étalons
internes.

Une méthode en LC-ESI-MS/MS en mode positif a été mise au point, utilisant la
technologie de vannes « online column-switchingpur la détermination des adduité-N
éthyldG apres réduction au cours de I'hydrolyse enzymatique d'échantillons d'ADN
exposésin vitro a concentration différentd’AA ou a la fumée de cigarette. Par
conséquent, I'échantillon d'ADN hydrolysé peut étre analysé directement sans qu'il soit
nécessaire de prévoir une étape de prépurification. Cinquante ug d'ADN hydrolysé ont été
nécessaires sur la colonne pour I'analyse et la limite de détacttmint 2 fmol (Singtet

al., 2009.

D'autre part, les adduits AcrodG ont été analysés quantitativement en LC-ESI-MS/MS sur
des colonnes capillaires (1 adduit/Tucléotides) (Zhangt al., 2007. En comparaison

avec la méthode de Liu et ses collaborateurs (2Q@%e méthode n’implique pas la
configuration d’une source de nanospray pour le spectrométre de masseleFlourrait
détecter a la fois, le- et ley-OH-AcrodG, tout en sachant que{éOH-AcrodG est le
principal adduit détecté & I'aide de la méthode du post-marquéffe eauplée a la HPLC,

alors que les tres faibles niveaux dOH-AcrodG empéchait la détection de ces adduits a
I’aide du post-marquage.

Une méthode de chromatographie capillaire UHPLC-ESI-MS/MS a été développée pour
détecter simultanément des adduits du FA endogénes et exogenes a partir de 50 pg d’ADN.
La purification des adduits a été effectuée sur un systeme de HPLC en phase inverse et les

adduits ont été quantifiés par un spectrometre de masse triple-quadripbles. Cette méthode
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repose sur l'utilisation du FA marqué p&iCD,] (Lu et al, 2010a). Un an plus tard, les
auteurs décrivent un procédé amélioré de lo#HPLC-ESI-MS/MS aved’utilisation

du méme isotope™iCD,]-FA. Le N-hydroxyméthyldG a été convertie erf-MéthyldG

I’adduit stable apres incubation de I'ADN isolé avec du N#BY Apres digestion
enzymatique, les fractions ont été collectées par HPLC, séchées et analysées par nano-
UHPLC-ESI-MS/MS. Cette méthode permet la détection simultanée des adduits du FA a la
fois endogénes et exogenes. Elle est 10 fois plus sensible que la méthode précédemment
mise au point (Lt al, 2011).

La détection simultanée de multiples adduits & 'ADN dans des échantillons humains est
désormais possible aprés le développement d'une technolodié M&ute résolution et

d'une spécificité impressionnante pour la détection simultanée de 18 adduits dans I'ADN
hépatique de souris traitées avec un carcinogene du tabac éBalh@014). En 2010, 11
adduits provenant du stress oxydant ont été détectés simultanément dans divers
échantillons d'autopsie humaine (Chetual, 2010). La méthode développée en UHPLC-
MS/MS a dilution isotopique en mode positif par Monien et ses collegues (2015) permet la
détection simultanée de 16 adduits ADN structurellement et chimiquement diversifiés

dérivés de I’exposition a des agents cancérogénes d’origine alimentataire et
environnementalainsi que d’électrophiles endogénes produits par la LPO, y compris les
adduits du MDA et des 2,3-époxyaldéhydes. La limite de détection des adduits formés par
le MDA et les 2,3-époxyaldéhydes était respectivement comprise entre 0,43 - 0,63 et 16,9 -
179 adduits/1bnucléosides (Monieat al, 2015.

Le domaine de I'adductomique de I'ADN a été récemment passé en revue par Yillalta e

Balbo (2017). Le tableau 4 résume les analyses de I'adductomique de I'ADN basées sur la

LC-MS effectuées a ce jour.
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Tableau 4 Résumé des études publiées sur I'ADN par approche adductomique en utilisaM$ LC-

Approche Instrument Type d’échantillon Ty(ri),ea/(?dr:gltne Points forts Points faibles Détails Références
Réaction avec les PGE® I;s;;eier;a Zggjrﬂo?é Nucléoside ayant Claereboudt
DF-EB/Q e (produit chimique . , P Modele simpliste réagi avec un produi
nucléosides industriel) d'analyse d’ADN par chimiaue dintérét etal, 1990
adductomique 9
Standards Arylamine (produit Rappl)'o:jt dprellml_nalre Ana(ljyse deﬁ \etalons Bryantet
synthétiques chimique industriel) sur fadductomique e synthese al., 1992
de ’ADN uniguement N
o PhIP? Comparaison faite Rindgenet
Réactionin vitro . avec le post- -
(aliments) al., 1995
marquage atfP
Réactionn vitro et QP Przﬂﬁ;szﬁirple i Ganglet al,
tissus animaux (aliments) 1999
nanospray
CNL Un exemple
Cellules irradiées Induites par les d'analyse des adduit ) Reguluset
(monocyte humain) rayonnements dus a l'exposition &  Mesure de la al., 2004
Triol des rayonnements masse nominale
eruloatf7| HAP Analvse de donné et manque de Petit q
Réactionin vitro (exposition nalyse de donnees  données de clile gamme de  ginghet al,
. automatisée f tati masse
environnementale ragmentation (500 - 650 Da) 2010
industrielle)
Réaction avec PGE®, SO Limité aux
S v . = . o Yao et
l'oligonucléotide (produits chimiques - oligonucléotides
) . Feng, 2016
industriels)
e
Cellules traitées (a HAP. .
artir de follicules (exposition - - Yaoetal,
P , environnementale 2016
ovariens) ; .
industrielle)
. : Criblage de toutes les Analyse des donnée
Tissu pulmonaire P ) Kanalyet
PseudocNL humain modifications de cartographiques - al. 2006
I'ADN d'Adductome B
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Type/Origine

Approche Instrument Type d’échantillon d’adduit Points forts Points faibles Détails Références
: Criblage de toutes les Sept adduits détecté
Poumon humain et dificati d biqUite Kanalyet
fissu cesophagien modifications de sans ambiguité - al. 2007
I’ADN N
Divers tissus induits par la LPO  Adduits dérivés de le i Chouet al,
humains (Endogeéne) LPO chez 'Homme 2010
. Seulement 7 :
champlgnons dg Aliments - transitions de MRS Spilsberget
Paris, levure de bien S al., 2010
par injection
Cellules traitées ~ Composés positifs au Premiere Katoet al,
L : comparaison avec le -
(hamster chinois)  test des micronoyaux . , 2011
test des micronoyau:
Mugueuse gastrique LPO i ) Matsudaet
humaine (endogene) al., 2013
Criblage de toutes les  Premiére étude
L PO . Kanalyet
bactéries du sol modifications de adductomique de - al. 2015
I’ADN I'ADN bactérien N
Premier exemple Pas de donnee:
Cellules traitées Melphalan d'acauisition (?e de fragmentatior Van Den
DD-MS? (lymphocyte T (médicament de 9 MS3, données de - Drisscheet
S o T données spectrales L
humain immortalisé) chimiothérapie) MS2 masse précises al., 2004
non rapportées
_ as de données
Q-TOF Pas de donné
MS” or
3
E Tissu pulmonaire de Nanoparticules Premiére applicatior MS dqta, des Ishinoet al,
MS“(HRAM) . . : E données de -
la souris magnétiques des donnéellS . 2015
masse précises
limitées au 10
mmu
Base de données
Analyse , d'adduits liés a
N : tissu tumoral du 2 x pals , . : Hemeryck
compléte Orbitrap colon humain Lié a l'alimentation - - I'alimentation, et al. 2015
(HRAM) hydrolyse acide ’

donnant lieu a des
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Type/Origine

Approche Instrument Type d’échantillon d’adduit Points forts Points faibles Détails Références
adduits a la
nucléobase
. L Méthodologie utilisée
Digestesn vitro de Liés a l'alimentation - - développée dans Hemeryck
viande de microbiote et al, 2016
Hemerycket al, 2015
Cellyles traitees Echantillons humain:
(hépatocytes examinés
humains) 4-ABP', MelQx? Premier exermple ) Bessettet
Foie de rat Composants du taba d'acauisition oKI)e al., 2009
DD-CI;IL- lon Trap Cellules buccales dor?néest\/ls"‘ Aucune mesure
MS humaines de masse précis
Cellules traitées llludin S Méthode similaire a .
; . . o Pietschet
(adénocarcinome dt (produit naturel - celle utilisée par al. 2013
c6lon humain) chimiothérapeutique) Bessettet al, 2009 "
Purification
Tissu hépatique de Combinaison du élendue Balboet al
paliq Constituants du tabac HRAM, MS® et d'échantillons et - ?
souris S 2014
nanospray injections
DD-CNL- multiples
MS* Orbitrap Cellules traitées
(HRAM) . : Médicament alkylant  Premiére approche Stornettaet
(adénocarcinome dt . L - -
. de I'ADN ciblée al., 2015
colon humain)
Tissu pulmonaire de . R Acquisition de Carra’ et al,
souris Adduits endogenes .0 <o HRAM M3 - - 2017

3 2-amino-1-méthyl-6-phénylimidazo [4,5-b] pyridine (PhIPj2:amino-3-méthylimidazo [4,8- quinolone (IQ) £ éther phényl glycidylique (PGE)
: 9 Styréne-7,8-oxyde (SO)®Hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPY-aminobiphényle (4-ABP) %2-amino-3,8-diméthylimidazo [4,8-
guinoxaline (MelQXx).
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Partant de ce qui a été décrit précédemment, il est important de mentionner brievement les
défis a soulever pour la détectidas adduits. L’analyse adductomique de I’ADN in vitro
peut fournir des informations utiles sur un systeme biologique donné. Toutefois, nous

estimons que 1’objectif ultime devrait étre d’analyser des échantillons humains.

i) Sélectivité :L’analyse ciblée des adduits a I’ADN, bien qu’elle soit généralement réalisée

avec une instrumentation triple quadripole, s’appuie sur des standards internes marqués
isotopiquement stables. Alors que les approches ddSes stratégieslR-MS peuvent étre
utiles pour les applicationa vitro - ou les expositions sont bien définies et généralement a
des niveaux plus élevést nécessaires pour fournir la certitude requise pour une analyse

vivo des adduits a I'ADN en I'absence d'étalons internes.

i) Sensibilité : L'un des principaux facteurs limitant la sensibilité au dépistage des
modifications de I'ADN est la quantit¢ d'’ADN disponible pour l'analyse, ce qui est
particulierement vrai dans les échantillons de sang humain ou de biopsie, mais peut
€galement s'appliquer aux tumeurs, ou les échantillons sont précieux. Pour l'analyse
traditionnelle basée sur M3e signal de fond est directement lié a la complexité chimique et
limite la possibilité de détecter des adduits de faible niveau. La préparation des échantillons

doit étre parfaitement optimisée grace a l'utilisation de l'ionisation nanospray.

iii) Quantification : Une quantification absolue précise par LC-MS nécessite I'utilisation
d'étalons internes marqués d'un isotope stable des analytes d'intérét. Cela n’est pas possible
dans le cas de la surveillance cibléel’ddductomique de I’ADN portant sur des centaines
d’adduits a la fois. Une stratégie de quantification relative a récemment été démontrée

(Klaeneet al, 2016).

iv) Facilité¢ de l'analyse des donnéesLe développement de logiciels pour l'analyse de
données ont été concentrés sur la protéomique, la métabolomique, la lipidomique, etc., et
n'ont pas été orientés vers l'adductomique de I'ADN. L'analyse HRebtfviendrait peut-

étre mieux a l'identification d'adduits inconnus et au criblage d'un grand nombre d'adduits
connus (Villateet Balbo, 2017).
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VI- Objectifsdela thése

Le cancer est une maladie chronique multifactorielle. De nombreux facteurs génétiques,
hormonaux et environnementaux peuvent concourir a son développement en agissant a
différentes phases du développement. La part attribuable aux facteurs comportementaux et
environnementaux dans I'étiologie du cancer est évaluée a 35% (naki 2005;
Lewandowskaet al, 2019). Cependant I'évaluation des effets des composés génotoxiques et
leur lien avec le risque de cancer est rendue actuellement trés difficile en raison de la
multiplicité des expositions sous forme de mélanges complexes de composés généralement
présents a tres faibles concentrations. Les aldéhydes font partie des facteurs
environnementaux mais aussi des produits générés de maniere endogene via la LPO lors de
pathologies inflammatoires prédisposantes qui peuvent jouer un réle dans la survenue de

cancer.

Dans notre monde contemporaiiHomme est constamment exposé a ces produits
ubiquitaires et ceci des la vie utero. lls sont tres réactifs et présentent une activité
électrophile remarquable vis-a-vis des macromolécules cellulaires (protéines et ADN). Aussi
dans le cadre du concept de I’exposome, le suivi de biomarqueurs pertinentetfets précoces

de composés génotoxiques est actuellement décrit comme un outil pratique pertinent pour

mieux évaluer le risque cancérigéne associé a ces expositions multiples.

Récemment, 1d.C-MS/MS est devenue une méthode de choix pour la quantification des
nucléosides modifiés tels que les adduits a I'ADN.

Afin de contribuer a une meilleure connaissantte concept de I’exposome et aux
développements méthodologiques dans I’évaluation et la tragabilité des expositions aux

aldéhydes, nous nous sommes proposeés de :

e Développer une nouvelle méthode sensiblelgpahromatographien phase liquide a
ultra-performance couplée la spectrométrie de masss mode tandem (UHPLC-
ESI-MS/MS), permettania détectionet la quantification simultanées de 9 adduits

exocycliques dérivés de 8 principaux aldéhydes exogeeesendogenes

67



potentiellement cancérigeneke:FA, I’AA, I’Acro, le Croto,le MDA, le HNE, le Gx
etle MG (Chapitre 2).

e Valider la méthode conformément la directive de I'Agence européenne des
médicaments (European Medicines Agency, BEMAr la validation des méthodes
bioanalytiques (Chapitre 2).

e Valider la méthode par une approcheitro avec I’exposition en milieu liquide aux 8
aldéhydes seuls ou en mélange équimolaire afin de vérifier la formation des adduits
exocycliques et identifier un profil pertinent (Chapitre 3).

e Rechercher le profill’adduits au sein de ’ADN de sang humain a la fois chez des
fumeurs et non-fumeurdlotre hypothése est de vérifier I’existence d’une variation de
ce profil d’adduits exocycliques a ’ADN chez une population *@dividus non
malades exposéou pas aux aldéhydes générés par la consommation de cigarettes
avec le laboratoire de biologie clinique et ’'unité de tabacologie du CHU UCL Namur
en Belgique (Chapitre 4).

e Mettre en place une étudé&pidémiologie moléculaire pour explorer la pertineece
la validité de ce profil d’adduits exocycliques en tant que biomaqueurs d’exposition
et/ou d’effet précoce aux aldéhydes chez des policiers libanais fortement s@pasé
pollution urbaine de Beyrouth au Liban avec le laboratoire L2GE, équipe
Microbiologie/ToxEcoTox de I’Université Libanaise (Chapitre 5).

La validation de la méthode analytique sera présentée sous ddarmele accepé apres

révisions mineures pour publication dans Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis

(Annexe 1).
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ll. Chapitre 2 Mise au point de la méthode d’analyse par
UHPLC-MS/MS

Le deuxiéme chapitre sera subdivisé en 4 parties. sSApréétar de I'art, la 2°™ partie
présentera la préparation des standards des 9 adduits induits par 8 aldéhydes ainsi que leurs
homologues marqués qui serviront comme des étalons internes. Ensuff& parBe sera
consacrée en premier lieu a la mise au point de la méthode de dosage par UHPLC-MS/MS, a
la préparation des étalons de calibration et des échantillons de contréle de la qualité, a leur
réduction et leur hydrolyset, en deuxiéme lieu aux différentes étapes visant a la validation
de la méthode selon des recommandantions internationales. Ceci sera suivi par les résultats
confirmant la validation totale de la méthode. Ce chapitre sera cléturé par une discussion
sur lintérét apporté par la méthode développée et validée en vue d’autres méthodes

préalablement publiées sur le dosage des adduits a I’ADN comme étant biomarqueurs

d’exposition a la pollution de [’air et au stress oxydant.
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- Etatdel’art

Plusieurs adduits &ADN d'aldéhydes exogenesendogénes ont été liés a diverses maladies,
dont le cancer et pourraient donc servir de biomarqueurs d'exposigbriu processus
cancérigéne précoce. Ces biomarqueurs ont été identifies comme cruciaux dans I'étude de

I’exposome.

Etant donné que les adduits jouent un réle important dans la génotoxicité des aldéhydes et se
produisent a de trés faibles concentrationwivo, une méthode de quantification de ces
adduits sensible et précise est nécessaire pour I'analyse d'une petite quartitéxdtaie a

partir des échantillons humains. RécemmenitdaMS/MS est devenue la méthode de choix

pour la quantification des nucléosides modifiés tels que les adduits a I'ADN. Les deux
principaux avantages du développement de la LC-MS/MSisltanpossibilité de fournir tous

les adduits exocycliques avec, dans ce cas, un gain de sensibilité par rapport a la méthode de
référence le post-marquage &t etii) la proposition des méthodes de criblage pour
identifier tout adduit a 'ADN.

Dansce chapitre, nous présentons une nouvelle méthode sensible que nous avons développée
et validée en utilisant la dilution isotopique en UHPLC-ESI-MS/MS, permettant la détection

et la quantification simultanées de 9 adduits exocycliques dérivés des aldéhydesse&bgene
endogenes, a savoir le FRAA, I’Acro, le Croto, le MDA, le HNE, le Gx et le MG. La
méthode a été validée conformément a la directive de I'Agence européenne des enéslicam
(EMA) sur la validation des méthodes bioanalytiques. Le but de cette étude est de pouvoir
analyser le plus d’échantillons possible dans le minimum de temps et avec le plus de
sensibilité possibleCette étude vise également a établir des profils d’adduits exocycliques a

I’ADN et peut servir dans des approches adductomiques.
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II- Préparation des adduits

1. Réactifs

Les aldéhydes sont des composés volatils, hautement réactés agents cancérigensts
mutagenes connus. Ces composés ont été manipulés sous une setbéntade d'un
équipement de protection individuelle (EBpproprié.

La dG a été obtenue aupré®itla Aesar.La [**Cio, °Ns] dG a été achetée chez Toronto
Research Chemicals’Acro, le Croto, IAA, le FA (37% dans €au), la solution deGx (40%
dans l'eau),la solution de pyruvaldéhyde (40% dans I'eal, 4-hydroxynonénal-
diméthylacétal INE-DMA), le 1,1,3,3-tétraéthoxypropanke, cyanoborohydrure de sodium
(NaBH;CN), ’ADN de thymus du veau (ADNctla phosphatase alcaline | de l'intestin du
veau,la phosphodiesteraselé désoxyribonucléasié de type Vderate bovineetla nucléase
P1 de Penicillium Citrinum ont tous été achetés aupres de Sigma-Aldrich
phosphodiesterasd SPH a été obtenue auprés de Worthington Biochentical Le
phosphate de potassium monobasidd PO,) a été acheté chez Fluka. L'ebuméthanol,
l'acide acétique glaciat I'acétonitrile ont tous été de qualit€-MS et obtenus auprés de
VWR.

2. Préparation des solutions meres
La solution de HNE a été préparée selon les instructions du fournisseur Sigaiaant
évaporer Inl du HNE-DMA sous un Iéger courant d'azotle eempérature ambiante, p@n
ajoutant Iml de HCI froid (ImM) etenagitant pendant 30 min a 4°Ca solution contienb
mg de HNE (0,032 mmdla un pH d'environ 3.
Le MDA a été obtenu par hydrolyske 2,2 gde 1,1,3,3-tétraéthoxypropane (0,01 masec
100 ml de HCI (0,1 M).Le mélange a été chauffé a 40°C pendant 40 min,lpypsl a été
ajusté a 4,5 (Setet al, 1983. La solution est a 0,1 M de MDA.
Un mélange d'étalons internes a été préparé a 0,88 dg/HNEdJG marquéet a 1,6ng/ml
de tous les autres adduits marqués. Les solutions de depdgers dilutions ont été
préparées quotidiennement pour les expériences de validation. Toutes les solutions ont été

stockées a -80 ° C.
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2.1. Préparation des Adduits Standards

Les adduits standards ont été synthétisés selon des études précédentes (tableau 5)., En résumé

la dG a été incubée avec l'aldéhyde dans un tampon phospBRas®(s agitation douce.

Tableau 5 Différentes conditions de synthése des adduits

Quantité

Quantité

Volume

Adduit | dedG | d’aldéhyde| duTp | CSonditions | Concentration | oo oo
d’incubation du TP et pH
(mmol) (mmol) (mL)
AcrodG 0,2 2 20 37°C, 24 h 25 mM pH 7 Chunget al,
1984
0 Chung et
roede . : *0 37°C, 241 2> mMpH 7 Hecht, 1983
AAdG 0,2 22,5 20 37°C, 24 h 25 mM pH 7 Wanget al,
2000
FAJG 0,2 55 20 37°C. 24 h 25 mM pH 7 Chenget al,
2003
HNEdG | 0,0064 0,032 1 37°C. 16 h 25 mM pH 7 Wlniereé al,
MDAJG | 0,25 1,00 | 100 | 37°C,10days| 0,1M,pH43 Sei%egsal"
° : Chung et
CxdG | 094 7,67 50 | 37°C,90min| O1MpH7 | o5 oo
cMGdG 0,03 0,06 20 25°C, 15 min | 50 mM, pH 9,5 Shuzccl;f; al,
CEdG 0,03 0,03 20 25°C,72h | 50 mM, pH 9,5 Shuzccl;f; al,

2.2.Réduction des adduits instables

Les adduits formés suite a la réaction de la dG avEd|é¢’AA etle MDA sont instables a

I’état de désoxynucléosides, ce qui nécéssite une étape supplémentaire de réduction. Chaque

solution a été réduite juste apres l'incubation par addition de MBIt laisséeau repos

pendant 30min a température ambianten deuxieme aliqguot de NaBBN a ensuite été

ajoutéet le mélange a été incubé a 37°C pendanm@ Cette procédure a été répétée une

2°Mfois comme décrit par Wang et ses collaborateurs (2000). L'ajout de;NBBignduit &
la formation de R-éthyldG, de KkméthyldGet de 5,6-dihydro-MdG, les adduits stable® d
I’AA, du FA et du MDA, respectivement (Wangt al, 2000; Lu et al, 2010a Ma et al,

2014). Par ailleursil est important de préciser que la réduction par N&BHn’a pas
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modifié les adduits des 6 autres aldéhydes ou apporté la formation artéfadtuehes

adduits dans le milieu avant le dosage.
Les structures des aldéhydes et des adduits stables correspondants sont présentées dans la

figure 26ci-dessous.
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Figure 26: Structures de8 aldéhydes et des 9 adduits stables correspondants
AcrodG, CrotodG, HNEdG, CEdG et cMGdG posséedent plusieurs stéréoisoméres dépendant du sit
de cyclisationde 1’aldéhyde avec la dG et de la configuration R/S aux différents stéréocentres.
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2.3. Purification des adduits standards
La purification des adduits synthétisés a été réalisée par LC-UV selon différents systemes
(détaillés plus tard dans le paragraphe3ltu chapitre 2)L’AcrodG, le FAdG, le MDAdG
et le GxdG ont été purifies selon le systeme 1 ; la dG a été éluée a 18 min, les isomeres de
I’adduit AcrodG ont été élués a des temps de rétention de 22,09 - 22,87 et 23,97 min, le N
meéthyldG a été élué a 24,8 min, le 5,6-dihydradf@ a 27,1 min et le GxdG a 15,7 min.

Tableau 6 Temps de rétention de la dG et des adduits synthétisés durant la purification

Adduits Systéeme de | Temps de rétention de] Temps de rétention
Purification dG (min) de ’adduit (min)

22,09
AcrodG 1 18 22,87
23,97
11,25

CrotodG 2 8,7
11,41
AAdG réduit 3 18 30,2
FAdG réduit 1 18 24.8
12,07
HNEdJG 4 9 12,2
12,34
MDAdG réduit 1 18 27,1
GxdG 1 18 15,7
23,6

cMGdG 6 20,9
24.6

25

259

CEdG 5 18
26,47
27,12

Considérant lessoméres de 1’adduit CrotodG, ils ont été purifiés sur le systéme 2 ; la dG a

ete éluée a 8,7 min et les isoméres du CrotodG ont été élués aux temps de rétention de 11,25
et 11,41 min. La purification de’MthyldG a été effectuée sur le systéme 3 ; la dG a été
éluée a 18 min et le 2NéthyldG a été ¢élué a 30,2 min. En outre, les isoméres de 1’adduit

HNEdG ont été purifiés sur le systeme 4 ; la dG a été éluée a 9 min et les HNEdG ont été
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elués aux temps de rétention de 12,07 a 12,2 et de 12,34 min. La purification des adduits
CEdG a été effectuée sur le systeme 5 ; la dG a été éluée a 18 min et les isoméres du CEdG
ont été élués a 25 ; 25,96,47 et 27,12 min. Considérant la purification de I’adduit cMGdG,

elle a été effectuée sur le systeme 6 ; la dG a été éluée a 20,9 min et les isoméres du cMGdG
ont été élués aux temps de rétention de 23,6 et 24,6 min. Les temps de rétention de la dG et
des adduits synthétisés ainsi que les systemes de purification correspondant sont présentés
dans le tableau 6. Les fractions contenant chaque adduit ont été combinées, suivies d'une
concentration au Speedvaet une quantification en LOV.

2.4. Quantification des adduits standards
La quantité et la pureté de chaque adduit synthétisé ont été vérifiees par LC-UV avec les
mémes conditions chromatographiques que leur purification, a I'exception du cMGdG et du
HNEdG quantifiés sur les systemes 5 et 7, respectivement. Connaissant les temps de rétention
des adduits, les aires des pics ont été notées. Les isomeres de I’adduit HNEAG ont été élués
au temps de rétention de 8,25 a 8,38 min et de 8,75 min ; ceux du cMGdG ont été élués a
19,9 et 20,44 min. La quantité de chaque adduit purifié a été calculée selon I'équatien 1 : C
Ai/eik (A : aire du pic de 1’adduit ; € : coefficient d'extinction molaire de 1’adduit ; k :
constante de la réponse de l'instrument). Tout d'abord, € de la dG a été calculé a de différentes
longueurs d'onde allant du 253 a 260 nm. Pour cette raison, 2 séries de concentrations en dG
(0,01 a4 0,1 mM) ont été préparées dans de l'eau et dans un mélange eau/méthanol (50:50 v/v).
A l'aide d'un spectrophotométre, lI'absorbance de chaque solution a été mesurée a toutes les
longueurs d'onde. Des graphiques de I'absorbance en fonction de la concentration en dG ont
¢té tracés pour obtenir la pente de la droite d’étalonnage et déterminer la valeur de € de la dG
a chaqgue longueur d'onde dans l'eau et dans le mélange eau/méthanol (50:50 v/v) en divisant
la pente par la longueur d’onde selon la loi de Beer-Lambert. Pour chaque longueur d'onde, la
moyenne des ¢ trouvée dans les deux matrices a été choisie pour le reste du calcul.
En LC-UV, une solution de dG (1 mM) a été injectée avec tous les systémes de quantification
des adduits et la surface ded@ a été notée pour calculer « k » en utilisant ¢ de la dG a
chaque longueur d'onde selon 1’équation 1. La moyenne de toutes les valeurs de k calculées a
été ensuite utilisée pour quantifier les adduits synthétisés par LC-UV et pour déterminer la
pureté de chaque solution en utilisant le coefficient d'extinction de chaque adduit. Les temps
de rétention de la dG et des adduits synthétisés suivant chaque systeme de quantification et

les coefficients d’extinction molaires correspondant sont présentés dans le tableau 7.

75



Tableau 7 Temps de rétention de la dG et des adduits synthétisés pendant la quantification et les

coefficients d’extinction molaires correspondant

Temps de Temps de | Longueur Coefficient
, Systémes de | rétention rétention de d’onde y e e s
Adduits e R . . d’extinction | Références
quantification de dG I’adduit maximale .
) ) molaire (g)
(min) (min) (nm)
2209 16800
Zhanget
AcrodG 1 18 22,87 259 al., 2007
23,97 18000
11,25 15600
CrotodG 2 8,7 260 Zhanget
11,41 15700 al., 2006
AAdG Wanget
réduit 3 18 30,2 254 15000 al., 2006
FAJG Singhet
réduit 1 18 24,8 254 15000 al., 2009
8,25
Wackeret
HNEdG 7 8,38 259 15100 al.. 2000
8,75
MDAdG Setoet al,
réduit 1 18 27,1 253 16400 1983
GxdG 1 18 15,7 254 11000 Kas‘lag;gga"’
19,9 i
cMGAG 5 18 254 11000+ | Kasaietal,
20,44 1998
25
25,9 Synoldet
CEdG 5 18 26.47 255 12300 al., 2008
27,12

*: le coefficient d'extinction molaire du GxdG a été utilisé pour déterminer la

concentration en adduit cMGdG.

2.5. Préparation des standards marqués isotopiquement

Tous les standards marqués ont été synthétisés en petites quantités comme décrit dans le

tableau 8. En bref, une solution & 1 mg/mEC],, °Ns]dG a été incubée avec chaque
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aldéhyde sous agitation constante a 37°C. Pour chaque adduit marqué synthétisé, 3 solvants
ont été testés et le choix entre le TP, NeN-diméthylformamide (DMF) etle
diméthylsulfoxyde (DMSO) a été effectué en fonction du meilleur rendement et de la
meilleure pureté de la synthése de ces adduits. En vu d’éviter la polymérisation des aldéhydes

dans le milieu, un Iéger courant d'azote était nécessaire juste avant l'incubation pour chasser
1’0,. Les adduits Cyo, °NsJAADG, [*°Cyo, °Ns]FAAG et FCyo, 1°Ns]MDAAG synthétisés

ont été réduits immédiatement par ajout de NgB¥ comme décrit dans le paragraphe

2.2 de ce chapitre pour obtenir les adduits stabf&so] >Ns|NZ%éthyldG, [°Cyo, Ns]N?
méthyldGet 5,6-dihydroXfCio, *°Ns]M1dG, respectivement.

Tableau 8 Différentes conditions de synthése des adduits marqués

Adduit Quantité de Quantité | Volume -
marqué au | [**Cio, °Ns]dG | d’aldéhyde | final Sondltlo.n Solvant
[Ci0. *Ng] | (mol) (mmol) | () | meubation
AcrodG 0,071 0,599 200 37°C, 24 h DMSO
CrotodG 0,035 0,241 200 37°C, 24 h TP 25 mM pH 7
AAdG 0,018 0,891 200 37°C, 24 h TP 25 mM pH 7
FAdJG 0,035 3,63 200 37°C, 24 h TP 25 mM pH 7
HNEdG 0,035 0,003 200 37°C, 24 h TP 25 mM pH 7
MDAdG 0,071 0,004 200 37°C,24h | TP0O,21M, pH 4,3
GxdG 0,035 0,436 200 37°C, 90 min DMF
cMGdG 0,071 0,033 200 37°C, 15 min| TP 50 mM, pH 9,5
CEdG 0,071 0,033 200 37°C,72h | TP 50 mM, pH 9,5

Les standards marqués ont été purifies en LC-UV sur les mémes systemes que leurs
homologues. Les fractions contenant chaque adduit marqué ont été combinées et concentrées
au Speedvdt jusqu’a avoir un volume final de 200 pL approximativement. L'absence
d'adduits non marqués a été vérifiée en LC-MS/MS ce qui correspond a la puré@gle [
®N5]dG. La concentration finale de chaque adduit marqué a été évaluée par rapport & une
solution a 100 ppb de leurs homologues non marqueés.

77



lIl- Miseaupointdela méthodade dosage

Les étapes de laréparation et 'analyse de I’ADN sont généralement présentées comme suit :

tout d'abord, I'ADN est isolé de I'échantillon (des tissus, des cellules ou du sang) et ensuite,
hydrolysé en nucléosides en utilisant un mélange d'enzymes ou en des nucléobases par
traitement a I'acide modéré. Lorsque des enzymes sont utilisées, elles sont souvent éliminées
par précipitation en utilisant un solvant organique ou en utilisant une cartouche filtrante. Les
sels et autres substances hydrophiles sont généralement éliminés par extraction en phase
solide ou par collecte de fractions sur une colonne HPLC. Les échantillons résultants sont
concentrés par séchage et reconstitution en un petit volume et, aealy§2MS.

Le protocole de notre approche analytique pour les adduits a I’ADN induits par les aldéhydes

est illustré dans la figure Zi-dessous.

Etalons de calibration /
Echantillons de contréle de la qualité
(ADNct 1mg/mL)

l

* Réduction par NaBH;CN
* Neutralisation du pH
* Précipitation de ’ADN
» Lavage de PADN

l

* Ajout d’étalons internes
(adduits marqués)
* Ajout des standards d’adduits

l

» Hydrolyse enzymatique (2 h d’incubation
a 37°C avec chaque mélange d’enzymes)
» Précipitation des enzymes avec 1’éthanol

l

* Analyse en LC-ESI-MS/MS
» Validation de la méthode selon les
recommandations de P"EMA

Figure 27: Représentation schématique de l'approche analytique des adduits a I’ADN des aldéhydes
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1. Préparation des étalons de calibration et des échantillons de eatarial
qualité

Des étalons de calibration et des échantillons de contréle de la qQ&jté@rit été préparés
avec de I'ADN du thymus de veau (ADNct) & 1 mg/dais I’cau. Des aliquots de 50 ug
d'un seul lot d’ADNCct ont été réduits par addition du NagHN comme décrit ci-dessus. Le
pH a été neutralisé par addition de 10 puL de NaOH (0,1 M). De I'éthanol a ensuite été ajouté
a la solution et bien mélangé par retournement jusqu'a ce que I'ADN soit visible, puis
centrifugé a 10000 rpm pendant 10 min a 4°C. L'ADN a été lavé avec 1 ml d'éthanol/eau
(70:30 v/v) et centrifugé a nouveau a 10000 rpm pendant 10 min a 4°C. Le surnageant a été
éliminé et le culot a été séché au Speellvaais dissous dans 50 pL d'eau ultrapure. A tous
les aliquots, 25 pL du mélange d'étalons internes ont été ajoutés. Des étalons de calibration a
des concentrations de 0,25; 0,5;1;25;5;10;25;50; 100; 175 et 250 ng/mL ont été
préparés en ajoutant au mélange du blanc de matrice et d'étalons internes, 25 uL de
différentes solutions meres. Pour déterminer la précision et |'exactitude inter- et intra-
journaliére, des échantillons @C ont été préparés de la méme maniere a 4 niveaux, a la
limite inférieure de quantification (LLOQC ; 5 ng/ml pour le GxdG, le cMGdG et le CEAG
et 0,25 ng/ml pour les 6 adduits resta@{; bas (0,4 ng/ml pour 6 adduits et 10 ng/ml pour
le GxdG, le cMGdG et le CEAGRC moyen (2,5 ng/ml pour le MDAdG et 80 ng/ml pour les
8 autres adduits) épC haut (80 ng/ml pour le MDAdG et 200 ng/mL pour les 8 autres
adduits).

2. Hydrolyse enzymatique
Aprés dopage pour préparation des étalons de calibration €Qd5\DN a été hydrolysé
enzymatiquement (Figure PBar addition de 0,5 pL de phosphodiestérase Il (0,1 U/uL), 0,5
pL de désoxyribonucléase Il de rate de bovin (10 U/uL) et 1 puL de nucléase P1 de
Penicillium Citrinum(1 U/uL) et 10 pL du tampon MNSPDE (acide succinique et £ a€l
6). Le mélange a été incubé sous agitation douce pendant 2 heures a 37°C. Une seconde étape
consistait a ajouter 0,2 uL de phosphatase alcaline (23 U/uL), 1 uL de phosphodiesterase |
(0,03 U/uL) et 14 pL du tampon Palk 10X (EDTA et Trizma base, pH 8). De nouveau, le
mélange a été incubé sous agitation douce pendant 2 heures a 37°C. La réactioneest arrété
par I'ajout de 8 puL de HCI (0,1 M), 13,5 pL de NaCl (5 mM) et de I'éthanol pour la
précipitation des enzymes. Le mélange a été centrifugé a 10000 rpm pendant 10 min a 4°C

Le surnageant a été transféré dans un nouveau tube et évaporé a sec. L'ADNéngdrtalys
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reconstitué dans 20 pL d'eau de qualité HPLC et transféré dans des flacons HPLC contenant
des inserts a faible volume pdtianalyse en LC-MS/MS. Le culot restant aprés hydrolyse est
repris a I’eau ultrapure et dosé au NanoDrop™ (spectrophotomeétre NanoD@p2000 de

Thermo Fisher Scientifigyour vérifier le bon fonctionnement de 1’hydrolyse.

HO

o)
(o] ! l L
p HO !
g ﬁ Adduit C
N L l- HO
i (o) - B
ADN o7\, - P
o_ 0 Base g
O ~ >
o’

%y
s Dnase |l o
i Phosphodiesterase |

o ':-\‘ .
Niiclaasa Pt  Alkaline phosphatase
- Phosphodiesterase |

nucléosides

Figure 28 Hydrolyse enzymatique de I'ADN

3. Chromatographie liquide
La purificationet la quantification des standards synthétisés ont été effectuées sur un systeme
UHPLC Shimadzu équipé de 2 pompes Nexerd ®B0AD, d'une unité de dégazaD&U-
20A5R et d'un détecteulUV/Vis prominenceSPD20A. L'instrument était équipé d'un
injecteur Rheodynet dun four a colonne Varian ProStadra colonne analytique utilisée pour
la purification et la quantification des étalons étdit colonne Atlanti§ T3 OBD™ Prep
100A, 10 x 250mm, 5 um (Waters, Irlande). Les phases mobiles étaient de I'epet(du
méthanol pur (B)La températuralela colonne a été maintenue a 508Qe débit était de 2

mi/min.
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Difféerents systémede gradient d'élution ont été adaptés pour purdiauantifier les adduits

synthétisés

e Lesysteme 1 démarre avec 2% de B, suivi d'un gradient linéaire allant jusqu'a 20% de
B & 15min, maintenu pendant &in, suivi de 10min a 80% de B, puis rééquilibré
aux conditions de départ pendamhb. Le détecteutJV est réglé a 25t 259 nm.

e Le systéme 2 démarre avec 20% de B, suivi d'un gradient linéaire allant jusqu'a 80%
de B a 10min, maintenu pendant Bin, puis rééquilibré aux conditions de départ

pendant 5nin. Le détecteut)V est réglé a 25dt 260 nm.

e Le systeme 3 démarre avec 2% de B, suivi d'un gradient linéaire allant jusqu'a 20% de
B aprés 15min, maintenu pendant &in, suivi d'un gradient linéaire allant jusqu'a
80% de B pendant 1@nin, maintenu pendant ®in et ensuite rééquilibré aux

conditions de départ pendantrn. Le détecteutJV est réglé a 254 nm.

e Le systéme 4 démarre avec 20% de B, suivi d'un gradient linéaire allant jusqu'a 80%
de B a 5min, maintenu pendant 1®in, puis rééquilibré aux conditions de départ
pendant 5nin. Le détecteutJV est réglé a 25am.

e Le systtme 5 démarre avec 2% de B, sulundgradient linéaire allant justu20%
de B apres 15nin, maintenu pendant 1&in, suivi dun gradient linéaire allant
jusqua 90%de B aprés 40min, maintenu pendant 1fin, puis rééquilibré aux
conditions de départ pendanthin. Le détecteutJV est réglé a 255 nm.

e Le systeme 6 démarre avec 2% de B, suivi d'un gradient linéaire allant jusqu'a 15% de
B a 15min, maintenu pendant 1fin, suivi de 5min a 80% de B, puis rééquilibré

aux conditions de départ pendamhb. Le détecteutJV est réglé a 254m.

e Le systéme 7 consiste en une une élution isocratiqgue de 80%lLdedBtecteutyV

est réglé a 259 nm.
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Le systetme UHPLC couplé au spectrométre de masse était équipé d'un module Shimadzu
CBM-20A communications bus module, de 2 unités de dégazage DGi42DAn four a

grande visibilité CTO-20AC, d'un auto-échantillonneur Nexera X2 SIL-30AC et de 2 pompes
Nexera X2 LC-30AD. La colonne analytique utilisée pour la séparation des analytes était une
colonne phase inverse;£CAcquity UPLC® HSS C18 SB 1,0 x 150 mm, 1,8 pm (Waters,
Irlande) avec les solvants suivants : la phase mobile A, acide acétique a 0,1% dans 1’eau et la

phase mobile B, acide acétique a 0,1% dans un mélange méthanol/acétonitrile (50:50 v/v). La
température de la colonne a été maintenue a 50°C et le débit a 0,2 mL/min en utilisant un
volume d'injection de 2,5 pL. Le gradient de la pompe d'élution augmente de 5% B jusqu'a
80% B en 2,5 min, maintenu pendant 1,5 min, puis rééquilibré aux conditions de départ

pendant 3 min. Le temps total d’analyse est de 7 min.

4. Conditions de spectrométrie de masse
Le systeme de séparation s'interface avec une MS a triple quadripble (LCMS-8030Plus,
Shimadzu, Japon). La source d'ionisation par électrospray a été etgldede positif
comme suit : débit de gaz de séchage, 10 L/min ; débit de gaz nébuliseur, 3 mL/min ; tension
de cbne, -4500 V ; température de source, 280°C et température de la ligne de désolvatation,
150°C. L'azote était utilisé a la fois pour la nébulisation et la désolvatation. De Il'argon de
haute pureté a été utilisé comme gaz de collision.
Chaque étalon a été vérifié individuellement par spectrométrie de masse en mode scan et
analysé au moins trois fois en mode SIM avec un volume d'injection de 1 pL. Les ions
pseudo-moléculaires correspondant a chaque étalon ont été caractérisés parzleur
(IM+H] ™). Les énergies de collision ont été réglées a 10, 20 et 30 V pour le balayamesdes
fils. Un MRM a ensuite été adopté pour optimiser les transitions des étalons. Les deux
transitions les plus intenses ont été sélectionnées pour chaque standard en vue de son
identification et sa quantification et une transition pour chaque étalon interne marqué. La
fragmentation principale pour tous les adduits était de -116 amu et -121 amu, correspondant
la perte de la dR et de la dR marquée, respectivement. Les paramétres de transition de masse

et MRM optimisés sont présentés dans le tableau 9.

82



Tableau 9 Parametres de transition de masse et MRM optimisés pour chaque adduit

; _ Energie de
Aldéhydes Adduits Q1 Q3 o
collision (eV)
208,1 -11
AcrodG 324,1
Acro 190,2 -28
AcrodG marqué 339 218 -11
222,1 -13
CrotodG 338
Croto 178,1 -27
CrotodG marqué 353 232 -13
180,2 -11
AADG 296,1
AA 163,1 -31
AAdG réduit marqué 311 190 -11
166 -10
FAJG 282,1
FA 149,1 -32
FAdG réduit marqué 297 176 -10
308,2 -13
HNEdG 424
HNE 152,2 -27
HNEdG marqué 439 318 -13
190,1 -11
MDAdG 306,1
MDA 135,1 -39
MDAJG réduit marqué 321 200 -11
210 -11
GxdG 326,1
GXx 164,2 -29
GxdG marqué 341 220 -11
224,1 -10
cMGdG 340,2
152,1 -32
cMGdG marqué 355 234 -10
MG
224 -12
CEdG 340,1
177,9 -18
CEdG marqué 355 234 -12
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5. Validation

La validation de la méthode développée a été effectuée, conformément aux directives de
I'Agence européenne des médicaments (EMA) sur la validation des méthodes bioanalytiques
(EMA, 2011), pour la sélectivité, la contamination, les limites de quantification, la précision
et I’exactitude inter- et intra-journaliéres, les effets matriciels et la linéarité.
Etant donné que les adduits d’ADN formés par les aldéhydes sont naturellement présents
dans ’ADN, I’étalonnage par gamme matrice avec une correction par les étalons internes a
été sélectionnélans cette méthode. Les solutions d’étalons ont été ajoutées a un seul lot
d'ADNct réduit comme décrit dans le paragraphe 1l-2.2 de ce chapitre. Une quantité
suffisante d'ADN réduit homogéne a été utilisée pour toutes les solutions de validation afin
d'éviter la variabilité des résultats due a I'inhomogénéité.

5.1. Sélectivité
La premiére étape de la validation de la méthode consiste a évaluer la sélectigité de
meéthode. Cette derniere devrait étre capable de différencier les analytes d'intérét éedes Sl
composants endogénes de la matrice. Un étalon interne devrait étre utilisé et devrait de
préférence étre un standard associé avec un temps de rétention proche de celui dell'analyt
doit étre ajouté a la fraction a analyser au début de I'expérience et doit avoir une forme
appropriée, particulierement adaptée a la détection par MS. L'analyte doit éluer au temps de
rétention caractéristique de I'étalon correspondant dans les mémes conditions expérimentales.
Les critéres d'identification, spécifiés dans la décision de la Commission n° 2002/657/CE,
consistent également en la présence de 4 points d'identification : les transitidis de |

précurseur et 2 ions fils (Commission Decision No. 2002/65)//EC

5.2. Contamination
La contamination a été évaluée en injectant du méthanol apres la limite supérieure de
guantification (ULOQ). Les pics des analytes ne devraient pas dépasser 20% de la LLOQ et

5% pour les étalons internes.

5.3.Limites de quantification
La limite inférieure de quantification (LLOQ) est la plus faible concentration d'analyte da
un échantillon pouvant étre quantifiee. Sachant que la matrice contient presque tous les

analytes, les aires des pics des étalons de calibration les plus bas des courbes d’étalonnage de
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I’ADN ont été prises en compte pour une analyse de régression et la LLOQ a été définie

comme 1’étalon de calibration le plus bas avec une précision acceptable (< 20%).

5.4. Exactitude et précision
Pour déterminer I'exactitude et la précision intra-analyse (intra-journaliere) et entresanalyse
(entre les journées), les échantillonsQfe ont été analysés selon 4 niveaux (LLQQG, QC
bas, QC moyen etQC haut) par rapport aux courbes d'étalonnage. Pour déterminer la
précision intra-journaliere, un minimum de 5 échantillons @@ra été analysé en un seul
cycle et les concentrations obtenues ont été comparées a la valeur nominale (en pourcentage).
La précision a l'intérieur du cycle était exprimée par le coefficient de variation (@¢)les
mesures individuelles répétées de l'analyte. Alors queQiesd'au moins 3 analyses
effectuées sur au moins 2 jours différents ont été évalués et un calcul similaire a celui décrit
ci-dessus a vérifié I'exactitude et la précision entre les analyses. Les criteres d'acceptation
pour les analyses a la fois inter- et intra-journalieres étaient de + 20% pour QC20de +
15% pour les autres niveaux Q€.

5.5. Effets de matrice
Les effets de matrice ont été étudiés en calculant le rapport des pentes des courbes
d'étalonnage des analytes en présence de la matrice aux pentes des courbes d'étadonnage de
analytes en l'absence de la matrice. Pour cette raison, des étalons de calibration aux mémes
niveaux de concentration ont été préparés en ajoutant a I’eau 25 puL du mélange d’étalons
internes et 25 pL déifférentes solutions méres d’étalons. Les courbes d'étalonnage ont été
obtenues en tracant l'aire du pic de chaque analyte par rapport aux concentrations des
standards. Par conséquent, le rapport des deux pentes exprimait le facteur de matrice (FM).
En outre, le FM normalisé étalon interne a également été calculé en divisant le FM de
l'analyte par le FM de I'étalon interne, de la méme maniére que ci-dessus, mais en tragant

I'aire du pic de chaque analyte sur son étalon interne marqué correspondant.

5.6.Linéarité
Afin de déterminer la linéarité de la méthode, des étalons de calibration ont été préparées
dans une matrice (I’ADNCct) pour une gamme allant de 0,25 ng/mL a 250 ng/mL. L'analyse a
ete réalisée en plusieurs fois ; plus de trois essais de validation ont été construits pour établir

une courbe d'étalonnage dans I'ADN acceptable pour chague adduit au moins trois jours de
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validation. Le logiciel Shimadzu LabSolutions (version 5.86 SP1) a été utilisé pour tracer les
courbes d'étalonnage et calculer les concentrations en adduits. Les courbes d'étalonnage ont
été obtenues en tracant le ratio des aires des pics de chaque analyte sur son étalon interne
marqué correspondant par rapport aux concentrations des étalons de calibration. Les
concentrations recalculées des étalons de calibration doivent étre comprises dans une gamme
de = 15% de la valeur nominale, a I'exception de la LLOQ pour laquelle elles doivent étre
comprises dans une gamme de + 20%. Au moins 75% des étalons de calibration, avec au

moins six niveaux d'étalons, devraient satisfaire a ce critére.

6. Résultats

La méthode développée a été validée en termes de sélectivité, d’absence de contamination, de
limites de quantification, de précision et exactitude inter- et intra-journalieres, desleffets
matrice et de linéarité.

6.1. Sélectivité
La méthode est capable de différendies analytes d’intérét et les étalons internes des
composants endogenes de la matrice puisqu’une forme marquée par un isotope stable a été
utilisée pourchaque analyte en tant qu’étalon interne, ce qui convient particulierement a la
détection par MS. Il a été ajouté a la matrice d'ADN au début de I'expérience'éteqet |
d'hydrolyse et avait un temps de rétention tres proche de I'analyte correspbedaos, les
analytes ont été identifiés par la présence de 4 points de confirmation : lion précurseur et les
2 ions fils figurant dans une transition de quantification et une seconde transition de
confirmation pou chaque analyte. La figure 29 montre le chromatogramme du standard de

calibration 100 ng/mL.

6.2. Contamination
Aucun pic chromatographique significatif supérieur a 20% de la réponse a la LLOQ et a 5%
de la réponsee I’étalon interne n'a été détecté lors de I'analyse des adduits et des étalons
internes dans une injection deétimnol aprés l’injection de I'ULOQ. Ces résultats

confirment I'absence de contamination.
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Figure 29: Chromatogramme en UHPLC-ESI-MS/MS du standard de calibration 100 ng/mL.

Pour chaque pic, les lignes pointillées correspondent aux étalons internes maroNéSay, les

lignes noires et grises correspondent &'fael Z™ transition en MRM dans le tableau 9. Pic : 1.
GxdG, 2. AcrodG, 3. FAdG réduit, 4 et 5. CEdG, 6. CrotodG, 7. AAdG réduit, 8. MDAdG réduit, 9.
HNEdG.

6.3. Exactitude et précision
L’exactitudeet la précision ont été déterminées pour chaque adduif daituation des QC
dans une seule analystentre trois analyses différentes. Elles étaient toutes comprises entre
+ 20% pour LLOQ QCet = 15% pour les autres niveaux @€, commele montrent les
tableaux 1@t 11 pour les évaluations intetintra-journalieres, respectivement.

6.4.Limites de quantification
La LLOQ des six adduits suivant§’ AcrodG, le CrotodGl’AAdG réduit, le FAdG réduit, le
HNEdG et le MDAdG réduit est 0,25 ngplL. Alors que le CEdG, le cMGdét le GxdG ont
été quantifiés a partote 5 ng/mL. Les valeurde la précisionet I’exactitude ne dépassaient

pas + 20%.

6.5. Effets de matrice
Le CV du FM normalisé étalon interne ne dépassait pas + 14% pour tous les adduits sauf
pour le FAdJG réduit, pour lequele FM normalisé étalon interne variait de + 41%. Par
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conséquent, nous avons choisi de quantifier les adduits par rapport aux étalons de calibration

préparés darla matriced’ADN et dopés de la méme quantité d’étalons internes.

Tableau 10 Exactitude et précision inter-journalieres (n = 9)

. Inter-journalier es Concentration
Adduits
(n=9) LLOQ QC QCbas | QC moyen| QC haut
_ % min -18,59 -14,91 -12,71 -8,68
Exactitude
AcrodG % max 18,86 14,90 2,95 14,25
Précision CV 16,17 13,14 5,18 8,61
_ % min -8,56 -11,23 -11,19 -2,41
Exactitude
CrotodG % max 18,05 13,73 9,83 12,32
Précision CV 8,80 10,31 7,48 5,28
_ % min -15,42 -14,95 -6,89 -8,12
| Exactitude
AAdG réduit % max 18,67 14,23 2,88 5,51
Précision CV 14,17 11,33 2,98 4,44
_ % min -11,38 -14,98 -7,21 2,80
| Exactitude
FAJG réduit % max 10,46 14,62 8,68 13,71
Précision CV 7,37 11,73 5,95 6,43
_ % min -19,14 -11,41 -14,99 -8,26
Exactitude
HNEdG % max 15,48 12,28 6,67 14,66
Précision CV 12,03 8,50 7,76 8,29
_ % min -18,97 -10,75 -12,08 -14,86
| Exactitude
MDAJG réduit % max 19,11 14,08 7,66 14,32
Précision CV 13,17 8,97 6,90 11,86
_ % min -17,03 -13,43 -12,07 -14,90
Exactitude
GxdG % max 14,74 14,46 14,48 7,21
Précision CV 9,29 10,88 11,27 8,69
_ % min -12,34 -11,73 -13,10 -13,75
Exactitude
cMGdG % max 14,03 14,20 13,11 11,06
Précision CV 8,17 9,11 8,63 9,31
_ % min -17,47 -14,40 -12,15 -8,94
Exactitude
CEdG % max 13,75 14,56 11,85 14,46
Précision CV 10,16 10,20 7,62 7,86
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Tableau 11 Exactitude et précision intra-journaliéres (n = 5)

_ Intra-journaliér es Concentration
Adduits
(n=5) LLOQ QC QC bas QC moyen | QC haut
. % min -18,59 -14,91 -7,36 -7,45
Exactitude
AcrodG % max 13,84 14,82 3,13 14,25
Précision CvVv 16,03 13,01 4,12 7,91
. % min -7,23 -11,23 -1,91 7,97
Exactitude
CrotodG % max 15,53 12,84 12,28 14,75
Précision CvVv 7,81 9,53 5,45 2,20
. % min -14,98 -14,95 -1,21 -4.23
| Exactitude
AAdG réduit % max 19,38 9,09 2,36 5,51
Précision CVv 13,23 10,72 1,37 4,07
. % min -5,03 -13,73 -5,79 0,40
| Exactitude
FAdG réduit % max 12,75 14,46 8,68 13,71
Précision CcvVv 6,83 11,46 5,69 6,22
. % min -20,00 -11,41 -10,58 -5,16
Exactitude
HNEdG % max -1,89 12,28 6,67 9,15
Précision CvVv 9,13 8,45 7,66 6,19
. % min -18,97 -10,65 -8,14 -13,30
| Exactitude
MDAJG réduit % max 6,95 5,23 7,51 12,45
Précision CVv 11,74 6,02 6,56 11,49
. % min -5,31 -4.47 -12,07 -13,26
Exactitude
GxdG % max 10,24 5,33 13,92 1,90
Précision CcvVv 5,59 3,54 11,13 7,85
_ % min -5,18 -11,73 -13,10 -9,68
Exactitude
cMGdG % max 3,68 8,66 5,28 9,56
Précision CcvVv 3,56 8,19 7,23 8,14
_ % min -10,98 -8,23 0,97 -3,66
Exactitude
CEdG % max 12,19 13,10 11,85 5,20
Précision CVv 9,20 8,11 4 50 3,49
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6.6. Linéarité
La linéarité a été évaluée par le biais de trois cycles de validation. Damsectss une
courbe d'étalonnage dans I'ADINa été établie par analyte, traeefonction de son étalon
interne marqué correspondant. Cependamtis avons choisi d'utilisée [**Cio, **Ns|FAJG
pour établida linéarité @& I’AAdG sachant que son étalon interne correspondant était toujours
utilisé pour identifier I'adduitDe maniére similairele [**C10, *°Ns]CrotodG a servi a établir
la linéarité du GxdGtdu cMGdGet, leurs homologues marqués ont permis de déterr@ner
temps de rétention des adduits. Toutes les courBeal@hnage ont été linéaires pondérées de
1/X et les concentrationsecalculées des étalons de calibration, aveaninimum de six
niveaux,se situaient dans les limites de + 15#éla valeur nominale (les valeurs maximales
sont indiquées dans le tableau 12),’eéxdeption deda LLOQ pour laquelle elles étaient
comprises dans les + 20%a linéarité a été obtenue pour une gamme allant de 0,28 ray/
250 ngmL pourl’AcrodG, le CrotodG, AAdG réduitet le FAdG réduit. Alors que, poue
MDAdG réduit, elle couvrait une gamme allant de 0,25mg& 100 nghL. Et pour le
GxdG, le cMGdGetle CEdG Ja linéarité a été déterminée dagmL a 250 nghL.

Tableau 12 Biais maximal des concentrations recalculées des étalons de calibration par rapport a la

valeur nominale

Adduits Biais maximal
AcrodG 14,45
CrotodG 13,56
AAdG réduit 14,62
FAdG réduit 13,65
HNEdG 14,84
MDAJG réduit 14,64
GxdG 14,74
cMGdG 14,99
CEdG 14,98
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IV- Discussion

Etant donné I’implication des adduits exocycliques & ’ADN dans la biosurveillance de
I’évaluation du risque, de nombreuses méthodes en UHPLC-ESI-MS/MS ont été mises au

point pour leur détection et leur quantification simultanées. Churcletvall (2002) ont mis

au point une méthode de quantification simultanée de 4 adduits dont I'un est 1’adduit non

réduit du MDA, tandis que Yiet al. (2013 ont réussi a séparer et a quantifier les adduits de
I'Acro ala dG, la dC et la dA ainsi que leurs isomeres. De méme, Zdtaaly(2016) ont
développé une méthode pour quantifier les deux diastéréoisomeres du CrotodG. Seize adduits
a I'ADN ont été analysés simultanément dans des échantillons de biopsie pulmonaire
humaine, la plupart d'entre eux étant des éthéno-adduits avec un adduit exocyclique
correspondant a l'adduit non réduit du MDA (Monietnal, 2015). Toutes ces méthodes
utilisaient des étalons internes marqués de chaque adduit de maniére isotopique, mais a notre
connaissanceaucune d’entre elles n’était entierement validée conformément aux directives
internationales.

Pour cette raison, nous avons synthétisé¢ des étalons d’adduits comme décrit dans de
nombreuses études antérieures et leurs homologues marqués isotopiquement ont été préparés
de la méme maniere, mais a petite échelle. Les adduits synthétisés sont chimiquement stables
lorsqu'ils sont présents dans I'ADN ; cependant, ceux formdsA#arle FA et le MDA sont
considérés instables une fois I’ADN est hydrolysé en 2’-désoxynucléosides (Wargg al,

2000). Pour cela, I'étape de réduction en utilisant N&@BHétait essentielle pour quantifier

les adduits instables via la quantification de leurs adduits correspondants réduite{\Aang

2006).

Le choix de la colonne, le solvant en LC, le type et la concentration du tampon sont tous des
aspects critiques pour une bonne chromatographie, mais aussi pour améliorer la sensibilité de
la MS (Yin et al, 2013 ; Guoet Turesky, 2016). Un des points les plus critiques dans le
développement de la méthode est la séparation des adduits d’ADN des quatre nucléosides

normaux. En effet, méme si une détection par MS est utilisée, la différence typique de
concentrations entre les nucléosides normaux et les addAIBN est comprise entre 10° et

10°. Dans cette situation, un léger recouvrement des pics chromatographiques correspondant
a ’adduit a I’ADN avec ceux des nucléosides normaux entrainera une grave suppression de
l'lonisation des adduits a I'ADN. Ainsi, le développement de protocoles analytiques

spécifiques pour la quantification des adduits d’oxydation en LC-ESI-MS/MS a évolué
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rapidement ces dernieres années et a généré des progres scientifiques significatifs
(Churchwellet al, 2002). La plupart des méthsdde séparation des adduits d’aldéhydes a

I’ ADN décrites dans la littérature utilise la chromatographie en phase inverse sur une colonne

Ci1s. La méthode utilisant une colonne UHPLC de particules inférieures a 2 um @hang

2016) permet une séparation rapide, tandis que les colonnes HPLC supérieures a 2 um
entrainent un temps d'analyse plus long, généralement autour de 30 min (Chwetlaell

2002 ; Singlet al, 2009 ; Luet al, 2011).

Afin d'accroitre la sensibilité des méthodes, certains auteurs ont introduit la commutation de
colonne en ligne, la séparation capillaire, et le nanoESI permettant de détecter un adduit dans
10° nucléotides a l'aide de 1 a 10 pg dADN (Klaene et al, 2013). Cette approche a été
utilisée avec succes pour déterminer les adduits a 'ADN dérivés du stress oxydalat et de
LPO (Singhet Farmer, 2006). Churchwetit al. (2002) ont rapporté I'analyse simultanée de
guatre adduits d'ADN dérivés de la LPO et du stress oxydant dans des hydrolysats d’ADN de
100 pug ou moins, en utilisant une préparation d'échantillons en ligne couplée a la LC-MS.
Cette méthode a permis de quantifier les adduits & des niveaux inférieurs & un adduft dans 10
nucléotides normaux dans du tissu hépatique de rat et humain normal non traité&t @ingh
(2009) ont mis au point une méthode sensible en LC-MS/MS a commutation de colonne en
ligne qui a permis la détection, en fonction de la dose, de 'AAdG réduit dans 'ADN exposé a
la fumée de cigarette de cannabis. Dans une étude précédente, la quantité de FAdG non réduit
dans I'ADN nasal de rats exposés HCD,JFA avait été quantifiée par une méthode trés
sensible de nano-UHPLC-MS/MS avec une limite de détection de 20 amol sur une
préconcentration en ligne avec une colonne analytiqu€lL@ et al, 2011). Néanmoins, ces
techniques conduisent a de longs temps d'analyse (jusqu'a 50 min) dus a la technique
préconcentration en ligne et au long temps de rétention en LC capillairet &fif2013) ont
rapporté |'effet d'additifs en phase mobile pour la détection des adduits de I'Acro a I'ADN par
LC-ESI-MS/MS par chromatographie en phase inverse. Dans leur rapport, I'optimisation de
’additif dans la phase mobile a augment¢ les intensités ESI-MS de 2,3 a 8,7 fois. Zhaegal.

(2016) ont egalement signalé l'influence de I'additif sur les adduits CrotodG. lls ont
développé une approche sensible pour la quantification précise des adduits CrotodG en
utilisant une analyse UHPLC-MS/MS par dilution isotopique sur une cologg(@,C mm de

large x 50 mm, 1,8 um). Les limites de détection (LLOD, S/N = 3) et de quantification
(LLOQ, S/N = 10) ont éeté estimées a environ 50 amol et 150 amol, respectivement. En
utilisant cette méthode, les deux diastéréoisomeres des adduits CrotodG ont été détectés dans

une lignée de cellules humaines non traitées & une fréquence de 0,24 - 0,35 adduits par 10
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nucléotides. Il est intéressant de noter que le bicarbonate d'ammonium semble étre le meilleur
choix pour la séparation des stéréoisomeres des adduits de I'Acro et du Croto par rapport a
l'acide formique et a trois tampons volatils d'ammonium @tiral, 2013 ; Zhanget al,

2016).

Récemment, la chromatographie d'interaction hydrophile (HILIC) a gagné en intéid@tf en
gu'alternative a la chromatographie en phase inverse, car ce mode chromatographique est
capable de séparer des composés organiques hydrophiles et polaires (Mataka2018).

Trois colonnes disponibles dans le commerce, contenant trois types différents de phases
stationnaires possédant différents types de groupes fonctionnels (aminopropyle,
dihydroxypropyle et carbamoyle) liés a la surface de la silice, ont été examinédsa pour
séparation de quatre désoxynucléosides normaux avec les deux adduits a 'ADN en utilisant
la phase mobile optimisée pour la détection en ESI-MS. Outre la capacité de séparation des
composés hydrophiles, les phases mobiles utilisées dans la séparation HILIC sont
généralement riches en solvants organiques, et cette composition de solvant convient pour
améliorer l'efficacité de l'ionisation dans le processus ESI en améliorant I'efficacité de la
désolvatation (Sentkowslet al, 2016). Une amélioration de la sensibilité pour une variété

de composés dans HILIC-ESI-MS/MS a été rapportée par comparaison a la LC-ESI-MS/MS
en phase inverse (Periat al, 2014). Néanmoins, pour obtenir une bonne séparation, le
gradient devait durer au moins 20 min pour éluer dG (Murakanal, 2018). Un autre
inconvénient de I’utilisation de HILIC est le long temps nécessaire pour équilibrer la colonne
apres le gradient. Cela conduit & des tewtipsalyses longs incompatibles avec un grand
nombre d'échantillons.

Ainsi, nous avons sélectionné la colonne Acquity UPLC® HSS C18 SB (1,0 x 150 mm, 1,8
pm) pour notre séparation. Cette colonne UHPLC est une silice synthétique de haute
résistance, greffée avegdgoqui permettait une analyse de durée d'exécution de 7 min avec
une bonne séparation des adduits a I'ADN des nucléosides normaux (Figure 29). Dans ce
travail, I’objectif était de permettre une méthode rapide pour 1’analyse simultanée d’adduits a

I’ADN formés a partir de 8 aldéhydes dédiés a I’analyse d’un grand nombre d’échantillons.

Ainsi, pour obtenir une meilleure sensibilité, nous avons mis en place la séparation en
combinant plusieurs pics correspondant a des isoméres du méme produit d'addition dans un
pic, de l'acide acétique a 0,1% (v/v) a été choisi comme additif dans les deux phases mobiles
aprés comparaison avec d’autres concentrations de cet acide et de l'acide formique. Le
gradient d'élution a été ajusté pour minimiser le temps d'analyse sans perdre la résolution et la
sensibilité des pics.
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En ce qui concerne l'optimisation des conditions spectrométriques de masse dans notre étude
la transition la plus intense a été celle de la perte du fragment dR et de dR marquée pour tous
les adduits et tous les standards internes, respectivement. Cela correspondait aux études
précédentes. Il a été choisi pour la quantification des adduits en injectant 2,5 pL
d’échantillons ou d’étalons de calibration a partir de 50 pg d’ADN. Dans les méthodes
précédemment développées, 15 UL étaient injectés a partir de 20 pg de solutiofMAWDN

et al, 2013) ; ces conditions ont été améliorées a 2 pL d’une solution d'ADN a 5 pg (Zhang

et al, 2016).

Notre méthode est la premicére a quantifier simultanément 9 adduits d’ADN a partir
d’aldéhydes en établissant la gamme de calibration dans I’ADN. En effet, toutes les méthodes

publiées utilisant des courbes d'étalonnage préparaient leurs étalons dans de l'eau. La LLOQ a
été déterminée poutAcrodG a 0,25 ng/ml, ce qui correspond a un niveau de 2,4 adduits
pour 10 nucléotides normaux. Liet al. (2005) ont quantifid’AcrodG a partir de 0,02

ng/ml, sachant que leur méthode ne détectait qu'un seul adduit a l'aide d'une courbe
d'étalonnage dans l'eau. La sensibilité de détection a été améliorée d'un facteur 5 lorsque le
bicarbonate d'ammonium a été utilisé pour détecter simultanément 4 adduits de I'Acro avec la
dG,ladC et la dA (Yinet al, 2013). Dans la méme publication, un effet de matrice de 80% a
été évalué sur quelques échantillons. Lors de la validation de notre méthode, en ajoutant les
adduits d’ADN au début de la procédure de préparation des échantillons, les effets de matrice

et les récupérations d’extraction ont ét€ évalués sur des courbes d’étalonnage comprises entre

14% et 41%, soulignant la nécessité de quantifier a partir des calibrateurs extraits d’ADN.

Par conséquent, des étalons de calibration p¥édatis la matrice d’ADNCct ont été utilisés

pour quantifier les adduits. De méme, en comparant avec des études antérieures, notre
méthode validée est moins sensible que d’autres méthodes, car ces dernieres utilisaient des

étalons de calibration dans 1’eau. Les LLOQ des adduits CrotodG, HNEdG, AAdG réduit,
FAJG réduit et MDAdG réduit étaient de 2,3, 1,8, 2,6, 2,7 et 2,5 pamudéléotides
normaux, respectivement correspondant a 0,25 ng/ml pour chaque adduitoetbmtde
grandeur est au moins équivalent a celui des études précédentes si la sensibilité instrumentale
est prise en compte (Churchwetlal, 2002 ; Liuet al, 2005 ; Liuet al, 2006 ; Singlet al,

2009 ; Luet al, 2011 ; Zhanget al, 2016). Nous avons dd augmenter la LLOQ pour les 3
adduits restants GxdG (LLOQ = 5 ng/mL correspondant & 47,5 adduits ‘paud@otides
normaux), cMGdG et CEdG (LLOQ = 5 ng/mL correspondant & 45,5 adduits par 10

nucléotides normaux) car ils sont présents dans I'ADN a une concentration plus éleviée, ce qu
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diminue la précision et l'exactitude. Mais cela signifie que des niveaux plus élevés de ces
adduits pourraient étre présents dans I'ADN.

En conclusion, notre méthode est la toute premiere méthode validée permettant de détecter et
de quantifiersimultanément 9 adduits exocycliques a I’ADN formés a partir de 8 aldéhydes.

Elle peut étre facilement étendue a la quantification d'autres adduits dans I'avenir.
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lll. Chapitre 3 : Etude vitro des adduits EADN des
aldehydes

Le troisiéme chapitre sera subdivisé en 2 grandes parties. *Fasdra consacrée au
protocole expérimentajui décrit le traitement de I’ADNct avec 8 aldéhydes (Acro, Croto,
AA, FA, MDA, HNE, Gx et MG) seuls ou en mélange équimolaire pour obtenir un profil
d’adduits dépendant de la concentration en aldéhydes. Dans cette partie, nous décrirerons la
meéthodologie utiliségour étudier les différents adduits exocycliques a [’ADN dans ce
contexte acellulaire. L’ADN modifié a été analysé en utilisant la méthode UHPLC-MS/MS
validée, développée dans le chapitre précédent.

Lesrésultats de profils d’adduits engendrés par [’exposition de cet ADNCt nu aux aldéhydes
séparément et en mélanges équimolaires seront présentés et discutés timlae
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La LPOest I’'une des conséquences du stress oxydant. Il en résulte une dégradation oxydative
des AGPI capable¥’endommager les membranes cellulaires et provoquer la mort cellulaire.
Les conséquences de la LPO sont la formation d'hydroperoxydes instables qui produisent a
leur tour les aldéhydes hautement réactifs saturégénsaturés électrophiles, notamment
I'Acro, le MDA, le HNE, leGx et le MG. Avec leFA et I’AA, la plupart d’entre eux se

trouvent dand’air ambiant, a I’exception du MDA et du HNE, qui sont principalement

formés par la voie oxydative endogene.

Comme il a été déja mentionné dans les premiers chapitres, les aldéhydes sont bien connus
pour former des adduits exocyclique$ ADN. Si ces Iésions ne sont pas réparées ou mal

réparées elles peuvent induire des mutations dans les genes impliqués dans la cancérogenese.
Un ensemble de données a montré le réle du stress oxydant dans la cancérogenese via cette

voie.

Dans un contexte de multiexpositions chroniques et variées, la mesure des adduits
exocycligues a I'ADN apparait donc comme un biomarqueur de choix pour évaluer

I'exposition de ’Homme aux aldéhydes. L'approche « adductomique » semble étre une

approchejudicieuse et innovante. En effet, elle offre la possibilité de rechercher plusieurs

adduits, avec des spécificités connues au cours d’une méme analyse, pour établir des profils

d’adduits a I’ADN en lien avec ’individu et son environnement.

Dans notre approche et dans un premier temps, nous avons opté pour une présélection des
adduits a I'ADN induits par les aldéhydes principalement présents dans la fumée de tabac et
ceux induits de maniere endogéne par la LPO. lls sont regroupés dans la figure 26 (Chapitre
Il, paragraphdl-2.2). Tous peuvent induire un ensemble d'adduits exocycliques a I'ADN
potentiellement mutagénesire cancérogénes comme nous 1’avons pu citer dans le chapitre

| (Maekawaet al, 2006; Nair et al, 2007) .

Il convient donc, dans un second temps, de valider notre méthode LC-MS/MS afin de
détecter et de quantifier simultanément les 9 adduitsyebdques a I’ADN sélectionnés
(AcrodG, CrotodG, AAdG réduit, FAdG réduit, HNEdG, MDAdG réduit, GxdG, cMGdG et
CEdG). Notre stratégie analytique a été congue pour établir les profils d'adduits exocycliques
a 'ADN dans un premier temps dans un ADN nu exposé aux aldéhydéso puis de

rechercher dans une deuxieme étape ce profil dans de I’ADN de cellules sanguines prélevés
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chez des personnes saines exposées ou pas aux aldéhydes via la consommation de cigarette.
Cette derniére étape sera développée dans le chapitre 4. L’approche in vitro en milieu liquide

a été délibérement élaborée pour a la fois se rapprocher des conditions sanguines mais
€galement garantir une concentration en aldéhydes stable dans le temps étant donné la forte

volatilité et réactivité de ces produits.
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|-  Partie expérimentale

Cette étude a consisté a expagel’ ADNct acellulaire aux aldéhydeseul au départ, afin de
vérifier la formationin vitro des adduits étudiés et visualiser la réponse de chaque adduit
dépendante de la concentration en aldéhyde dans une exposition acellulaire. DHfs un 2
temps, nous avons effectuge exposition de I’ADNCct acellulaire & un mélange équimolaire

des 8 aldéhydes en prenant des concentrations croissantes.

1. Exposition acellulaire aux aldéhydes
Dans des tubes Eppendbr$afe-lock de 600 pl de volume, I'ADN du thymus de veau
(ADNCct) a été modifié par réaction avec chaque aldéhyde dans des conditions adéquates,
comme décrit dans des études antérieures avec de légeres modifications comme présenté dans
le tableau 13 ci-dessous. Les tubes ont été bien sertis et les conditions ont été ajustées pour
minimiser la partie aérienne dans les tubfs de réduire 1I’évaporation des aldéhydes et
garantir une concentration en aldéhydes stable dans le temps. L'ADNct (1 mg/mL) a été
incubé avec différentes concentrations de I'Acro allant de 0,05 a 25 mM dans du tampon
phosphateTP, 25 mM, pH 7) pendant 24 h a°8avec une agitation continue (Kaveial,
2003). De méme, I’ADNct (1 mg/mL) a été incubé avec du Croto (0,005 a 25 mM) (Ckting
al., 1989 ; Budiawart al, 2000),de I’AA (0,05 a 25 mM) (Wangt al, 2000 ; Singtet al,
2009), du FA (0,05 a 25 mM) (Ariét al, 2006) et du HNE (0,005 a 25 mM) (Douki et
Ames, 1994) dans 25 mM de TP (pH 7) pendant 24 h a 37°C sous agitation lente. L'ADNCct (1
mg/mL) a été incubé avec @x (0,005 & 25 mM) dans du TP 100 mM (pH 7) pen@drha
37°C en rémuant (Kasat al, 1998 ; Olseret al, 2005). Alors que le MDAdG a été formé
lors de la réaction acide du MD@,005 a 50 mM) avec de I’ADNct (1 mg/mL) dans du TP
100 mM (pH 4,3) pendant 24 h a 37°C sous agitation douce @latal1992). Au contraire,
I’ADNct (1 mg/mL) a réagi avec du MG (0,005 a 25 mM) dans un tampon basique (TP 50
mM, pH 9,5) pendant 24 h a 37°C sous une agitation continue (Deatlebgppky, 2005).

L'ADN modifié a été précipité avec du NaCl (5 M) et de I'éthanol froid. Le mélange a été

homogénéisé par retournement pour que le culot d'ADN soit visible, puis centrifugé a 10000
rpm pendant 10 min a 4°C. L'ADN a été lavé avec de I'éthanol a 70% et centrifugé encore
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une fois suivant les mémes parameétres cités ci-dessus. Apres I'élimination du surnageant, le

culot a été évaporé a seaSpeedvat et dissous dans 600 pL d'eau ultrapure.

Tableau 13 Différentes conditions de formation des addaipartir de I’ADNct in vitro & 37°C et

pendant 24 h

] Concentrations de Concentration | pH du .
Aldéhyde Références
’aldéhyde (mM) du TP (mM) TP
Acro 0,05;05;1;2;5;16t25 25 7 Kawai et al, 2003
0,005;0,05;0,5;1;2;5 Chunget al, 1989;
Croto 25 7
10et25 Budiawanet al, 2000
Wanget al, 2000;
AA 0,05;05;1;2;5;16t25 25 7 _
Singhet al, 2009
FA 0,05;0,5;1,;2;5,;16t25 25 7 Arif et al, 2006

0,005;0,01;0,05,;0,1;0,5
MDA 100 4,3 Vacaet al, 1992

25:5:10:;20: 30 4&x50
0,005:0,05:05:1:2:5

HNE 25 7 Douki et Ames, 1994
10et25
0,005:0,05;0,5:1:2:5 Kasaiet al, 1998:;
Gx 100 7
10et25 Olsenet al, 2005
0,005:0,05:05:1:2:5 Dennehyet Loeppky,
MG 50 9,5 ® PPYY
10et25 2005

2. Exposition acellulaire aux mélanges équimolaires d'aldehydes
Sous agitation constante;ADNct (1 mg/mL) ont été incubés avec des meélanges
equimolaires (1, 10 et 20 mM) des 8 aldéhydes (Acro, Croto, AA, FA, MDA, HNE, Gx et
MG) dans un tampon phosphate (25 mM, pH 7) a 37°C perttarh dans des tubes
Eppendorf safe-lock de volume 600 pL. Aprés lincubation, 'ADN a été précipité, lavé et

repris dans 600 pL d'eau ultrapure comme décrit ci-dessus (Chapitre Ill, paragraphe I-1).
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3. Analyse des adduits formés pkr méthode validéeen UHPLC-ESI-
MS/MS

L'ADNCct, modifié par les aldéhydes pris séparémment ou en mélanges équimolaires, a été
réduit par addition du NaB¥EN comme décrit dans le chapitre Il paragraphe 11-2.2. La
quantité d'’ADN modifié a été dosée par spectroscopie UV au Nep®Drensuite des
aliquots de 50 pg de I'ADN modifié ont été hydrolysés en présétécdons internes
marqués comme décrit dans le chapitre Il paragraphe IlI-2. L'ADN restant apresyseydrol
(non hydrolyséh été quantifié au NanoDrop™ pour évaluer le rendement de I’hydrolyse et
déterminer la quantité de I'ADN hydrolysé. Ce dernier a été analysé en UHBPILKZS/MS

selon la méthode de dosage développée et validée décrite dans le chapitre préaédent. L
guantité de chaque adduit a I'ADN a été quantifiée par rapport aux courbes de calibration
tracées. Des QGnt été analysés entre les échantillons de 1’exposition in vitro pour verifier

les temps de rétention, la reproductibilité et la performance de I’instrument.

Le niveau d'adduits a I'ADN a été calculé a I'aide de la formule suivargedL,i2017) :

(Concentration de I'adduit 4 ’ADN / MM de I'adduit)
(Concentration de I’ADN / MM moyenne des bases)

Niveau d'adduits relatif =

Avec une masse moléculaire (MM) moyenne en bases = 3240, les résultats obtenus ont été
multipliés par 10 et les niveaux d'adduits ont été exprimés en adduitsilibléotides

normadux.
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[I- Reésultatetdiscussion

Le but de notre étude n’était pas de tester un effet spécifique d’un aldéhyde donné au niveau

de ’ADN mais bien d’explorer a terme dans des études en population 1’exposition
systémique aux aldéhydes via 1’étude de leurs propriétés d’adduction. Il est toutefois
important de préciser que les études portant sur la mutagenése des aldéhydes restent
complémentaires et indispensables dans le cadre d’une évaluation du risque cancéreux. En

effet, pour un adduit donné, I’analyse des différents isomeres dans les études de mutagenése

est importante. A titre d’exemples, il a été décrit que le (R/$}-OH-PdG, un isomére el

I’ AcrodG, possede des propriétés mutagénes plus importantes que le y-OH-PdG, le principal
isomere retrouvén vivo (Liu et al, 2010). Les erreurs de codage sont plus fréquentes avec le
(6S,8S)ErotodG qu’avec le (6R,8R)-CrotodG (Zhanget al, 2006). De méme, les isomeres

du HNEdG ayant une des deux stéréochimies (6S,8R,11S) et (6R,8S,11R) sont plus
mutagenes que les adduits (6S,8R,11R) et (6R,8S,11S) (Mlirakp2009).

1. Analysedel’ADN duthymusdeveau traité avec des aldéhydes

Profil basal de I’ADN nu de calf thymus non traité (ADNCct)
L’analyse par UHPLC-MS/MS de I’ADNct nu non traité a révélé la présence d’un niveau
basal d’adduits. Ce niveau a eu pour conséquence d’influencer les LLOQ de la méthode. La
quantification des adduits présents en faible quantité s’en est trouvée entre autre affectée. Le
traitement de 'ADNct avedes doses faibles (< 0,05 mM) d’Acro, d’AA et de FA n’a pas pu
conduire a la formatiod’adduits a des niveaux quantifiables en raison des LLOQ élevées de
la méthode. Et le traitement de I'ADNct avec 0,005 mM de HNE n'a pas entrainé une
élévation du niveau de HNEdG, mais un seuil apparent qui se situait dans une plage similair
aux niveaux détectés dans I'ADNct témoin (2,79 + 0,15 adduits pamugléotides
normaux). Nous pouvons considérer que ce niveau basal a posé une limite a notre
guantification car au final, seuls les nivealixdduits induits par I’Acro, I’AA, le FA et le
HNE ont pu étre mesurés a partir des concentrations supérieures a 0,05 mM. Néanmoins ce
résultat obtenu dans I’ADN du thymus de veau est a prendre en compte lorsqu’on compare
les niveaux obtenus vitro avec ceux obtenus dans I’ADN humain.
Les concentrations d'AcrodG et de HNEdG détediés I’ADNct aprés une exposition de
24 h & 0,05 mM & 37°C étaient de 7,29 + 0,22 et 3,12 + 0,27 adduits ‘paucléotides

normaux, respectivement. Les concentrations d'AAdG et de FAdG réduits étaient de 4,71 *
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0,81 et 3,50 + 0,27 adduits par’ Tucléotides normaux, respectivement. Par contre pour les
autres aldéhydes, le Croto, le MDA, le Gx et le MG, I’augmentation du niveau d’adduits

induits a été constatée des 1’incubation de ’ADNct a la concentration de 0,005 mM. Nous

avons ainsi pu obtenir a cette concentration 4,68 + 0,38 de CrotodG et 25,14 + 4,47 de
MDAdG réduits par 10nucléotides normaux. Ces niveaux restent faibles par compararison
avec ceux des adduits du Gx et du MG ; en eftatderniers étaient de ’ordre de 147,8 +

12,04 adduits par IGucléotides normaux pour le GxdG et de 506,46 + 24,98 adduits par 10
nucléotides normaux pour le CEdG. Les niveaux de cMGdG détectés étaient aussi proches de
ceux de CEAG (416,19 + 33,36 adduits paf @dcléotides normaux). Ces résultats, les
niveaux élevés méme a faible concentration d’aldéhydes, corroborent avec ceux obtenus par

Thornalley et ses collaborateurs (2010) dans des conditions physiologiques.

Analyse des courbes dose-réponse pour chaque adduit
A des concentrations croissantasys avons obtenu pour I’ensemble des adduits 3 types de
courbes dose-réponse : une courbe linéaire classique, une courbe polynomiale ou une courbe
en forme de cloche. Le traitememt vitro de ’ADNct avec différentes concentrations
d’Acro, d’AA et de FA (0,05 a 25 mM) pendant 24 h dans du tampon phosphate (pH 7)
maintenu a 37°C a donné lieu a des droites dose-réponse linéaires pour la formation de leurs
adduits stables avec respectivement des r = 0,9954, 0,9978 et 0,9893 (Figures 30 a 32). Les
niveaux d'adduits ont augmenté apres le traitement de I’ADNct a partir de 0,05 mM pour
chacun des aldéhydes. Les concentrations ont été choisies sur la base d’études antérieures
(Wanget al, 2000 ; Kawaket al, 2003 ; Arifet al, 2006 ; Singtet al, 2009), mais aussi en
tenant compte des concentrations endogénes reportées chez I’Homme. Ainsi, la concentration
endogéne du FA dans le sang humain de sujets non exposés est d'environ 0,1 mM (IARC,
2006). Dans notre étude, cette concentration a montré la formation d'adduits lors de la
réaction de I'ADNct avec le FA. Ceci confirme bien une possible adduction endogene. De
méme, la concentration en AA a pu étre dosée dans le sang total de quatre sujets humains
normaux a jeun (IARC, 1985). Elle s’élevait a 1,30 uM. Dans notre approche in vitro, nous
n’avons pas pu atteindre cette concentration, trop faible pour nos conditions expérimentales !
Par contre, d’autres auteurs ont tent¢ de mesurer des taux d'AAdG réduits, par un systéme
LC-MS/MS équipé par une vanne de commutation de colonne en ligne, aprés réaction de
'ADNct (2 mg/mL) avec 0,001 a 100 mM d'AA. lls ont observé une réponse linéaire
seulement a partir de 0,5 mM d’AA dans leur étude (Singh et al, 2009). Dans notre approche

les premiers niveaux induits a 0,05 mM d’AA s’¢levaient a 4,71 + 0,81 adduits par 10’
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nucléotides normaux contre 2,89 + 0,13 adduits pandééotides normaux a 0,5 mM d’AA
dans I’étude de Singh et ses collaborateurs (2009)qui ont exposé de ’ADNCct a I’AA pendant
48 h a 37°C. Cette comparaison nous permet de montrer que nos conditions expérimentales

maintiennent une bonne sensibilité.
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Figure 30 Relation dose-réponse de I'AcrodG suite a la réaction de I'Acro avec I'ADNct
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Figure 31 Relation dose-réponse de I'AAdG réduit suite a la réaction de I'AA avec I'ADNct
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Figure 32 Relation dose-réponse du FAdG réduit suite a la réaction du FA avec I'ADNct
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De méme, lors de la réaction de I’ADNCct avec de faibles concentrations de HNE (0,05 a 2

mM), une augmentation linéaire en fonction de la dose a été obtenue pour le HNEdG (Figure
33a). Au dela de 2 mM, les niveaux de HNEdG ont augmenté lentement en fonction des
concentrations croissantes de HNE (2 a 25 mM) (Figure 33b). Ce changement peut étre di a
I’encombrement de la longue chaine alkyle du HNE qui aurait géné la réactivité de
I’aldéhyde vis-a-vis de la dG (Sodum et Chung, 1991). Il est a noter que pour le HNE,
principalement produit de maniére endogene, les analyses les plus intéressantes sont celles
obtenues a faibles doses. Elles sont plus proches de la réalité. En effet, les concentrations de
HNE ont été retrouvées en dessous du 0,1 uM au niveau physiologique dans de nombreux
tissus ainsi que dans le sérum (Esterbateal, 1991). Ces résultats conforteraient donc
I’hypothése d’un niveau basal ‘édduits produit de maniere endogene est possible chez
I’Homme D’ailleurs dans la littérature,il est souvent mentionné que le risque d’adduction a

I’ADN, soit I’activité promutagéne du HNEest plus fréquent a faible concentration et qu’a

plus forte concentration c’est 1’activité cytotoxique du HNE qui prévaut (Dalleau et al,

2013).

a b
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Figure 33 Relation dose-réponse du HNEdG suite a la réaction du HNE a de faibles aiaentr
(a) ou a des concentrations élevées (b) avec I'ADNct

Aprés une incubation de I’ADNCct avec différentes concentrations de Croto, de Gx, de MDA
et de MG retrouvées dans des études antérieures (@hwailg 1989 ; Kasaket al, 1998 ;
Budiawan et al, 2000 ; Dennehy et Loeppky, 2005 ; Olseh al, 2005), I’activité

d’adduction a donc été étudiées a partir de 0,005 mM. L’ensemble des réponses est présent
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dans les figures 34 a 38. Mise a part le CrotodG avec lequel on observe une légere
accélération de la réactivité aux plus fortes concentrations, les courbes en forme de cloche
obtenues avec le Gx, le MDA ket MG affichent des réactivités fortement dépendantes des
doses.

Concernant la concentration de GxadBGe diminue lorsque I’ADNct est exposé a 25 mM de

Gx. Ce résultat s’oppose avec des études précédentes qui montraient une augmentation dose-

réponse duGxdG aprés traitement de 1 mg/mL d’ADNct avec du Gx (0,01 - 200 mM)
pendant 15 h (Dennehy et Loeppky, 2Q00bhornalley et al, 2010). Cela pourrait étre
expliqué par le faitju’a une concentration élevée et aprés 2itcubation, le GxdG ait pu

se transformer en d’autres adduits, récemment identifiés. Ils s’agiraient dans cette hypothése

de produits issus de la réaction de la dG avec le Gx dans des conditions physiologiques. En
effet, la forme ouverte du GxdG ZNcarboxyméthyl)-9-(2'-désoxf-D-érythro
pentofuranosyl)-purine-6f9-one (Gx-dG) apparait aprés 24 de réaction et 1’adduit 5-
carboxymeéthyl-3-(2'-désoxfy-D-érythro-pentofuranosyl)-5,6,7-trihydro-6,7-
dihydroxyimidazo[1,2a]purine-9-one (GxdG) est produit par réaction du GxdG avec une
deuxiéme molécule de Gx. Ces adduits ont été tous deux observés. Deux réactions chimiques
expliquent leur formation ; la premiere conceltaeduit GxdG qui aprés ouverture du cycle

du GxdG formeGx;-dG, et la deuxiéme s’effectue par ’addition d’une 2°™ molécule de Gx

sur une molécule de GxdG pour formerGe,-dG (Pluskota-Karwatkat al, 2008). Ces
adduits nouvellement identifiés n'ont pas été étudiés dans notre travail.

Pour le MDA, une diminution lente est constatBgure 36c¢) a fortes concentrations (10 a

50 mM) alors qu’elle est précédée d’une augmentation aux faibles concentrations de MDA
(0,005 a 10 mM) (Figure 36hpans la littérature, I’adduit du MDA est plutot étudié sous sa

forme non réduite MIG. Nous avons Vérifié que la réductiafinfluencait pas le type de
réponse. En effet, nous avons eu le méme type de courbe avec ou sans réduction (données
non présentéespPes travaux ont déja montré qu’a concentrations croissantes, le MDA en

milieu aqueux subit une auto-condensation de type « aldol » conduisant a la formation de
dimeres et de triméres du MDA (Esterbaaenl, 1991). Ceci expliquerait la formation de
moins d'adduits a des concentrations élevées. Concernant la partie ascendante du MDAdG
aux tres faibles concentrations, nous pouvons supposer comme pour les aldéhydes précédent
qu’il existe une induction basale endogéne du MDA. En effet, le MDA a été trouvé a des
concentrations de 3,42 + 0,94 uM dans le sérum des hommes et de 3,10 £ 0,62 uM dans celui
des femmes (IARC, 1985). Méme si ces concentrations sont légérement inférieures aux

concentrations de MDA étudiées dans notre modele acellulaire, elles restent trés proches. Ce
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qui suggere qu’une faible variation dans cette échelle de concentrations de MDA peut étre
préjudiciable pour la cellule avec le risque d’une augmentation du niveau d’adduits in vivo
(Esterbaueet al, 1991).

Une dose-réponse similaire a été observée pour la formation du CEJG apres exposition
d’ADNct au MG a des concentrations comprises entre 0,005 et 25 mM de MG. Au-dela de

0,05 mM, il persite une diminution de la réactivit¢ du MG. La réaction de ’ADN avec un

exces de MG a probablement entrainé la formation d’un nouveau produit correspondant a
I’addition de 2 équivalents de MG, le N*(1-carboxyéthyl)-7-1-hydroxy-2-oxopropyl-dG
(MG-CEdG) comme I’ont déja constaté Shuck et ses collaborateurs (2018). Un phénomene

de saturation est possible. Cependant, la réponse de formati@iddu dans 1’ADNct
observée par Thornalley et ses collegues (2010) suivait une courbe ascendante avec
I’augmentation de la concentration jusqu’a 100 mM mais dans des conditions d’exposition

plus courte (15 h). Il est a noter que ces auteurs trouvent un niveau basal plus faible que le
notre, ceci peut étre relié a la qualité de I’ADNct commercial. Le deuxiéme adduit du MG

étudié, le cMGdG, a montré une augmentation jusqu'a 1 mM de MG suivie d’une
augmentation lente au-dela de cette concentration. Cette forme est probablement due aussi a
la formation duMG-CEdG a des concentrations élevées voire de saturation. Pour Thornalley
et ses collegues (2010¢ cMGdG semble étre 1’adduit majoritaire et le niveau d’adduits que

nous avons obtenu corrobore avec celui obtenu par ces auteurs, contrairement au CEdG.

L’ensemble de ces premiers résultats obtenus in vitro montre que les aldéhydes présenten
des activités d’adduction vis-a-vis de la dG, différentes selon leur structure chimique
notamment la longueur de la chaine carbonéeestdncentrationsi’exposition. Et ceci
lorsqu’ils sont seuls dans un contexte dénué de toute la machinerie cellulaire pour réparet,

éliminer les xénobiotiques.

Pour continuer d’étudier leur réactivité dans un mod¢le acellulaire et de se rapprocher des
conditions d’expositions réelles chezl’Homme c¢’est-a-dire a de faibles concentrations et en
mélange, nous avons approfondi notre étude pour la recherche des réponses induites par le

mélange équimolaire.
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2. Analyse de 'ADN du thymus de veau traité avec des mélanges
équimolaires d'aldéhydes
Les relations dose-réponse pour les 8 adduits ont été étudiées dans les mémes conditions que
celles décrites precédemment (tampon phosphate (pH 7) a 37°C pendant 24 h), mais pour des
mélanges équimolaires concentrés entre 1 a 20 mM. Comme attendu, les concentrations des
adduits dans ’ensemble ont été beaucoup plus faibles que celles induites par chaque aldéhyde
pris séparément ; ce qui suppose une inhibition globale de la réactivité des aldéhydes vis-a-

vis de ’ADN lorsqu’ils sont en mélange.
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Compte tenu des taux d’adduits élevés du Gx et du MG, nous avons traité ces 3 adduits
séparément des 6 autres. Dans la figure 39, nous pouvons constater que la répartition et les
pourcentages d’adduits aux différents mélanges équimolaires sont différents de I’ADNct non

exposé. Il est intéressant de constater que plus la concentration du mélange équimolaire
augmente, plus le taux d’adduits dérivés de I’Acro, de I’AA, du Croto, du FA, du MDAt du

HNE augmente. Il est possible comme décrit précédemment que la longueur de la chaine
carbonée puisse influencer la réactivité des aldéhydeswisda-1’ADN. A la plus faible
concentration, 1 mM, celle la plus proche des conditions réellesl’¢heame, nous

pouvons constater un ordre de réactivité suivédaro > Croto > HNE > AA > MDA > FA.

Par conte aux plus fortes concentrations en équimolarité, ’ordre devient : Acro > AA >

MDA > Croto > HNE > FA. Dans ces conditions expentales, 1I’Acro reste 1’aldéhyde le

plus réactif. Ce résultat est appuyed d’autres études qui montrent que 1’Acro en mélange

est plus réactive vis-a-vis de la d®vitro que le Croto, ainsi que le HNE (Chueigal,, 1984

; Sodum et Chung, 1991). Les auteurs ont également observé que la réactivité des énals vis-a-
vis de la dG dans I'ADN était inversement proportionnelle a la longueur de la chaine alkyle.
L’AA et le MDA ont une chaine plus courte que le Croto, ce qui justifierait le fait que les

deux aldéhydes ont été plus réactifs vis-a-vis de la formation d'adduits dans cette étude.
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Figure 39 Pourcentages d’adduits aux différents mélanges équimolaires
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Pour mieux affiner I’étude de réactivité des aldéhydes en mélange équimolaire, nous avons
procédé au calcul des inhibitions de la formation d’adduits induits par les aldéhydes en
mélange, en prenant comme référence (10@%dpux d’adduits formés aprés exposition de
I’ADNct a I’aldéhyde seul.

Comme le montrent les figures 40 a 43, la répartition des histogrammes montrant le
pourcentage d’inhibition en mélange équimolaire de 1’AcrodG, de I'AAdG réduit, du

CrotodG et du HNHEG est similaire. L’inhibition de la réactivité des aldéhydes vis-a-vis de

I’ADN pourrait étre en lien avec les concentrations du mélange étant donné que I’inhibition

est plus faible aux faibles concentrations. En effet, il est possible que les aldéhydes réagissent
entre eux pour former un nouveau produit présentant une activité électrophile vis-a-vis de
I’ADN plus faible, ou au contraire une électrophilie déportée sur d’autres bases de ’ADN

non recherchées dans notre étude. Il a été démontré que les adduits des aldéhydes peuvent se
lier de mani¢re covalente avec 1’adénine, la cytosine et la thymidine (Kawaat al, 2003 ; Fu

et al, 2014).
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Figure 40 Pourcentage d'inhibition de la formation tl&drodG en mélange équimolaire
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Figure 41 Pourcentage d'inhibition de la formation du CrotodG en mélange équimolaire
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Figure 42 Pourcentage d'inhibition de la formation d&AdG réduit en mélange équimolaire
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Figure 43 Pourcentage d'inhibition de la formation du HNEdG en mélange équimolaire

Concernant le MDA, on observe queplaircentage d’inhibition de la formation de 1’adduit

réduit (Figure 44)est inversement proportionel a I’augmentation de la concentraion en
équimolarité. Cette relation inverse abonde les résultats observés lorsque le MDA est seul.
Plus la concentration d’exposition a I’ADN nu est importante moins de MDAdG est formé.

Quant a la perte d’adduction a faible concentration, celle-ci tend & suggérer une forte
compétition entre le MDA avec les autres aldéhydes vis-a-vis de la dG mais également une
forte réactivité du MDA avec les autres aldéhydes pour former d’autres adduits (Voulgaridou

et al, 2011). Esterbauer et ses collaborateurs (1991) ont rapporté une diminution de la
réactivité du MDA par apport aux aldéhydes o,B-insaturés dans des conditions

physiologiques.
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Figure 45 Pourcentage d'inhibition de la formation du FAdG réduit en mélange équimolaire
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Le mélange d'aldéhydes a affecté la réponse associée au FA, car les concentrations de FAdG
réduit n'étaient pas quantifiables lorsque la concentration du mélange équimolaire était a 1
mM (Figure 45). Ceci peut étre di a une condensation possible dudeA&A pour former

I’Acro (Nielsen et Houlihan, 1968) qui, a son tour réagit avec ’ADN pour générer les
différents isomeres déAcrodG. En outre, le FA a plus tendance a former des cross-links
qguandil est incubé avec I’ADNct en présence de I’AA (Cheng et al, 2003 ; Yuet al, 2015).

Quant aux niveaux de cMGdG, cecixa'étaient pas quantifiables dans cette expérience d’ou

le taux d’inhibition rapporté dans la figure 46, égale a 100%. Comme le montrent les figures
46 et 47, le MG induit des adduits mais en forme ouverte (le CEdG) plutét que fermée (le
cMGdG).

Il est intéressant de pouvoir superposer tous les résultats obtenus avec le MDAdG et le CEAG
qui semblent adopter les mémes comportements en terme de reactivitéswis-BADN.
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Figure 46. Pourcentage d'inhibition de la formation du cMGdG en mélange équimolaire
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En ce qui concerne I'adduit induit parG&, comme le montre la figure 48, leelange cause

une inhibition maximale a 10 mM.

Il serait inté@essant de poursuivre d’autres €tudes sur cette cagigrie d’adduits induits par des
méanges avec d’autres produits vus qu’ils n’ont pas encore été documentés dans la

littérature, & nos connaissances.

Ces premiers résultaia vitro révelent que les aldéhydes en milieu liquide seuls ou en
mélange préservent une forte réactivité électrophile vis-de I’ADN et notamment de la

dG. Ce qui signifie que dans une matrice biologique, telle que le sang ou autre tissu, si ces
produits ne sont pas dégradés, ils peuventagiteavec d’autres macromolécules de la

cellule tout particulierement’ADN génomique de I’Homme. C’est pourquoi, il serait
intéressant dans une autre étudeitro de poursuivre ces travaux en exposant des cellules
humaines (lignée ou culture primaire).

Dans le cadre de ce travail de these, nous avons, dans un second temps, étudié ces profils
d’adduits dans I’ADN prélevé du sang defumeurs parce qu’il est connu que la fumée de
cigarette contient une majorité de ad&hydes en mélange et qu’elle-méme, par son action
irritante, peut induire des dommages a I’ADN en lien avec la production d’aldéhydes via la

LPO.
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I\VV. Chapitre 4 : Etudde 1’exposition tabagique sur le profil

d’adduits exocycliques

Le quatriéme chapitre sera subdivisé en 5 parties. [%sel 2°™ parties présenteront
respectivement! ‘objectif et la méthodologie adoptée pour étudier influence de la
consommation tabagiqueyr le profil d’adduits exocycliques a I’ADN. La 3™ partie sera
consacrée au protocole expérimental deplisiraction de I’ADN des échantillons de sang

humain jusqu’a [’analyse de I’ADN réduit et hydrolysé en UHPLC-MS/MS avec la méthode
validée aprés ajout des étalons internes. Ensuite, dans"lapartie, les résultats des
premiersprofils d’adduits exocycliques a I’ADN obtenus a partir de prélevements sanguins

de fumeurs seront présentés et cormdpai ceux d'un groupe de non-fumeurs inclus
également dans cette étude. Une derniere partie sera consacrée a la discussion des résultats
obtenus par comparasion aux études antérieures ayant observé ou pas des différences
significatives des taux d’adduits entre fumeurs et non-fumeurs. Pour la majorité de ces

études n’étaient concernés qu 'un adduit voire 2 ou 3.

120



Justification du choix de I’ADN de fumeurs pour ’étude du profil des 9 adduits

exocycliquesi I’ADN

Des études épidémiologiques ont établi une relation de cause a effet entre l'usage de la
cigarette et plusieurs cancers notamment le cancer du poumon, du foie, du nasopharynx, de
l'oropharynx et du larynx (Poiriat al, 2019). Le nombre de cigarettes fumées, les pratiques

d'inhalation, la durée et le début précoce du tabagisme sont autant des facteurs de risque

critiques pour la dépendanee tabac que pour I’augmentation de risque de cancer (Centers

for disease control and prevention, 2010). Des milliers de produits chimiques contenus dans la
fumée de tabac ont pour certains des propriétés cancérigenes connues. lls peuvent agir

directement ou apres une activation métabolique via la formation d'intermédiaires réactifs tres

électrophiles capables de générer des altérations génomiques Ef@hjr2013. C’est le cas

des adduits a ’ADN retrouvés dans différents tissus humains comme le montre le tableau 14.

Les dommages oxydatifs a 'ADN et la LPO générés par des intermédiaires oxydés stables

peuvent étre également induits par la fumée de cigarette €Calg 2016. En outre, une

teneur élevée en carbonyles, tels que I'Acro, le HNEAeI'AA, le propanal et le MDA a

déja été retrouvée dans la fumée de cigarette (Fujioka et Shibamoto, 2006 ; Seirgdson

2014).

Tableau 14:Détection d’adduits a I’ADN extrait d’échantillons humains en lien a la fumée de tabac

(d’aprés Ma et al, 2019)

Adduits a PADN

Source

Tissu

Adduits relachant HPB

NNK, NNN

Cellules buccales

Adduits encombrants

HAP, autres produits chimique
aromatiques et non polaires

Leucocytes, poumon

Cellules buccales, expectorations
poumons, leucocytes, lymphocyte

BPDEN* Ben rén ;
dG enzoglpyrene amygdales, oropharynx, gencive
prostate
4-ABP-C8-dG 4-ABP Vessie, sein
4-ABP-C8-dA 4-ABP Vessie
4-ABPN*-dG 4-ABP Vessie
OF-méthyldG NNK, NDMA, autr_es agents d Poumon
méthylation
7-Méthylguanine NNK. NDMA’ autr_es agents d Poumon, urine
méthylation
3-Méthyladénine NNK. a,utres ggents de Urine
méthylation
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NNK, autres agents de

1-Méthyladénine . . Urine
y méthylation
Adduits de méthyle NNK, autres agents de
. . Poumon
ADN phosphate méthylation
3-Ethyladénine Agents d’¢éthylation inconnus Urine, salive

7-Ethylguanine

Agents d’éthylation inconnus

Urine, Leucocytes, salive

O?-éthylthymidine

Agents d’éthylation inconnus

Leucocytes, salive

O*-éthylthymidine

Agents d’éthylation inconnus

Leucocytes, salive

N>-éthylthymidine

Agents d’éthylation inconnus

Leucocytes, salive

Cellules buccales, expectorations

AcrodG Acro . . .
poumon, salive, vessie, foie
N°-hydroxyméthyl-dA FA Salive
N°-hydroxyméthyldG FA Salive
N°-éthylidénedG AA Salive, Leucocytes, cellules bucca
CrotodG Croto. AA Cellules buccales, egpectorations
poumon, urine
M.dG MDA Leucocytes, épithélium nasal
1,N®-étheno-dA HNE Urine
3,N*-étheno-dC HNE Urine

Abréviations : HPB : 4-hydroxy-{3-pyridyl)-1-butanone, NNK : 4-(méthylnitrosamine)-1-
(3-pyridyl)-1-butanone, NNN N'’-nitrosonornicotine, HAP : hydrocarbure aromatique
polycycligue, BPDE : benzo[a]pyrene-7,8-diol-9,10-époxide, 4-ABP : 4-aminobiphényl,
NDMA : N-nitrosodiméthylamine, Acro : acroléine, FA : formaldéhyde, AA : acétaldéhyde,
Croto : crotonaldéhyde, MDA : malondialdéhyde, HNE : 4-hydroxy-2-nonénal.

La fumée de tabac : une soureBaldéhydes inducteurs d’adduits exocycliques a ’ADN

Dans la cancérogenese pulmonaire 1’adduction reste un événement clé initiateur (Figure 49)
(Hecht, 2012 11 a été démontré que I’induction du cancer pulmonaire augmente en fonction
del’augmentation des adduits a I’ADN promutagenes et diminue lorsque la formation de ces
adduits est bloquée (Lee Mt al, 2015). Actuellement, la littérature tres abondante sur le
sujet continue par des études quantitatives sur les adduits a I’ADN d’explorer le role de la
fumée de tabac dans les mécanismes étiologiques du cancer. Il n’en reste pas moins qu’a ce
jour, un nombre réduit d’adduits a I'ADN ont été structurellement caractérisés dans les
poumons de fumeurs. Quelques structurecedeadduits identifiés sont illustrées dans la
figure 50 Nous pouvons d’ores et déja constater la présence d’adduits qui pourraient étre

induits par les aldéhydes issus du tabac mais aussi de la LPO.
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Figure 49: Illustration de I’implication de la consommation tabagique dans la cancérogenése pulmonaire (d’apres Hecht, 2012).
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A. Deoxyquanosine (dG) Adducts

fL /j\u -OH-PdG
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- i 7—CH,CH;  7-ethyldG ‘O‘
. <,N | 6 N” 0%—CH;, 0°%-methyl-dG R=H OH-PdG
o N N/)I\NH 0%-CH,CH; O°-ethyl-dG R CHs /-OH-MePdG|
2
o 3 7—CH,CH,0H 7-hydroxyethyl-dG BPDE-N2.dG
8=0 8-ox0-dG
dG
N?=CHCH;,

2 ; :
8-ABPIG N--ethylidene-dG
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L
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Bz—dC, R=C;Hs
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B. Other Adducts

OCH,CH3
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3,N*—etheno—dC

O%—ethyl—T HPB-releasing DNA adducts

Figure 50: Structures des adduits a I'ADN identifiés dans le poumon humain. HPB, 4-hydr¢8¢y-1-
pyridyl) -1-butanone (Hecht, 2012).

En effet, les 7-méthyl-dG, 7-éthyl-dG >@éthyle-dG et Géthyle-dG sont principalement
formés par action directe des agents de méthylation ou d’éthylation dans la fumée de
cigarette ou aprés activation métabolique des nitrosamines ; le 7-hydroxyéthyl-dG pourrait
provenir de la réaction de I'oxyde d'éthylene avec I'ADN, alors que le 8-oxo-dG @stivé

connu des dommages oxydatifs. Le 8-ABP-dG est un produit d'activation métabolique du 4-
aminobiphényle. Le BPDENIG résulte de la réaction du BaP-7,8-diol-9,10-époxyde avec
I'ADN. Le N*éthylidéneG est formé par la réaction de I’AA avec I’ADN. Le a-OH-PdG et

le y-OH-PdG sont des produits de la réaction de I'Acro avec I'ADN alors qu®teMe-

PdG provient de la réaction du Croto avec la dG. Ld@®/résulte de la réaction du MDA

avec la dG. Le BEthyl-T se forme lors de la réaction d'un agent d'éthylation avec de la
thymidine, tandis que le 1%éthéno-dA, le 3,Kéthéno-dC, le BAC et le H-dC sont
principalement des produits de la LPO. Récemment outre le poumon des niveaux
significativement élevés d'adduits a I'ADN liés au tabagisme ont été détectés dans les cellules

du lavage bronchoalvéolaire de I'épithélium bronchique de fumeurs (etealht2016). Sont
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principalement mis en cause les aldéhydes sélectionnés dans notre étude |aAsewole
MDA, le FA et le Croto (Hecht, 20}.7

Par ailleurs, concernant le stress oxydati,aldéhydes o,B-insaturés réactifs générés a la

suite de la LPO semblent contribuer au développement des pathologies en raison de la
modification de biomolécules (Soushal, 2017. Dans le poumon, les produits réactifs de la

LPO se dégradent trés lentement, ce qui entraine une plus grande accumulation de ces
produits et la formation de nombreux adduits et lésions tissulairesethNab) 2017 ; Wenget

al., 2018). Le tableau 15 décrit brievement les implications pathologiques majeures des

aldéhydes au niveau du poumon, en lien pour certaines avec le stress oxydant.

Parmi les différents aldéhydes contenus dans la fumée de cigafditeest présent a des
concentrations trés élevées (environ 920 ug par cigarette) (Sapkota et Wyatt, 2015), ce fort
taux pourrait étre mis en lien avec les éthéno-adduits régulierement retrouvés dans les
poumons de fumeurs. Des études récentes tentent a démontrer le réle prépondérant des
aldéhydes par rapport aux produits cancérigénes du tabac a la fois par des études
quantitatives desdduits spécifiques mais aussi par 1’analyse dus spectre mutationnel du gene

TP53 La quantité d'aldéhydes, y compris I'Acro dans la fumée de tabac, est 1000 fois
supérieure a celle des HAP et des nitrosamines (IARC, 2G0igoryevaet al, 2015). Il a

été découvert que, dans les cellules épithéliales bronchiques humaines, la distribution des
dommages a I'ADN au sein du géne53 est proche de celle retrouvée dans les tumeurs
pulmonaires en lien avec le tabac, mais elle serait surtout induite a la fois par les HAP mais
aussipar I’Acro (Wenget al, 2018 ; Sarkar, 2019) et non par les nitrosamines de la fumée de
tabac telles que la 4-(méthylnitrosamine3ipyridyl)-1-butanone (NNK) et la N'-
nitrosonornicotine (NNN) (Listort al, 2001, Toyookat al, 2003. Par ailleurs, dans une

étude récente chez la souris, il a été démontré que le principal adduit retrouvé dans le poumon
de souris exposée a la fumée de tabac ktaHOH-PdG dérivé de I'Acro et non les adduits

(6R, 8R)a-Me-y-OH-PdG dérivée dd'AA et du Croto présents en minorité (Westgal,

2018). Parallelement ces mémes auteurs ont également démontré que la fumée de tabac
interféere sur la persistance de ces adduits en inhibant la réparation par excision delaucléoti

et de base (NER et BER), notamment en réduisant les niveaux des protéines impliquées dans
la réparation de I'ADN.

Au vu de ces résultatsAcro semblerait jouer un role prépondérant dans la cancérogenese

pulmonaire liée au tabac.
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Tableau 15: Aldéhydespulmonaires, adduits formés et effet pulmonaire (d’aprés Sapkota et Wyatt,
2015)

Aldéhydes Source Effet Pulmonaire
AA Stress oxydant
MDA Alcool BPCO, asthme, emphyséme
HNE Fumée de cigarette Légére irritation respiratoire
Acro envi:;JoanilZLrj:esn taux Libération de cytokine pro-inflammatoire
FA Effet épigénétique et génétique
Adduits Aldéhydes Impliqués Effet Pulmonaire
AA, mutation de paire de bases
Adduital’ADN MDA, cancérogenese
FA Risque accru de mutation

Induction de chimiokine pro-inflammatoire

AA, Inhibition de la fermeture des plaies des cellul

Adduit Hybride MDA épithéliales bronchiques

Augmentation de I'afflux de neutrophiles

Abréviations : AA : acétaldéhyde, MDA : malondialdéhyde, HNE : 4-hydroxy-2-nonénal,
Acro : acroléine, FA : formaldéhyde, BPCO : bronchopneumopathie chronique obstructive.
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I-  Objectifdel’étude

Pour étudier I’influence du tabac sur le profil des adduits exocycliques a I’ADN nous avons
mis en place une étude pilote chez des fumeurs et un groupe contréle de non-fumers. N
nous sommes intéressés a identifier les principauss Wjadduits a I’ADN chez des sujets

exposes a la fumée de talfgigure 51).

A\V/AV/4

Normal DNA
’\ Repair
Direct-acting agents Persistent ) Tobacco-related
(Aldehydes) W— m) Mutations ——> cancer
Metabolic Genomic DNA Damaged DNA
activation (DNA adducts)
Tobacco smoke Enzyme hydrolysis In vivo
Analysis

Unmodified + v— *— ) Cancer risk prediction

nucleosides

Sample enrichment and purification

l Mass spectrometry analysis

1

Figure 51 Vue d'ensemblde I’objectif de ce volet (adapté de Hecht, 2012)

Le protocole général pour mesurer les adduits a I'ADN consiste a isoler ltRéaKantillons
biologiques, a I'hydrolyser a l'aide d'un cocktail d'enzymes, a la purification destilknigan
hydrolysés et a I'enrichissement des adduits a I'ADN, puis a leur analysegpsesliechniques telles
gue la spectrométrie de masse. L'objectif ultime est de quantifier ces addDitslda a la fumée de
tabac mais aussi a la LPO dans des échantillons biologiques humains et d'intégmrtits dans
des études épidémiologiques afin d'évaluer et de valider leur role dans laigrédictisque de
cancer.

levels

DNA adduct

II- Méthodologie

Nous sommes partis d’une étude clinique déja inititée par le Pr. Laurence GALANTI avec
qui Mathilde Lechevrel collabore. Cette étude clinique a été mise en place au sein du

laboratoire debiologie clinique et 1’unité de tabacologiec du CHU UCL Namur en Belgique.
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Elle a étéapprouvée par le comité éthique de 1’établissement. Le principal objectif de cette

étude estl’évaluer 1’état de stress oxydant et la fonction endothéliale de sujets fumeurs et de
suivre 1’évolution de ces parametres lors de D’arrét du tabac avec ou sans substitution
nicotinique.

En effet, la fumée de tabac a des effets nocifs pour la santé, en particulier sur le systeme
artériel en favorisant le stress oxydant et en agissant sur la fonction endothéliale. Le réle
spécifique de la nicotine dans ces phénomenes reste encore peu investigué. La nicotine est
cependant une des principales médications prescrites dans 1’aide au sevrage tabagique voire

pour une diminution des risques chez le fumeur. Le stress oxydant peut étre évalué par
différents paramétres biologiques et la fonction endothéliale par échographie ou

pléthysmographie.

Les critéres d’inclusion de 1’étude sont les patients en consultation de tabacologie pour
sevrage tabagique et les patients de plus de 18 ans, ayant complété leur accord de
participation a 1’étude. Le nombre atteint projeté est de 50 individus. Un ensemble de
données cliniques est disponible. Il concerne la date de naissance, le sexe, la taille, le poids
les médications, les antécédents meédicaux/chirurgicaux, le régime alimentaire, le statut

tabagique et les dépendances au tabac.

Dans ce projet les parameétres biologiques sont ceux intervémanitévaluation du stress
oxydantet ceux concernant 1’imprégnation aux composés de la fumée de tabac. Un test
fonctionnel basé sur les examens échographiques branchiaux est opéré. Le protocole est le

suivant :

- La prise en charge des patients fumeuwrsagt selon la procédure classique d’une
consultation de tabacologie.

- Lors de la visite initiale, les objectifs de 1’é¢tude leur sont expliqués par le médecin
tabacologue. Un consentement éclairé est signé.

- Lors de cette visite et des visites de suivi, la fonction endothéliale est évaluée dans le
service de cardiologie et une prise de sang et la récolte d’un échantillon d’urine sont
réalisées au centre de prélevement du laboratoire.

- Les données cliniques sont récoltées par le médecin lors de la consultation. Ces

données ainsi que les résultats des tests fonctionnels seront enregistrés dans un fichier
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créé par un médecin investigateur du laboratoire en collaboration avec le responsable
de I’Unité de Support Scientifiqgue (USS).

Dans le cadre de mon travail, nous avons demandé un amendement supplémentaire au comité
d’éthique pour obtenir un échantillon sanguin supplémentaire en vue de quantifier les adduits
exocyclique a I’ADN avant et apreés sevrage tabagique et de les inscrire dans les paramétres
biologiques étudiésst d’inclure des personnes non fumeuses pour notre étude pilote. Cet
amendement a été accepté (NUB : B039201316167).

Dés le début de mes expérimentatiahs’est avéré que cet objectif ne pourrait étre atteint en

raison du nombre de recrutement insuffisant et du manque de temps pour une analyse fine des
parametres biologiques en lien avec les données cliniques avec une puissance statistique
suffisante. Aussi nous nous sommes asréiél’analyse de 5 échantillons sanguins fumeurs

et 5 non-fumeurs.

lIl- Partie expérimentale

1. Echantillonsde sang humain
Cing échantillons de sang humain provenant de fumeurs et cing provenant de non-fumeurs
ont été obtenus de I'unité de tabacologie du CHU UCL Namur asbl, Belgique. L'approbation
éthique de I'étude a été obtenue du comité d'éthigue du CHU UCL Namur Godinne (NUB
B039201316167). Des échantillons de sang ont été prélevés sur des non-fumeurs et des
fumeurs avant de cesser de fumer lors de leur premiére visite a l'unité. Le sang veineux a été
recueilli dans un tube BD Vacutaifferevétu par pulvérisation de,;EDTA. Immédiatement
apres la collecte, les tubes ont été placés et ensuite stockés a -80°C jusqu'au jour ou les

analyses ont été effectuées.

2. Extraction d'ADN a partidu sang humain
L'ADN a été extrait du sang a l'aide du kit Macherey-Nagel (Macherey-Nagel, Nucl&bond
CB 100, réf. 740508). En travaillant sur de la glace, 5 ml de sang ont été mélangés a 5 ml de
tampon G1 et 15 ml de ddB. Le mélange a été homogeénéisé en inversant le tube 6 a 8 fois
et incubé sur de la glace pendant 10 min. Ensuite, le mélange a été centrifugé a 4°C pendant

15 min a 3500 rpm. Le surnageant a été jeté et un culot rouge a été visible. Le culosa été mi
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en suspension dans 1 ml de tampon G1 et 3 ml deQidit centrifugé a nouveau avec les
mémes parametres citéisdessus. Pour éliminer la contamination par I'ARN, le culot presque
blanc a été completement remis en suspension dans 5 ml de tampon G2 par vortex pendant 15
a 30 secondes, puis 100 pL de protéinase K (20 mg/ml) ont été ajoutés et le mélange a été
incubé a 50°C. Apres 60 min d'incubation, 5 ml de tampon N2 ont été ajoutés et le mélange a
été vortexé a la vitesse maximale pendant 15 secondes. L'ADN a été purifié a l'aide de la
colonne NucleoBoritl AXG 100 équilibrée avec 2 mL de tampon N2. L'échantillon a été
chargé dans la colonne et lavé a trois reprises avec 4 ml de tampon N3. L'ADN a été élué de
la colonne avec 5 ml de tampon N5 et, 3,5 ml disopropanol ont été ajoutés a la solution qui a
été bien mélangée par retournement puis incubée pendant 30 a 60 min a température
ambiante et centrifugée a 4°C pendant 25 min a 15000 rpm. Apres avoir jeté le surnageant, le
culot fortement salé a été laveé avec de I'éthanol froid a 70% et centrifugé & 4°C pendant 10
min & 10000 rpm. Séch#u Speedval I'ADN extrait a été dissous dans 100 pL d'eau
ultrapure. La pureté de I'ADN extrait a été vérifiee par spectroscopie UV a 260 nm en
NanoDrogM.

L'ADN extrait a partir des 10 échantillons de sang humain a été réduit, quantifié, hydrolysé et
analysé en UHPLC-MS/MS comme décrit dans le chapitre II.

3. Analyse statistique des données des échantillons
L'évaluation statistique des données de I'ADN du sang humain a été réalisée a I'aide du test
Shapiro-Wilk (logiciel SAS version 9.4) afin de comparer les niveaux d'adduits dans I'ADN
des fumeurs et des non-fumeurs. Le niveau de signification statistique était p < 0,05. Les
corrélations de Pearson et de Spearman ont été utilisées pour établir des corrélatitass entre
niveaux d'adduits et les marqueurs liés au tabagisme (le nombre de cigarettes consommées
par jour, le délai de la derniére cigarette fumée, le niveau dela@Ol’air exhalé et &

concentration de cotinine dans l'urine).

130



IV- Reésultats

Les niveaux des adduits détectés dans 10 échantillons d’ADN de sang humain provenant de

fumeurs et de non-fumeurs sont présentés dans les tableaux 16 et 17, respectivement.

Tableau 16 Niveaux d’adduits par 10’ nucléotides normaux dans I’ADN du sang des fumeurs

Echantillon
d’ADN humain F1 F2 F3 F4 F5
Sexe M F M F M
Age 40 42 61 55 40
Status de Fumeur Fumeur Fumeur Fumeur Fumeur
fumeur
Nombre de 20 15 25 30 13
cig/jour
délai de la
derniére cig. 2 1 3 2,5 2,25
fumée (h)
CO (ppm) 11 19 12 16 32
Wg de cotinine/| 150, 54 2686,98 487,18 3003,04 2314,56
g de créatinine
AcrodG 268 +054 | 690 +1,02 | 479 +048 | 413 +099 | 11,36 +3,33
CrotodG 48,71 +335 | 4751 +7,38 | 4797 +258 | 7690 +2,29 | 3933 +5,66
AAdG réduit 394 +044 | 596 +151 | 19,75 +7,01 | 11,30 +068 | 9,15 +1,43
FAJG réduit 12,66 +053 | 21,06 +2,78 | 12,60 +264 | 2525 +155 | 17,42 +256
MDAdG réduit 7,38 +154 | 1061 +3,09 | 2526 +7,87 | 26,21 +2,87 | 12,98 +209
HNEdJG 1,24 +021 | 143 +001| 072 +0,01| 1,73 +0,23 | 1,08 +0,07
GxdG 108,13 +17,53| 163,78 +1564| 83,55 +3,21 | 22425 +16,41| 345,42 +22,20
CEdG 148,56 +18,93| 194,00 +17,84| 88,47 +4,92 | 254,76 +26,32| 127,86 +33,73
cMGdG 501,12 +47,68| 506,27 +80,32| 381,23 +41,76| 649,19 +43,40| 547,32 +52,85
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De maniére globale, tous les adduits ont été détectés et quantifiés dans I'ADN des 5 fumeurs.

Pour les non-fumeurs, ils on été détectés mais pour certains difficilement quantifiables. Cela

concerne en pétulier I’ AcrodG, le CrotodG et le cMGdG.

Des différences ont été remarquées dans les niveaux d'adduits entre fumeurs et norafumeurs

I’exception de I’adduit MDAAG réduit. Aussi nous avons procédé a une analyse statistique

pour veérifier si ces différences étaient significatives. Par cette approche nous avons ainsi

observé les résultats suivants.
Le niveau moyen d'AcrodG pour tous les échantillons d'ADN de fumeurs était de 5,97 + 1,69

adduits par 1bnucléotides normaux, alors que cet adduit n'était ni quantifiable ni détectable

dans les 5 échantillons d'ADN des non-fumedkste différence entre les niveaux d’AcrodG

était statistiquement significative entre fumeurs et non-fumeurs (p = 0,0079).

Tableau 17 Niveauxd’adduits par 10’ nucléotides nanaux dans I’ADN du sang des non-fumeurs

Echantillon

d’ADN humain NF1 NF2 NF3 NF4 NF5
Sexe M F F M =
Age 29 38 53 32 54
SfLarLuesu(rJle Non-fumeur Non-fumeur Non-fumeur Non-fumeur Non-fumeur
AcrodG n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
CrotodG n.d. 412 +224 | 3,18 +1,86 n.d. 1,10 0,15
AAdG réduit 1,80 +1,10 n.d. 011 055 | 7,00 +3,07 n.d.
FAdG réduit 3,32 +0,80 | 0,81 +039| 068 +025| 48 +295| 010 +0.15
MDAJG réduit | 12,34  +1,05 | 17,30 +451 | 1391 +264 | 1840 +583 | 458 +0.91
HNEdG 0,29 0,34 +0,03 | 0,26 0,41 0,47  +0.13
GxdG 14,41  +£596 | 6,14 +180| 294 +066 | 12,25 +346 | 3,07
CEdG 66,63 +12,15 | 13,40 +564 | 138,16 +37,81| 4,24 +£975 | 3991 +7.10
cMGdG 472,35 +182,70| 85,41 +22,06| 5578 +22,19 n.d. 25,61 +11,22
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Le niveau moyen de CrotodG pour tous les échantillons d'ADN des fumeurs (52,08 + 7,19
adduits par 10nucléotides normaux) était significativement supérieur & celui retrouvé chez
les non-fumeurs (2,8 + 0,77 adduits paf fdcléotides normaux) (p = 0,0079). De méme, les
niveaux moyens de FAdG @tAAdG réduits ainsi que de HNEdG étaient plus élevés dans
I'ADN des fumeurs (tableau 18) que ceux des non-fumeurs et ceci de maniére sign(ficative

= 10,0052, p = 0,0238 et p = 0,0079, respectivement).

Tableau 18 Moyennes des niveaux d’adduits par 10” nucléotides normaux dsl’ADN du sang chez

les 5 fumeurs et les 5 non-fumeurs

Moyennes des niveaux d’adduits par 10’
nucléotides normaux dans I’ADN du sang de

n =5 fumeurs n =5 non-fumeurs
AcrodG 5,97 +1,69 n.d.
CrotodG 52,08 +7,19 2,80 +0,77
AAdG réduit 10,02 + 3,07 2,97 +1,80
FAdG réduit 17,80 +2,74 1,95 +1,02
MDAdG
édluit 16,49 +4,34 13,31 +2,73
HNEdG 1,24 +0,19 0,35 +0,04
GxdG 185,03 *+ 52,40 7,76 + 2,65
CEdG 162,73 +31,99 52,47 + 26,87
cMGdG 517,03 +48,21 159,79 + 104,90

Concernant les adduits du MDA, le niveau moyen de MDAdG réduit était Iégérement
supérieur dans I'ADN des fumeurs (16,49 + 4,34 adduits ganudéotides normaux), dans
I'ADN des non-fumeursl s’élevait a 13,31 + 2,73 adduits par 1@ucléotides normaux
aucune différence significative n'a donc pu étre observée entre les niveaux de MDAdG réduit
entre I'ADN des fumeurs et des non-fumeurs (p > 0,05).

Les niveaux d'adduits d@x et duMG étaient les plus abondants dans tous les échantillons.
Néammoins les moyennes calculéesqdatités d’adduits dans I'ADN des fumeurs étaient

beaucoup plus élevées que celles retrouvées dans les échantillons d'ADN des non-fumeurs.
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Ces différences étaient statistiguement significatives (p = 0,0196, p = 0,0184 et p = 0,0159
pour le GxdG, le CEdG et le cMGdG, respectivement).

Les aldéhydes sont en mélange dans les condensats de fumée. Aussi dans une deuxieme
étapenous avons comparé les niveaux moyens d’adduits dans les 2 groupes a ceux obtenus

apres exposition de I’ADNct au mélange équimolaire d’aldéhydes a 1 mM, détaillée dans le

chapitre précédent (Figures &53).
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Figure 52 Comparaison des niveaux moyens delduits dans I’ADN du sang des 5 fumeurs et des
5 nonfumeurs a ceux obtenus suite a I’exposition de I’ADNct en mélange équimolaire (1 mM)
d’aldéhydes

L’intérét porté pacette comparaison est d’observer le profil de ces adduits dans 2 matrices
différentes mais liquides. En terme de réactivité, nous pouvons observer, en mélange
équimolaire a 1 mM ou au sein de ’ADN humain, que tous les adduits induits par les
aldéhydes sont retrouvés dans les échantillons humains mais avec des niveaux différents. Le
niveau moyen total d’adduits des aldéhydes, en excluant le GxdG, le CEdG et le cMGdG,
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dans I’ADN des fumeurs dépasse celui de I’ADNct modifié in vitro avec le mélange

équimolaire des 8 aldéhydes a 1 mM tandis que, dans I’ADN des non-fumeurs la réponse est

inversée (Figure 520r, ce n’est pas le cas dans la figure 53, le niveau moyen total des 3

autres adduits dans I’ADN humain, que ce soit des fumeurs ou pas, est beaucoup plus faible

que celui dans I’ADNct malgré la présence du cMGdG uniquement dans I’ADN des fumeurs.

De méme pour le FAdAG réduit, il a ét¢ quantifiable dans I’ADN humain des 2 groupes mais

non pas dans ’ADNct. En outre, nous pouvons remarquer que les niveaux de HNEdG et

d’AcrodG sont beaucoup plus faibles dans les échantillons humains par comparaisoa ceux

mesurés dansADNct modifié.
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Figure 53: Comparaison des niveaux moyeies 3 autres adduits dans I’ADN du sang des 5 fumeurs
et des 5 noriumeurs a ceux obtenus suite a 1’exposition de I’ADNct en mélange équimolaire (1 mM)

d’aldéhydes

Dans une derniére analyse, nous avons recherché 1’existence ou pas de corrélations

significatives entre les adduits et les données tabagiques (nombre de cigarettes/jour, délais de

la derniére cigarette fumée, niveau de CO et concentration de cotinine urinaire).
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Nous avons aingibservé des corrélations linéaires entre les niveaux d’AcrodG et de CO (r =
0,96560, p = 0,0076) et entre les niveaux de GxdG et de CO (r = 0,92904, p = 0,0224). De
plus, une corrélation linéaire a été obtenue entre le niveau de FAdG réduit et la concentration
de cotinine urinaire (r = 0,93053, p = 0,0218). Aucune corrélation significative n'a été
observée entre le niveau de MDAdG réduit et les données sur le tabagisme. Les niveaux de
CrotodG ont été corrélés au nombre de cigarettes fumées/jour (r = 0,9000, p = 0,0374).
Tandis que le niveau d'AAdG réduit a été corrélée au délai de la derniére cigarette fumée
avant la collecte de sang (r = 0,9000, p = 0,0374). La concentration de cotinine urinaire a été
également corrélée aux niveaux de HNEdG (r = 0,9000, p = 0,0374), de CEdG (r = 0,9000, p
= 0,0374) et de cMGdG (r = 0,9000, p = 0,0374).
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V- Discussion

L’application de la méthode développée en UHPLC-ESI-MS/MS sur des échantillons
biologiques fait partie des recommandations internationales de validation des méthodes
analytiques. Nous avons, par la suite, appliqué notre méthode sensible et précise sur un petit
nombre d’échantillons d’ADN extrait du sang humain provenant de sujets fumeurs et non-
fumeurs pour permettrigidentification du profil des 9 adduits exocycliques a I'ADN et leur
quantification. Ce profia donc été établi pour chacun des sijbtais ce qui est intéressant

pour notre étude et qui devra faire I’objet d’une confirmation sur un plus grand nombre
d’échantillons est la variation significative des profils observée entre les 2 populations non
malades : exposée ou non a la fumée de cigarette. Par adledgses données d’exposition
tabagique ont pu étre recueillies. Au sein du groupe des fumeurs, nous avons pu établir des
corrélations entrdes niveaux d’adduits générés et les marqueurs tabagiques suggerant
fortement le lien entre 1’exposition exogene aux aldéhydes apportés par le tabac et la
présence des adduits exocycliques.

Les principaux @gultats de cette étude ont donc été marqués par une différence significative
dans les profils d'adduits exocycliques a I'ADN extrait des cellules sanguines de sujets
fumeurs et non-fumeurs. @evariation s’est traduite en particulier par une augmentation des
niveaux d’adduits d’ADN dérivés d’aldéhydes apportés certainement en partie par le tabac
Comme il a été mentionné en introduction, la fumée de cigarette contient de nombreux
composés organiques volatils (COVs) toxiques pour la santé humaine (Sanhpko2014)

et notamment les aldéhydes qui présentent des taux bien supareurs des HAP et des
nitrosamines (Carmellet al, 2009). Dans notre étude, le statut tabagique des 5 fumeurs a été
estimé par le nombre de cigarettes consommeées quotidiennement et de marqueurs liés au
tabagisme, notamment la concentration de cotinine, le principal métabolite de la nicotine
dans l'urine et, le niveau de CO dans l'air expiré, méthode immeédiate et non invasive (Hecht,
2003 ; Deveciet al, 2004 ; Kim, 2016). Il est a noter que les expositions alimentaires ou
environnementales peuvent contribuer un peu a la charge corporelle de ces biomarqueurs du
tabagisme. Comme indiqué précédemment, nos résultats ont fourni des niveaux de cotinine
dans les urines des fumeurs a des concentrations supérieures a 100 pug/g de créatinine (seuil
de tolérance entre fumeurs et non-fumeurs) avec des concentrations médianes de 2315 ug/g
de créatinine (Goniewicet al, 2011 ; Packet al, 2018). Ce biomarqueur peut étre lié au
nombre de cigarettes qui reste €levé pour chaque fumeur (valeur médiane de 20 cig/jour, 13 -
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30 cig/jour). Dans notre étude, en tenant compte du nombre de cigarettes consommeées
guotidiennement et en estimant les quantités de composés déja présentes dans les condensats
de fumée de tabac fournis par le CIRC, les fumeurs sont certainement exposés a des
concentrations élevées pouvant aller du pg au mg d'aldéhydes. Elles incluent’ kA Ae
CrotoetI’Acro (IARC, 1986).

Concernant I’impact de cette exposition, la littérature relate que ces aldéhydes endommagent
I'ADN par réaction avec le groupe amino exocycliqgue des bases dans divers tissus humains.
lls peuvent par ce mécanisme entrainer la formation de Iésions promutagenes etealgment
risque de développer un cancer (pour revue, Voulgargdoal, 2011 ; Sapkota et Wyatt,

2015 ; Hecht, 2017). En effet, des adduits exocycliques a I'ADN induits par des aldéhydes
a,p-insaturés ont déja été détectés a des niveaux significativement élevés dans les cellules
broncho-alvéolaires ainsi que dans des épithélia bronchique et pulmonaire de fumeurs (Hecht
et al, 2016). Des données récentes obtenues chez la souris suggerent que la cancérogénicité
du FA, de I'AA, du Croto et de I'Acro dans le poumon et la vessie seraient prépondérantes a
celles des autres carcinogenes de la fumée. Les mécanismes étudiés et avancés ont porté sur
la présence des adduits exocycliques a I'ADN dans ces tisslignhibition de la réparation

de I'ADN et sur une prévention de l'activation métabolique des autres procarcinogenes du
tabac comme les HAP (Wemg al, 2018).Indépendemment de leur capacité d’adduction a

I’ADN, les aldéhydes sont capables de se lier aux proteines et d’altérer leurs fonctions (Xie et

al., 2016). Aussi, ces résultats concordent avec nos résultats, qui montrent une différence
significative entre les niveaux de tous les adduits exocycliques de I'ADN chez les fumeurs
avec ceux mesurés chez les non-fumeurs, a lI'exception du MDAdG réduit.

L'effet génotoxique des aldéhydes, résultant d'une exposition exogéne ou de la LPO, est
connu pour étre modulé par la concentration de ces produits et de leur dispaniilite

elles mémes dépendantes de leur forte réactivité mais aussi de la présence des mécanismes de
défense anti-oxydante, des enzymes de réparation de 'ADN et du lipide initialement ciblé par
la peroxydation (Voulgaridoet al, 2011). Dans les poumons, les réactifs de la LPO se
dégradent tres lentement, ce qui entraine une plus grande accumulation de ces réactifs et la
formation de nombreuses Iésions tissulaires, y compris des adduitet(slol2017 ; Weng

et al, 2018). Dans cette situation, les aldéhydes peuvent s'accumuler difféeremment dans le
corps et cibler certains tissus. Dans les voies respiratoires]’homme, la cellule buccale

est le premier type cellulaire exposée a la fumée de cigarette, suivie des épilhiélsales
bronchiques et des macrophages dans les poumons. Dans des conditions d'exposition au

tabac, les niveaux d'adduits réduits d'’ADN dérivés du FA ont été détectés par LC-ESI-
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MS/MS, dans des échantillons de salive de fumeur a des niveaux moyens de 99,6 + 75,7
adduits par 10nucléotides normaux (Lét al, 2017). Ces niveaux sont bien supérieurs &
ceux mesurés dans les leucocytes des fumeurs de notre étude (17,80 + 2,74 par 10
nucléotides normaux). Dans une autre étude avec la méme méthode analytique, le CrotodG a
été détecté dans des échantillons de salive de fumeurs (n = 16) & 26 + 21 adduifs par 10
nucléotides normaux (Yangt al, 2019). Wenget al, par une approche immunochimique,

ont détecté de maniére significative le CrotodG dans les cellules buccales humaines (p <
0,0001) et dans les expectorations (p < 0,05) a des niveaux plus élevés chez les fumeurs (n =
33 et n = 22, respectivement) par rapport aux non-fumeurs (n = 17 et n = 8, respectivement)
(Wenget al, 2018). En ce qui concerne les adduits dérivés de I'Acro, ces auteurs ont obtenu
une augmentation significative dans les échantillons de fumeurs par rapport aux échantillons
de non-fumeurs, dans la salive (p < 0,0001) et dans les expectorations (p = 0,0093). Dans le
tissu pulmonaire, plusieurs études ont également détecté ces adduits, mais sans aucune
différence significative entre les sujets exposés ou non a la fumée de tabae{SinEo09

; Wenget al, 2018). De maniere similaire, plusieurs études utilisant les méthodes LC-ESI-
MS ont analysé’AcrodG dans I'ADN des leucocytes humains et la salive aprés expasition

la fumée de cigarette (Zhangt al, 2011; Li et al, 2017). Au contraire, les niveaux
d'AcrodG dans notre étude sont nettement plus élevés chez les fumeurs que chez les non-
fumeurs. Nous suggérons une raison pour expliquer nos résultats par rapport aux études
précédentes : le moment choisi pour I'échantillonnage ; il peut influencer la formation, la
persistance d'adduits induits par les aldéhydes dans les leucocytes humains et, par
conséquent, le niveau de détection. Il est possible que les niveaux élevés d'exposition aux
aldéhydes dans les leucocytes proviennent de la consommation cumulée de cigarettes mais
€galement de la derniére cigarette fumée dans les 12 derniéres heures avant I'examen
meédical, comme l'indiquent les marqueurs liés au tabagisme : la consommation de cigarette
dans un bref délai avant la consultation (2,15 + 0,74 h) et la mesure du CO (18,00 * 8,46
ppm) dans l'air expiré.

Par ailleurs, il est bien connu qu'une consommation excessive de sucres alimentaires pourrait
interférer avec le métabolisme des lipides. La glycation est initi€ée par une réaction d'addition
nucléophile entre le groupe amino libre d'une protéine, un lipide ou un acide nucléique et le
groupe carbonyle des monosaccharides (Aragno et Mastrocola, 2017). Notamment, chez les
animaux, les effets métaboliques d’une restriction calorique ont été atténués par
I’enrichissement alimentaire en MG, ce qui montre que les produits alimentaires de glycation

avancée (AGE) peuvent induire un stress oxydant €Cal, 2008). Le GxdG différait
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significativement entre les fumeurs et les non-fumeurs. Les taux de Gx et de MG ont été
observés dans le plasma des diabétiques (Lapol, 2003). Il est bien connu que la
nicotine influence le métabolisme du glucose en augmentant la production du cortisol, une
hormone hyperglycémiante dans le sang (Twedeal, 2012). Le tabagisme est un facteur de
risque de diabete de type 2. Le taux élevé de GxdG pourrait étre lié indirectement a l'activité
hyperglycémique de la nicotine du tabac.

L'absence de variation dans les niveaux de MDAdG réduit entre les deux groupes est
cohérente avec les études précédentes qui n‘ont rapporté aucune relation significative avec le
tabagisme, mais plutt avec des facteurs tels que le régime alimentaire, les habitudeis de vie e
I'inflammation chronique (Everett al, 2001 ; Leurattiet al, 2002). Dans notre étude les
données sur la santé et I’alimentation n’étaient pas disponibles. Néammoins, comme observé
précédemment dans deux études, les adduits a I'ADN induits par le MDA ont été détectes
dans de I'ADN de leucocytes humains de sujets en bonne santé a des niveaux allant de 0,0004
a 0,915 MDAdG réduit/10 nucléotides normaux (n = 25) et 0,62 + 0,12d®/10
nucléotides normaux (n = 10) mais sans aucune corrélation évidente avec le tabagisme
(Rouzeret al, 1997; Ma et al, 2014. Dans une autre étude sur l'exposition professionnelle a
'amiante, des taux plus élevés dedkd ont été observés dans les leucocytes de gros fumeurs

(> 40 sachets/an, n = 12) par rapport aux non-fumeurs (n = 136), mais pareillement aucune
différence n'a été observée chez les fumeurs modérés (20,1 a 40 paquets/an, n = 29), fumeur
légers (0,1 & 20 paquets/an, n = 20) et non-fumeurs (Bogiaaki 2017). Dans une autre

étude cas-témoins réalisée en Thailande sur les effets du régime alimentaire aux niveaux du
dosage de MIG chez les travailleurs des zones industrielles, aucune différence n'a été
observée entre les fumeurs (n = 46) et les non-fumeurs (n = 17) parmi ces travailleurs (Peluso
et al, 2012). Cependant, dans le groupe témoin, les niveaux d'adduits étaient
significativement plus élevés chez les fumeurs (n = 64) que chez les non-fumeurs (n = 53)
(Pelusoet al, 2012).Ce qui est intéressant de noter c’est que ces auteurs ont observé une
association inverse significative entre lgd@ et la consommation de fruits et léegumes chez

les témoins. Les effets bénéfiques de ce régime alimentaire semblent étre dus a ses
composants essentiels, tels que les antioxydants et les polyphénols présents dans les fruits, les

légumes, le vin et I'huile d'olive (Saiegtal, 2016).

Une relation significative entre un marqueur spécifique lié au tabagisme et les niveaux de
tous les adduits a I'ADN induits par les aldéhydes n'a pas été observée chez les fumeurs dans

notre étude. Méme si des corrélations significatives entre le CrotodG et le nombre de
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cigarettes, le FAdG réduit, le HNEdG, le CEdG et le cMGdG avec la concentration de
cotinine urinaire, le GxdG étAcrodG avec le niveau de CO EAAdG réduit avec le délai

de la derniere cigarette fumée, ont été observées, il pourrait étre incorrect d'établir une
relation entre un type d’adduit exocyclique a I’ADN et un marqueur spécifiqued’exposition

au tabagisme actif. Plusieurs raisons peuvent étre cibédss données sont disponibles pour

une petite population trop faible pour la puissance des tests statisfjgaessparameétres de
clairance cinétique de chaque adduit sont inconnus pour la plupart des échantiiipne<t,
données épidémiologiques concernant le régime et le stress oxydant endogéne sont inconnus
et, par conséquent, les interactions entre tous les agents ne sont pas intégrées. Le fait que
nous ayons une relation significative avec un marqueur spécifique lié au tabac, mais pas tous,
tend & exclure qu'un seul biomarqueur ne soit pas suffisant. La disponibilité d’un profil de
biomarqueurs d’exposition serait nécessaire pour intégrer un ensemble d’expositions

simultanées.

Les aldéhydes sont présents en mélange dans la fumée de cigarette (¥¥\alddr965).

Bien qu’il soit important de rappeler de I’implication des mécanismes de réparation des

l1ésions d’ADN dans les cellules eucaryotesiotamment les NER et BER et I’absence de ceux-

ci dans les modeles acellulaires (Mingb d., 2009 ; Tudeket al, 2017 ; Bukowska et
Karwowski, 2018),d comparaison entre le profil de plusieurs adduits exocycliques a I’ADN
obtenusin vitro et celui retrouvé dans ’ADN humain montre une similarité en terme de
réactivité. Tous les adduits étédisont présents dans I’ADN humain avec des niveaux
différents selon les expositions. Ces résultats tendent a soujigneorganisme humain est

exposé de maniéere systémique aux aldéhydes et que ces derniers peuvent opérer leur activité
électrophile dans les cellules sanguines.

L'ordre décroissant général des composés carbonylés dans la fumée de tabac est : AA (1110 -
2101 pg/cig) > Acro (238 - 468 pgl/cig) > FA (87 - 243 ug/cig) > Croto (40 - 50 ug/cig) >
MDA (18,9 - 36 ug/cig), MG (13,4 - 59,6 pg/cig) > Gx (1,93 - 6,98 ug/cig) (Fujioka et
Shibamoto, 2006). Ceci pourrait expliquer les niveaux relativement faibles de CEdG et GxdG
dans les échantillons humains, que ceraes fumeurs ou pas.

En ce qui concerne les principaux aldéhydes présents dansdademigarette 1’ Acro et le

Croto, nous avons constaté que plus la concentration équimolaire était élevée, plus AcrodG
prédominait sur CrotodG. Or ce n’est pas le cas pour les fumeurs de notre étudel’AcrodG

est a un niveau inférieur a celui du Crotodfajs si I’on prend la littérature dans le cadre

d’une exposition chronique a la fois chez I’homme et chez 1’animal, ce sont les adduits
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induits par I’Acro qui prédominent. Weng et al. (2018) ont découvert que les adduits induits

par I'’Acro sont majoritaires par rapport a ceux induits par le Croto dans le poumon de souris.
Le gene suppresseur de tumelirb3est frequemment muté dans les tumeurs du poumon de
fumeurs. Fenget al. (2006) a montrén vitro que la distribution de 1’AcrodG sur le géne
TP53était similaire a celle décrite dans les tumeurs du poumon huRwin expliquer nos
résultats divergents de 1’ AcrodG de ceux des autres études, il est possible que 1’¢lectrophilie

de I’Acro se soitdéportée sur d’autres bases de I’ADN, ce qui peut expliquer les faibles taux
d’AcrodG. En effet, ds adduits de I’Acro a la dA et a la dC ont déja étéretrouveés a la fois

dans la lignée cellulaire A549 et dans des leucocytes humains, dont certains peuvent étre
présents a des niveaux comparables a ceux de I'AcrodG prédominaat &Y,jr2013). Ceci

est sans tenir compte du type de tabac consommé en Belgique et sa composition en Acro et
Croto d’ou I'intérét d’explorer sur d’autres populations.

Par ailleurs, le HNEdG est resté a des niveaux bas dans les échantillons humains, que ce soit
des fumeurs ou non. Une explication souvent avancée dans la littérature est que le HNE est
hautement toxique vis-a-vis de la cellule. Il est extrémement réactif surtout vis-a-vis des
protéines plasmatiques avec lesquelles il peut se lier de maniere covalente, surtout s’il n’est

pas pris en charge au préalable par le GSH cytosolique. Dans ces conditions il y a peu de
HNE qui atteignent le noyau pouvant expliquer le peal@mmages causés a 'ADN (Xa¢

al., 2016). A Tl’inverse, les niveaux relativement forts de ’AAdG et le FAAG réduits
pourraient étre dus a la proportion des aldéhydes correspondants dans la fumée de tabac mais
aussi a la faible réactivit¢ de I’AA avec le GSH et les protéines cytosoliques et a la
cytotoxicité modérée du FA. Cette faible réactivité avec les éléments cytoplasmiques leur
permet de diffuser dans le noyau, induisant des dommages substantiels a I'AQEN dlXie

2016).

Malgré les faibles effectifs,ed résultats de I’é¢tude actuelle soulévent des questions
intéressantes sur la possibilité que les faibles niveaukiuits exocycliques a I’ADN chez

les individus en bonne santé pourraient correspondre a un profil basal et que les niveaux
élevés chez les fumeurs non malades seraient considérés comme un biomarqueur
d’exposition spécifique au tabac. Cependantelniveau d’adduits dans 'ADN des leucocytes

peut signer la présence des aldéhydes dans le sang issus de la formation endogéne des adduits
et de I'exposition environnementale. La relation constante entre les niveaux d'adduits liés
significativementa une consommation tabagiqgue suggére que la détection des adduits FAdG
réduit, AAdG réduit, CrotodG, AcrodG et HNEdG chez des individus sains et non-fumeurs
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peut représenter partiellement des quantités de base liées a une exposition endogene en lien
avec la LPO. La LPO est un processus physiologique cellulaire qui a un effet bénéfique sur la
promotion de la prolifération cellulaire et de la survie en fonction de la concentration
intracellulaire d'aldéhydes. Un dépassement d'une concentration a I'état d'équilibre des
espéces dérivées de la LPO entraine un risque de dommages cellulaires par l'inactivation de
diverses enzymes et l'inhibition de la synthése de I'ADN et des protéines éValk®007).

Collins et ses collegues (1993) ont déja détecté des dommages oxydatifs importants dans les
lymphocytes d'individus en bonne santé. Par ailleurs, des données de la littérature ont indiqué
gue la LPO et les dommages oxydatifs sur I'ADN générés par des intermédiaires oxydés
stables peuvent représenter également les effets oxydatifs induits par la fumée de cigarette
(Caoet al, 2016). Des niveaux ¢élevés de carbonyles tels que I’Acro, le HNE, le FA, ’AA, le

propanal et le MDA ont été mesurés dans la fumée de cigarette (Fujioka et Shibamoto, 2006 ;
Sampsoret al, 2014 ; Sapkota et Wyatt, 2015). Les aldéhydes réactifs a,p-insaturés générés

par la LPO pourraient contribuer ainsi aux pathologies liées au stress oxydant en raison de la

modification de biomolécules autre que le cancer (Seuah 2017).

Pour conclure, la méthode UHPLC-MS/MS validéest révélée suffisamment sensible et

précise pourmmesurer au cours d’une méme analyse dans I’ADN du sang humain, les 9

adduits exocycliques 8ADN dérivés des 8 principaux aldéhydes exogénes et endogénes.

Si les objectifs du gért n’ont pu étre atteints en raison du nombre de recrutements
insuffisant mais aussi du manque de temps pour une analyse fine des prélevements
biologiques en lien avec les données cliniques avec une puissance statistique suffisante, ces
premiers résultats restent trés encourageants. Ills pourront étre enrichis ultérieurement avec
I’analyse d’autres échantillons actuellement stockés au congélateur -80°C. 1l sera d’ailleurs
intéressant de vérifier également I’impact du sevrage tabagique sur I’évolution de ce profil

d’adduits exocycliques dans les échantillons sanguins prélevés chez le méme patient lors des

séances d’accompagnement au sevrage a un mois d’intervalle.

La méthode ainsi développée pourra étre utilisikaes I’avenir dans les approches
adductomiques, en particulier pour évaluer les dommages a I'ADN attribuables au stress
oxydant. Parallélement| sera essentiale consolider 1’utilisation de ces profils d'adduits
exocycliques a I'ADN comme biomarquedrsxposition spécifiques aux aldéhydes présents

dans d’autres environnements que ceux pollués par le tabac.C’est pourquoi, nous avons mis

en place une étude sur des policiers exposés a la pollution urbaine.
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V. Chapitre 5 : Etude en milieu professionnel de différents
biomarquars pour le suivi de 1’exposition aux aldéhydes en

milieu urbain

Le cinquiéme et dernier chapitre de ce manuscrit sera consacré en majorité a la description
de I’étude en milieu professionnet & la méthodologie adaptée. La partie expérimentale
comportera la caractérisation de la population et de son exposition aux aldéhydes, les
questionnaires établis et renseignés pendant [’étude, les prélevements et les tests effectués,

les protocoles de dosage de différents biomarqueurs (du stress oxydant, de génotoxicité et du
tabagisme passif)our le suivi de [’exposition aux aldéhydes en milieu urbain. Les résultats
obtenus suite au dosage de quelques biomarquglrsué jusqu’'a présent seront présentés

et discutés a la fin de ce chapitt€ensemble sera suivi d’'une discussion générale s ’ouvrant

vers de nouvelles perspectives.
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I-  Objectifdel’étude

Malgré 1'intérét croissant de ces derniéres années pour la mise en évidence de I’éventuel effet

de I’exposition aux aldéhydes sur les marqueurs de génotoxicité, il n'existe actuellement, a

nos connaissances, aucune étude en populaiion’évaluation des effets génotoxiques des
aldéhydes exogenes. Ces effets ont été documentés dans les tissus nasaux de rongeurs et de
primates aprés une exposition par inhalatiorfrduDans les études publiées précédemment,

on observe une grande variabilité fenction de 1’age, des expositions et des modes de vie

(Lu et al, 2010a ; 2010bWanget al, 2013; Schroeteeet al, 2014; Lima et al, 2015; Yu

et al, 2015 ; Laiet al, 2016). Toutefois, les mécanismes biochimiques exacts impliqués dans

la carcinogenése induite par les aldéhydes ne sont pas clairs et font I'objet de recherches

approfondies.

La qualité de l'air est une préoccupation environnementale majeure en milieu urbain, en
particulier a cause des effets potentiels sur la santé des personnes résidants a proximité de
sources de contamination. Les polluants atmosphériques, notamment les COVs télAque le
induisent un stress oxydant et sont des sources importantes des ERO qui interagissent avec
I'ADN, les protéines et les lipides, entrainant la LPO (Altenatsal, 2017 ; Kwonet al,

2018 ; Montero-Montoyat al, 2018). Whe augmentation des niveaux d’adduits resulte de

cette production des sous-produits réactifs de la LPO. La pertinence des adduits dans le
processus cancérogene est due a leur capacité a bloquer la réplication et a induire des
mutations de paires de bases. Les mutations et les modifications de la méthylation de I'ADN
sont des caractéristiques importantes de la cancérogenese, et des études cliniques ont en effet
montré qu'une augmentation des niveaux d'addeitg, M;dG, pouvait étre liée au
développement du cancer et a la progression tumorale (Grigayala2015; Ceppiet al,

2017).

Afin d'identifier les impacts potentiels sur la santé associés a l'exposition aux aldéhydes
exogenes, nous avons meneé une étude au Liban, afin d'évaluer différents biomarqueurs du
stress oxydant, inflammatoires et de génotoxicité chez des policiers travaillant a proximité du
trafic routier. En raison de la forte densité de la population et de I'augmentation du nombre de
véhicules, la vitesse de la circulation urbaine a Beyrouth est trés lente et le policier

responsable de la circulation a besoin de rester longtemps au carrefour des routes principales
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pour guider le trafic. Les émissions du parc automobile est I'une des principales sources de
polluants atmosphériques dans les zones urbaines du Liban et la police de la circulation est
l'une des populations les plus exposées a la pollution atmosphérique comme le montrent nos
études publiées précédemment (Borgteal, 2014 ; 2015a ; 2015b). Qutres études
antérieures ont confirmé que les agents de la police de la circulation étaient exposés a des
niveaux beaucoup plus élevés de polluants atmosphériques, tels que le benzene que les
policiers de bureau (Fustinoet al, 2004; Han et Naeher, 2006Sapkotaet al, 2006;
Arayasiriet al, 2010).

Dans cette optique, nous avons mené une étude épidémiologique afin d'explorer la relation
entre I'exposition environnementale et les biomarqueurs du stress inflammatoire, du stress
oxydant et des dommages a I'ADN chez les agents de la circulation au Liban. La présente
étude ajoutera de preuves de potentielles associations entre les niveaux des aldéhydes et les

marqueurs de répses génotoxiques chez I’ Homme.
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II- Methodologie

Une étude épidémiologique a été mise en place au Liban sous la direction du Pr. Zeina
DAGHER au sein du laboratoire L2GE, équipe Microbiologie/FogTox de 1I’Université
Libanaise. Le principal objectif de cette étude &&taluer 1’état du stress oxydaret de
rechercher une association entre les émissiansarc automobile, notamment 1’exposition
aux aldéhydes exogénes et donc, endogenes, et I’augmentation subséquente des biomarqueurs

d'effet génotoxique précoce et du risque du cancer.

Cartouche L
Radiello® Spirométrie
Centrifuger Sang ’Eﬁni‘ Centrifuger
a 3000 rpm : 9
A 3000 rpm pour
Pour 10 min o
4 min a 4°C

a4°C

:

CREAT 52 e
CBC ESR Cotinine MDA
GSH/GSSG MDA UREE
+BHT 500 mg/L Adduie CREAT +BHT 500 mg/L
| J
|
Laboratoire
d’analyses

Figure 54: Méthodologie adoptée pour la mise en place de I'étude épidémiologique

Abréviations : CBC, Complete Blood Count ou Formule sanguine ; ESR, Erythrocyte Sedimentation
Rate ou vitesse de sédimentation; MDA, malondialdéhyde ; BHT, Hydroxytoluéne butylé ;
CREAT, créatinine ; CRPratéine-C-réactive ; UREE, urée ; GSH, glutathion réduit ; GSSG,
glutathion oxydé.
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lIl- Partie expérimentale

1. Caractérisationlela population

L’objectif est de réaliser une étude épidémiologique longitudinale au Liban sur 100 policiers
non-fumeurs pendanine période d’exposition de 5 jours (avec des prélévements en pré- et
post-exposition). Tous les policiers recrutés lors de cette étude devaient répondre aux critéres
suivants: i) tous les participants étaient des hommis avaient exercé la profession de
policier pendant au moins un aii) sans antécédents de cancer, de maladies du rein ou du
ceeur et iv) sans exposition antérieure a un cancérigéne connu. Au total, 110 policiers ont
répondu a notre recrutement et 99 policiers ont terminé I'étude. Les policiers travaillaient aux
intersections des routes principales en service et nous avons pris en compte le temps de
service cumulé aux intersections.

Cette étudea été approuvée par le Comité d’éthique pour la recherche de 1'Université
Libanaise. Tous les participants ont été informés de 1’étude et ont signé le formulaire de

consentement conformément aux directives du comité d’éthique local.

2. Questionnaires genéral quotidien
Tous les participants ont rempli un questionnaire quotidien et un général plus détaillé saisi
une fois le sujet termine 1’étude. Le questionnaire quotidien porte surtout sur leur activité
quotidienne et leur éventuelle exposition au tabagisme passif dlautres sources
d’aldéhydes en plus de leur exposition aux émissions du trafic routier. Ce questionnaire a été
établi en se basant sur la méthodologie de collection des données d'activité contextuelles et
temporelles (en anglaigime-activity diary adaptée dans plusieurs études antérieures
(Topinkaet al, 2007; Morabiaet al, 2009; Gurung et Bell, 2012Prasackt al, 2013).
Le dernier jour les policiers ont rempli un questionnaire général personnel comportant des
renseignements sur les caractéristiques individuelles, des informations pratiques telles que le
nombre d'années de service et la durée moyenne d'activité en plein air chague année. Ce
questionnaire a été établi en se basant sur les questionnaires de 1’enquéte européenne sur la
santé respiratoire (ECRHS) et du CIRC. Des informations sur les facteurs confondants
potentiels, telles que le tabagisme, les habitudes de consommation d'alcool, le régime
alimentaire, les médicaments et les habitudes d'exercice ont également étésofateau

copie des 2 questionnaires en annexes).
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3. Prélevement®t traitement des echantillons
Les prélevements ont été réalisés en 2 points (pré- et post-exposition) pour tous les
marqueurs sauf pour le bilan sanguin. En pré-exposition, juste la créatinine urinaire a été
mesurée dans une perspective de rapporter le MDA urinaire par gramme de créatinine. Quant
a la clairance rénale, elle sera évaluée a partir de la créatinémie conedissgnde sexe et
le poids. Le bilan sanguin est réalisé en point unique apres le travail.

4. Testdela fonction pulmonaire
Nous avons surveillé la fonction pulmona@ea-d. le ratio du volume expiratoire maximal
en une seconde (VEMS) (ou FEvt anglai$ sur la capacité vitale forcée (CVF) (ou F¢@
anglaig. Il s'agit d'une mesure de la quantité d'air expiré avec force en une seconde par
rapport a la quantité totale d'air pouvant étre expiré de force avec une respiration compléte.
La quantité d'air expirée en une seconde est également enregistrée en fonction mkitda qua
totale d'air que le sujet peut expirer. Sur la base du nombre de CVF calculé pour 1’age et la
taille, le rapport de ces 2 valeurs est ensuite évalué. De méme, le Débit Expiratoire Moyen
entre 25 et 75% de la CVF (ou FEFs, Forced Expiratory Floven anglai3 a été évalué. Ce
test a été réalisé par spirometre portatif piloté par PC, Easy on-PC (NDD, Liban).

5. Caractérisatiome]’exposition aux aldéhydes
La aractérisation de I’exposition aux aldéhydes au niveau de la zone respiratoire a été
évaluée par les cartouches Radiello 165. Chaque policier porte une cartouche pendant la
période d’activité et pour 5 jours d’exposition. Les cartouches ont été analysées par HPLC-
UV et selon les instructions du kiette procédure a pour objet d’évaluer le taux d’aldéhydes
auxquels un policier stationné sur la route est exposé en utilisant des cartouches®Radiello
diffusives et spécifiques pour les aldéhydes. Le dispositif Rallielo constitué¢ d’une
cartouche interne de silice imprégnée de 2,4-dinitrophénylhydrazine (2,4-DNPH) contenue
dans un corps externe poreux et cylindrique. Les aldéhydes-hydrazines formées dans la
cartouche sont d’abord, éluées avec de 1’acétonitrile ensuite, la solution est filtrée avant
analyse en HPL@V. Parmi les aldéhydes adsorbés sur la cartouche, on s’intéresse le plus,
dans notre étude, sur 4 aldéhydes Fhe I’AA, I’Acro et le benzaldéhydeéselon cette
méthode, les temps de rétention obtenus sont de 2,6 ; 6,4 ; 8,8 ; 14,8 et 26 min pour la 2,4-
DNPH, le FA, I’AA, ’Acro et le benzaldéhyde respectivemdriinjection des différents

points de la gamme étalon attribue a la quantification des aldéhydes présents dans 1’air et a
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évalier par la suite les seuils d’exposition quotidienne et la toxicité de ces aldéhydes pour
I’Homme et en particulier pour les policiers qui gérent le trafic routier au Lib&aaut
vérifier la présence et l'abondance du pic chromatographique de 2,4-DNPH ; sinon, la
cartouche pourrait étre satur@enoter qu’apres exposition, les cartouches maintenues bien
fermées a 4°Gont stables pendant 60 jours tandis qu’aprés élution de la cartouche, la

solution obtenue, bien bouchée et conservée a 4°C, est stable pendant au moins 42 jours.

6. Marqueurs biologiques

6.1. Bilan sanguin et créatinine urinaire
Les dosages suivants ont été réalisés au Centre Médical Saint Joseph sous la direction du Dr.
Makram BOUSTANY (Beyrouth, Liban)la formule sanguine (automate Horiba, Yimem,
H2500), la vitesse de sédimentation (ESR) (lecteur vacuette, SRS 20/Il, Grenier bio-one), la
protéine-C-réactive (CRP) (kit CRPL3, # 04956842, Cobas c¢ 501, Rocher (kit
UREAL, #04460715, Cobas c 501, Roche), la créatinine sanguine et la créatinine urinaire (kit
CREP2, # 03263991, Cobas c 501, Roche).

6.2. Biomarqueurs du stress oxydant

6.2.1. MDA urinaire et plasmatique
Les échantillons ont été complétés par du BHT pour éviter toute formation smodtan
MDA dans le milieuCette procédure a pour objet d’évaluer la concentration du MDA dans
I’urine et le plasma apres des prélévements humains. Le dosage est réalisé par HPLC-UV. En
milieu acide et a chaud (95§Cla réaction d’une mole de MDA avec 2 moles d’acide
thiobarbiturique (TBA) produit un adduit rouge (TBAYIDA, la base de schiff (Figure 55).
Le complexe est facilement élué par un solvant organique commeRQ¢éthanol. La
détection est effectuée a 532 rininjection des différents points de la gamme étalon montre
que le blanc dans cette manipe donne un pic au méme temps de rétention que ’analyte et que
cette méthode est linéaire dea® uM (r = 0,9998). Selon cette méthode, le temps de
rétention obtenu est de 2,6 min. La limite de détection de la technique utilisée est de 0,128

uM selon I’article de référence (Agarwal et Chase, 2002).
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Figure 55 Réaction de l'acide 2-thiobarbiturique (2-TBA) avec le MDA.
Le 2-TBA réagit avec le MDA pour former un produit coloré mesuré par spectoopétvie a 532
nm. L'intensité du produit coloré refléte le niveau de la peroxydation lipidique dans I'échantillon.

6.2.2. GSH/GSSG plasmatique

Le glutathion est un composé tripeptidique existant dans l'organisme impliqué dans
I'antioxydation comme substrat enzymatique de la glutathion peroxydase, de la glutathion s-
transférase, de la thiol transférase, etc. Le glutathion est généralement présenté sous forme
réduite (GSH), mais le GSH est converti en une forme oxydée (GSSG) par stimulation du
stress oxydant. Par conséquent, le rapport GSH/GSSG a été ciblé eriitaliteae stress
oxydant. Ce rapport est effectué en suivant les instructions du fournisseur du kit (Kit, réf.
38185, Sigma). Le GSH dans un échantillon peut étre éliminé en ajoutant le réactif de

masquage fourni par le kit (Figure 56).
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Figure 56: Principe de détection du rapport GSH/GSSG
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Par conséquent, le GSSG dans I'échantillon peut étre déterminé de maniere sélective en
mesurant l'absorbancéntax = 412 nm) dérivée d'une réaction colorimétrique du DTNB
(acide 5,5'-dithiobis (acide2-nitrobenzoique)) couplée au systeme de recyclage enzymatique.
La quantité de GSH peut également étre déterminée en soustrayant la quantité de GSSG de la

guantité totale de glutathion.

6.3. Biomarqueurs de génotoxicité
Quatre tubes héparine de 5 mL ont été prélevés en pré et post-exposition pour chaque sujet
Aprés extraction de ’ADN a partir de 5 mL de sang total et réduction comme décrit dans le
chapitre IV pour préserver la stabilité des adduits, les échantillons ont étésste8kKEC en

vue de I’analyse adductomique.

6.4.Biomarqueurs du tabagisme passif
Cette procédure a pour objet d’évaluer la concentration de la cotinine, le métabolite de la
nicotine, dans les urines des fumeurs actifs ou passifs par HPLC-UV, en utilisant une
méthode d’extraction en phase solide (SPE), afin d’apprécier I'intensité de I’'imprégnation

tabagique sachant que la cotinine est un marqueur spécifique du tabac.

6.4.1. Détermination de LLOD et LLOQ de la méthode de dosage de la
cotinine urinaire

Cette procédure a pour objet de vérifier la méthode utilisée pour le dosage de la cotinine
urinaire. Cette méthode est une combinaison de 2 méthodes différentes publiées par
Fukumoto (2005) et Zouast al. (2011). Il fauttout d’abord, déterminer les LLOD et LLOQ
par la méthode des 10 blancs. Etant donnéejtemps de rétention de la cotinine est de 18
min et apres injection des 10 blantsrine, lesLLOD et LLOQ de la technique utilisée ont
ete de 0,034t 0,04 pg/mL, respectivement. Pour quantifier donc la cotinine dans les
échantillons urinaires, il faut calculer les concentrations par rapport soit a la gamme étalon
(dans du méthanol) soit & la gamme mat¢izas de I’urine). Pour faire le choix entre les 2
gammes, il est recommandé de mesurer les taux de recouvrement de la cotinine selon les

conditions d’extraction et les paramétres chromatographiques choisis.
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6.4.2.  Validation partielle de la méthode de dosage de la cotinine urinaire
Cette procédure a pour objet de valider partiellement la méthode utilisée pour le dosage de la
cotinine urinaire vu que cette méthode est une combinaison de 2 méthodes différentes déja
publiées (Fukumoto, 2005 Zouani et al, 2011) Pour quantifier 1’analyte dans les
échantillons, il faut calculer la concentration par rapport, soit a la gamme étalon soit a la
gamme matrice. Pour faire le choix entre les 2 gammes, il faut mesurer les taux de
recouvrement de la cotinine et le coefficient de variation seusotelitions d’extraction et
les paramétres chromatographiques cholsimjection des différents points de la gamme
étalon montre que cette méthode est linéaire de &)4ig/mL (r = 0,9993). Pour calculer le
taux de recouvrement, il faut calculer la concentration réelle de cotinine dopée dans
I’échantillon. Les coefficients de variation ont été acceptables et les taux de recouvrement ont
été aux alentours de 100%. Alors, pour quantifier les analytes dans les échantillons, nous

pouvons calculer les concentrations par rapport a la gamme étalon seule.

7. Analyse statistique
L’analyse statistique des données était faite sur SPSS version 21. Les variables catégorielles
furent représentées en termes de fréquences et de pourcentages, alors que pour les variables
continues les moyennes, les écart-types et les quartiles étaient montrées. Le test de Spearman
(Spearman’s rank correlation coefficient) était utilis€é pour étudier la corrélation entre les
variables continues ne suivant pas de distribution normale. Le test de Student (Independant
Samples T test) était utilisé pour comparer les moyennes de deux groupes. Enfin, une
régression logistique avec la méthode backward LR était réalisée pour étudier les facteurs qui
prédisent le changement du MDA plasmatique et urinaire. Le niveau de signification
statistique étaip < 0,05.
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IV- Résulats

1. Caractéristigues général@sla population
L'age, le poids, la taille, I'indice de masse corporelle (IMC), les années de travail, le temps
d’exposition, le bilan sanguin, la fonction pulmonaire et les niveaux d’exposition individuelle

aux aldéhydes sont présentés dans le tableau 19.

Tableau 19: Caractéristiques générales de la population
a. Description des sujets de I'étude

Parametre Moyenne Ecart-type Minimum Maximum

Taille (cm) 177,25 8,83 155,00 200,00
Poids (Kg) 82,24 12,43 50,00 114,00
IMC 26,2 3,98 20,8 28,5

Age (ans) 35,49 10,36 19,00 57,00
Année(s) de travail 7,74 7,29 0,41 34,00

N jours de travail 4,48 0,59 3,00 6,00
Heures de travail/jour 6,76 1,56 5,00 14,00

b. Investigation bioclinique en post-exposition

Paramétre Moyenne Ecart-type Minimum Maximum
Leucocytes (Giga/L) 7,70 2,33 3,00 14,00
Hématies (Téra/L) 5,15 0,53 4,00 6,00
Hémoglobine (g/dL) 15,26 0,98 14,00 17,00
Hématocrite (%) 44,78 2,85 40,00 51,00
VGM (fL) 87,52 4,50 79,00 96,00
TCMH (pg) 30,07 1,44 27,00 33,00
CCMH (g/dL) 34,26 0,59 33,00 35,00
CVGR (%) 14,48 1,16 13,00 17,00
Plaquettes (Giga/lL) 213,04 70,14 60,00 342,00
MPH (umcu) 10,48 1,19 8,00 13,00
PDW (%) 19,63 4,18 13,00 30,00
Poly.Neutrophiles (%) 55,15 9,10 32,00 78,00
Lymphocytes (%) 35,81 8,33 16,00 56,00
Monocytes (%) 6,96 2,16 4,00 12,00
Poly.Eosinophiles (%) 2,07 1,73 0,00 7,00
Vitesse de sédimentation (mm) 14,3 10,9 1,00 41,00
Urée (mg/dL) 29,39 6,23 18,00 46,00
Créatinine sanguine (mg/dL) 0,92 0,16 0,6 1,3
CRP us (mg/dL) 0,14 0,45 0,00 2,00
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c. Fonction pulmonaire

Paramétre Moyenne E&Sg Minimum Maximum

Pré-exposition
FVC (L) % 87,37 19,14 23,00 165,00
FEV1 (L) % 84,91 20,33 18,00 163,00
FEV1/FVC % 97,13 14,08 57,00 124,00
FERs75 (L/S) % 86,62 35,03 6,00 179,00
Post-exposition
FVC (L) % 87,30 15,24 46,00 148,00
FEV1 (L) % 82,57 18,22 37,00 117,00
FEV1/FVC % 94,89 16,45 25,00 121,00
FEFs75 (L/S) % 87,32 34,62 5,00 180,00
d. Exposition individuelle aux aldéhydes

Aldéhyde Moyenne Etgsg Minimum Maximum
Formaldéhyde FA (ug/f 310,00 158,58 0,04 949,30
Acétaldéhyde\A (ug/nt) 301,24 595,31 0,05 5931,23
Acroléine Acro (pg/m) 256,36 308,68 0,02 1519,88
Butanal (pg/m) 331,00 368,89 0,04 1408,52
Benzaldéhyde (ug/fh 9,54 17,57 0,04 105,33
Hexanal (ug/m) 75,51 124,23 0,04 980,66

Abréviations francaises pour des parametres de la formule sanguine

VGM, Volume Globulaire Moyen; TCMH, Teneur Corpusculaire Moyenne en Hémogldb&iH,
Concentration Corpusculaire Moyenne en Hémoglobine; CVGR, Concentration du Volume des
Globules Rouges; MPH, Volume Moyen des Plaquettes ou Mean Platelet Volume; PDW, Largeur de
Distribution des Plaquettes ou Platelet Distribution Width.

Abréviations francaises avec leurs équivalents anglo-saxons des volumes et débits mequaés

un spirometre

CVF, Capacité Vitale Forcée ou FVC, Forced Vital Capacity ; VEMS, Volume Expiratoxirian
Seconde ou FEV1, Forced Expiratory Volume in one second ; Rapport de Tiffeneau (%) =
VEMS/CVF x 100 ou FEV1/FVC ; DEM ;5 Débit Expiratoire Moyen entre 25 et 75% de la CVF ou
FEF:s.75 Mean Forced Expiratory Flow between 25% and 75% of FVC.

L'age moyen des policiers était de 35 ans, travaillant 7 h par jour et pendant 5 jours (Tableau
19a). En comparant les résultats des analyses sanguins (Tableau 19b) avec les valeurs de
référence, les valeurs obtenues en post-exposition (mesure unique) se situent dans la plage
des valeurs attendues.

L’interprétation des résultats de la spirométrie (Tableau 19c) nécessite une comparaison entre

la valeur mesurée d’un individu et la valeur de référence. Par rapport a la valeur de référence,

une valeur mesurée inférieure correspond a une anomalie pulmonaire plus grave. Le ratio

FEV1/FVC et le FEEs 750 SONt des marqueurs précoces de la déficience des petites voies
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aériennes. Tous les sujets de notre étude avaient des valeurs en FVC et en FEV1 (égal ou
supérieur a 80%), un ratio FEV1/FVC (égal ou supérieur a 70%) ou des valeurs en FEF25
75% (supérieur a 80%) normaux. Le test de Student pour échantillons appariés (Paired
Samples T test) des parameétres de la fonction pulmonaire (FVC, FEV1, FEV1/FVGet FEF

75) n’a déterminé aucune différence significative de la moyenne entre les deux observations

en pré-exposition et post-exposition (p > 0,05). En revanche, les moyennes obtenues pour
FEV1 (VEMS) prédit sont statistiquement différentes entre pré-exposition et post-exposition
(t=-2,576; p = 0,012¢-test).

Par ailleurs, les concentrations de I’exposition individuelle en FA, en AA, en Acro, en
butanal, en benzaldéhyde et en hexanal étaient 310 1@ pg/m, 256 pg/m, 331 pg/m,

9 ug/nt et 75 pg/m, respectivement (Tableau 19d). Toutefois, certaines valeufs de.g.

949 ug/m) et en Acro €.g. 1519 pg/m) dépassent lavaleur limite d’exposition
professionnelle VLEP (610 et 250 pdinrespectivement). Ces résultats révélent que
I’exposition a ces niveaux d’émissions du trafic routier constitue une problématique majeure

en termesd’effets additifs ou synergiques potentiellement associ€S a une exposition

simultanée aux aldéhydes.

2. Biomarqueurslu stress oxydant
Les résultats des concentrations de biomarqueurs sanguins et urinaires en pré- et post-
exposition prélevés aupres des policiers libanais sont présentés dans le tableau 20. Le test de
Student (Independant Samples T test) était utilisé pour comparer les moyennes de deux

groupes : pré- et post-exposition.

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, les limites acceptables des concentrations de la
créatinine urinaire se situent entre 30 et 300 mg/dL (Tunsaringkan 2012). Dans notre
étude, les concentrations urinaires de la créatinine varient autour de 215 mg/dL en pré-

exposition et autour de 232 mg/dL en post-exposition.

La détermination de la cotinine est recommandée pour I’évaluation du tabagisme actif et la
surveillance de 1’exposition a la fumée du tabac. L’avantage le plus important de 1’utilisation
de la cotinine en tant que biomarqueur de la fumée du tabac et de celle du tabagisme passif

est qu’environ 72% de la nicotine est converti en cotinine et que la demi-vie de la cotinine est
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en moyenne d’environ 17 h, contre 2 & 3 h en moyenne en cas de la nicotine (Kim, 2016).
Pour I’évaluation du statut tabagique, la valeur seuil (cut-off) de la cotinine était de 100 pg/g
créatininecomme nous 1’avons déja mentionné dans le chapitre IV. En accord avec notre
hypothése d’inclusion de sujets non-fumeurs, nos résultats ont montré, des moyennes de
concentrations urinaires de la cotinine variant autour de 44,63 pg/g créatinine en pré-
exposition et autour de 56,06 pg/g créatinine en post-exposition. Ces faibles taux sont

certainement liés a la consommatin d’aliments riches en cotinine.

Tableau 20: Comparaisons des concentrations de biomarqueurs pour les policiers
Ecart-

Paramétre Moyenne Minimum Maximum
type

Pré-exposition
Créatinine urinaire (mg/dL) 215,11 97,58 27,00 462,00
Cotinine (pg/mL) 0,11 0,18 0,02 1,25
Cotinine (ug/g créatinine) 44,63 73,50 6,70 451,08
MDA plasmatique (LM) 0,47 0,35 0,13 1,84
MDA urinaire (UM) 0,99 0,91 0,05 6,66
Post-exposition
Créatinine urinaire (mg/dL) 231,84 91,26 39,00 466,00
Cotinine (pg/mL) 0,11 0,22 0,02 1,93
Cotinine (pg/g créatinine) 56,06 105,39 10,77 830,32
MDA plasmatique (ULM) 0,70 0,54 0,13 2,81
MDA urinaire (M) 1,49 2,61 0,10 23,85

Quant au MDA plasmatique, les valeurs fréquentes varient théoriquement entre 0 et 1 puM
dans le plasma de sujets sains. Il faut également noter que le choix de l'anticoagulant n'est pas
anodin (Suttnawet al, 2001). Ainsi, I'EDTA conduit a des concentrations en MDA plus
basses que le citrate. Dans notre étude, les concentrations du MDA plasmatique en pré-
exposition varient de 0,131§84 uM (moyenne : 0,47 uM) et de 0,13 a2,81 uM (moyenne :

0,7 uM), en post-exposition. Le test de Student pour échantillons appariés (Paired Samples T
test) du MDA plasmatique a déterminé une différence significative de la moyenne entre les
deux observations en pré-exposition et en post-expositor2(652; p = 0,010). Le taux du

MDA plasmatique augmente significativement chez les policiers exposés a la pollution de

proximité (trafic automobile) et ayant travaillé pendant 5 jours et pendant 7 h par jour.
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Quant au MDA urinaire, les valeurs obtenues sont théoriquement voisines de 2 pmol
MDA/mg créatinine (Agarwal et Chase0®) avec une valeur moyenne, d’aprés la
littérature, autour de 1,5 uM dans 'urine de sujets sains. Dans notre étude, les concentrations

du MDA urinaire en pré-exposition varient de 0@0&66 uM (moyenne : 0,99 uM) et de 0,1

a 23,85 uM (moyenne : 1,49 uM), en post-exposition. Le test de Student pour échantillons
appariés (Paired Samples T test) du MDA urinaire a déterminé une différence significative de
la moyenne entre les deux observations en pré-exposition et en post-expbsitid/b28;p

= 0,013). Le taux du MDA urinaire, augmente significativement chez les policiers exposés a
la pollution de proximité (trafic automobile) et ayant travaillé pendant 5 jours et penbant 7
par jour. Par ailleurs, une corrélation négative a été observée entre le MDA plasmatique et
urinaire (non rapporté a la créatinine) en post-exposition (test de corrélation de Spearman, r =
-0,204,p = 0,049).

3. Effets des aldéhydext de divers facteurs sue MDA

Une analyse de régression multiple a été réalisée avec l'utilisation de parametres du stress
oxydant en post-exposition (MDA plasmatique et urinaire) en tant que variables dépendantes
et, I’age, les années de travail, I’'IMC, la cotinine, le MDA plasmatique et I’exposition
individuelle aux aldéhydes de I’air ambiant (i.e. FA, AA, Acro, butanal, benzaldéhyde et
hexanal) en tant que variables indépendantes. Quant au MDA plasmatique, les valeurs
fréquentes varient théoriguement entre 0 et 1 uM dans le plasma de sujets sains. Alors que
pour le MDA urinaire, les valeurs obtenueat théoriquement voisines de 2 pmol MDA/mg
créatinine (Agarwal teChase, 2002) avec une valeur moyenne, d’aprés la littérature, autour

de 1,5 uM dans I’urine de sujets sains. Pour cette analyse de régression logistique (méthode
Backward LR), les valeurs seuils du MDA étaient 1 uM pour le plasma et 1,5 pM pour
I’'urine. Les valeurs bilatérales de p < 0,05 ont été considérées comme statistiquement

significatives (Tableau 31

Les facteurs qui ont une relation significative avec le MDA plasmatique post-exposition > 1
MM sont : les années de travail (OR =1,1; p = 0,04) et une concentratidnpus élevée
(OR =1,008; p = 0,011) (Tableau 21a). Quant aux facteurs reliés au MDA urinaire post-

exposition > 1,3uM, il s’agit d’une concentration plus élevée en benzaldéhyde (OR = 1,098
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p = 0,017)ainsi que d’un moindre taux du butanal (OR = 0,997 ; p = 0,017) et dtA (OR=
0,992 ; p = 0,04) (Tableau 21b).

Tableau 21: Analyse de régression multivariée du MDA plasmatique (a) et urinaire (b) en post-
exposition chez les policiers
(a) MDA plasmatique

95% C.I.
Lower Upper
Année(s) de travail 0,040 1,100 1,004 1,204

Paramétre p OR

Formaldéhydé-A 0,011 1,008 1,002 1,014
AcétaldehydeAA 0,087 0,991 0,981 1,001

Constant 0,037 0,116

Overall predicted percentage = 78.5%; Hosmer and Lemsh

testp-value = 0,259; Nagelkerk R square = 0.212 ; Omnibu

test p-value = 0.016

* OR, odd ratio; C.l., Confidence Interval

Variable(s) entrée(s) a 1’étape 1: IMC, année(s) de travail, formaldéhyde, acétaldéhyde, acroléine,
butanal, hexanal, cotinine rappéeta la créatinine en post-exposition, MDA plasmatique pré-
exposition.

(b) MDA urinaire

95% C.I.
Lower Upper
Formaldéhyde 0,046 0,992 0,985 1,000

Paramétre p OR

Acétaldéhyde 0,205 1,006 0,997 1,015
Butanal 0,017 0,997 0,994 0,999
Benzaldéhyde 0,020 1,089 1,014 1,169

Constant 0,092 6,765
Overall predicted percentage = 70.8%; Hosmer and Lemst
test p-value = 0.510; Nagelkerk R square = 0.209 ; Omnibt
test p-value = 0.031
* OR, odd ratio; C.I., Confidence Interval
Variable(s) entrée(s) a I’étape 1: IMC, année(s) de travail, formaldéhyde, acétaldéhyde, acroléine,
butanal, hexanal, benzaldéhyde, cotinine post-exposition, MDA plasmatique pré-exposition, age.

Ces données confortent I'impact significatif de 1’exposition aux aldéhydes de 1’air ambient
sur le stress oxydant chez 1'Homme. L’ensemble de ces résultats suggerent qu'une co-

exposition a long terme a des niveaux relativement élevés en aldéhydes pourrait induire des

159



dommages cumulatifs a I'ADN, ce qui conforte I'hypothése selon laquelle une exposition

chronique a la pollution atmosphérique est associée a un risque accru de cancer.
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V- Discussion

Pour mieux explorer dans notre étude la relation entre I'exposition professionnelle aux
aldéhydes et les effets associés, notamment, le stress oxydant et les dommages a I'ADN,
différents facteurs pouvant affecter la variabilité du MDA ont été pris en considéiation,

I’age, les années de travail, I’'IMC, le stress inflammatoire, la fonction pulmonaire, la
cotinine, le MDA plasmatique ; et d’autres mal documentés dans la littérature, a savoir
I’exposition individuelle aux aldéhydes de 1’air ambiant (i.e. FA, AA, Acro, butanal,
benzaldéhyde et hexanal). En effet, les aldéhydes exogénes et endogénes, notamment le
MDA, produit le plus mutagéne de la LPO, peuvent étre déterminés dans le sérum, dans

[’urine et dans les tissus humains.

Des études précédemment citées suggerent que des concentrations élevées du MDA ont été
observées dans de nombreuses pathologies, parmi lesquelles le diabete (Tangvamisittichai
al., 2009) ou l'asthme (El-Alameey al, 2017). Dans le cas de la polyarthrite rhumatoide, le
lupus ou l'insuffisance rénale chronique, les concentrations sériques du HNE peuvent étre
multipliées par 3 (Shaét al, 2014). 1l faut mentionner que les aldéhydes peuvent également
provenir de l'alimentation et étre excrétés dans l'urine. De ce fait, les mesures de ces
composés dans le plasma ou dans les urines peuvent étre affectées par le régime alimentaire
(Pingitoreet al, 2015). Il a été démontré que le MDA urinaire et la CRP sérique étaient
corrélés de maniére significative a I'obésité, méme apres ajustement sur I'lMC et sur le tour
de taille (LeeS. et al, 2015). En effet, I'obésité induit un stress oxydant systémique grace a
une production accrue des ERO dans les tissus adipeux (Abbasihetrabz2019). Raison

pour laquelle, nous avons choisi dans notre étude de réaliser une investigation bioclinique
(formule sanguine, CRP, vitesse de sédimentation, urée, créatinine, etc.) et de relever dans
nos deux questionnaires général et quotidien, les différents facteurs pouvant affecter le MDA

et cités ci-dessus.

En effet, aprés exposition de 5 jours aux émissions du trafic routier, une augmentation du
MDA plasmatique et urinaire a été décrite chez les policiers stationnés au carrefour pendant 7
h par jour. En moyenne, les niveaux de biomarqueurs étaient plus élevés en post-exposition.
Les tests statistiques ont produit une association négative entre le MDA plasmatique et

urinaire (non rapporté a la créatinine) en post-exposition. Certains biomarqueurs (leucocytes
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et vitesse de sédimentation) étaient associés négativement au MDA plasmatique en post-
exposition. Aucune association significative n'a été trouvée entre le MDA plasmatique et les
autres biomarqueurs (formule sanguine, créatinine, urée et CRP). Dans nos analyses
statistiques, les valeurs du MDA plasmatique et urinaire supérieures a 1 et 1,5 puM,
respectivement ont été considérées comme associées au stress oxydant conformément aux
données de la littérature (Suttnar al, 2001 ; Agarwal et Chase, 2002). Les facteurs
affectant IeMDA plasmatique aprés 5 jours d’exposition étaient les années de travail et le FA

; alors que les facteurs prédicteurs du MDA urinaire en post-exposition étaient le FA, le

benzaldéhyde et le butanal.

Une revue de la littérature montre que les biomarqueurs d'exposition et d'effet, notamment de
la génotoxicité, de I’inflammation, de la fonction pulmonaire, et du stress oxydant, ont été
examinés chez des personnes travaillant a proximité de routes a forte niveaux de circulation
des véhicules et par rapport aux sujets travaillant éloignés de ces routes ou, le plus souvent,
dans le bureau. Des études antérieures ont rapporté des niveaux €levés en MDA et des
niveaux inférieurs en GPx observés chez la police de la circulation exposée aux polluants
atmosphériques (benzene, toluéne, CO et bajmogne) (Prasaét al, 2013). Une autre

étude suggere qu'une exposition a long terme des policiers a la pollution atmosphérique,
notamment, une augmentation cumulative d’une heure de travail par jour pendant un an, était

associé a une diminution du glutathion et pourrait induire des dommages cumulatifs a I'ADN
liés au stress oxydant, confortant I'nypothese que l'exposition chronique a la pollution de l'air

est associée a un risque accru du cancerdgifah 2017).

Cependnt, les résultats de notre étude suggerent que 1I’exposition aux aldéhydes n'est pas le

seul facteur important influant sur les niveaux du MDA plasmatique chez les sujets étudiés.
Plusieurs autres facteurs, tels que le mode de vie, le stress, les conditions météorologiques
(variation saisonniere), l’exposition professionnelle a long terme, la génétique et les
expositions environnementales passées, pourraient avoir contribué a la variation de ce
biomarqueur. L’impact de ces facteurs sur la variabilit¢ du MDA sera traité en perspectives

en exploitant nos questionnaires que nous avons collectés pendant la campagne

d’échantillonnage.

Alternativement, le profil des biomarqueurs pourrait également étre attribué a d'autres

facteurs, par exempl¢) le stress lié a la saison et aux conditions météorologiques.
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L'humidité et la température étaient plus élevées en été qu'au printemps. Tous les volontaires
de la circulation travaillaient sur des routes pour diriger la circulation et contrbler les
embouteillages sur des intersections congestionnées. Il y avait rarement de feux de circulation
aux points d'échantillonnage. Nous nous sommes rencontrés deux fois par jour (avant d'aller
au travail ; apres leur retour du travail) avec chacun des volontaires de la circulabws et
avons observé un stress plus élevé en été qu'en printéimp&euxiemement, il est
également possible que les biomarqueurs d'inflammation aient déja été améliorés chez ces
volontaires de la circulation en raison de leur forte exposition professionnelle. Ying et
Rajagopalan (2011) suggerent que le manque d'association entre les effets a court terme de
I'exposition et les biomarqueurs de l'inflammation ne signifie pas nécessairement qu'il n'y a
pas d'effet d'une exposition a long terme sur le taux de la CRP ou de la vitesse de
sédimentation, par exemple. Les personnes travaillant sur les routes, telles que les chauffeurs
de taxi, ont été observées avec des niveaux €levés de biomarqueurs d'inflammation par
rapport a une population témoin (Brucker al, 2013). (iii) Troisiemement, Bincet al.

(2014) ont constaté que la génétique jouait un réle dans l'inflammation chronique causée par
I'exposition a la pollution atmosphérique. Certaines populations peuvent avoir une plus
grande susceptibilité biologique ou une vulnérabilité sociodémographiquet(a/u2018).
Ruckerlet al. (2016) ont observé une forte association de biomarqueurs d'inflammation avec

la pollution de I'air dans la population a susceptibilité génétique.

Limitations

Notre étude glusieurs limites. Les échantillons de sérum et d’urine ont été stockés en

présence de pack de glace et dans un congélateur (-80°C) seulement aprées leur arrivée a
I'Université Libanaise, a Beyrouth. Aucun contréle de qualité n'a été effectué pour évaluer la
dégradation de I'échantillon due au stockage a une température plus élevée. L'étude était
également compliquée par le fait de ne pas avoir les mémes individus suivis pendant les deux
saisons (printemps et été). Plusieurs variables n'ont pas été testées dans cette étude et ces
variables peuvent étre trés importantes pour affecter la santé des sujets. La transpiration, le
stress et I'épuisement peuvent étre élevés pendant les étés que lors du printemps plus frais. Le
stress psychologique peut également élever les biomarqueurs inflammatoires &takya

2019), bien que le stress induit par un trafic intense ne soit probablement pas tres différent
entre le printemps et I'été dans cette cohorte, car les modeles de trafic étaient généralement
inchangés. Bien que les sujets étaient exposés sur le site d'échantillonnage a la méme source

de pollution de proximitéi.e. émissions des aldéhydes du parc automobile) pendant I'étude et
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gue leurs expositions résidentielles aient été prises en compte dans cette étude, les

antécédents résidentiels peuvent avoir encore joué un role sur leur santé.

Le stress oxydant peut étre évalué et surveillé par la détermination des niveaux de
biomarqueurs dans différents échantillons biologiques, tels que le sérum, l'urine, le liquide de
lavage broncho-alvéolaire, les expectorations induites, la biopsie bronchique et le condensat
d'air exhalé (EBC) (Inonwet al, 2012). Dans la présente étude, nous avons choisi des
échantillons sanguin et urinaire, et réalisé un test de la fonction pulmonaire. Cependant, il
¢tait souhaitable d’ajouter une collection de I’EBC, suggérée comme procédure simple, non

invasive et facilement reproductible (Corradial, 2019). De plus, cette technique permet
d'obtenir des échantillons des voies respiratoires inférieures pour la surveillance de
l'inflammation des voies respiratoires et du stress oxydant (8bger2019).

Plusieurs marqueurs du stress oxydant sont mesurables dans le sang. Dans la présente étude,
un marqueur du stress oxydant a été évalué, dans le sang et dans 1’'urine (MDA) ; et un
marqueur sanguin anti-oxydant (GSH/GSSG) sera mesuré ultérieurement. Certains auteurs
ont opté pour d'autres marqueurs du stress oxydant tels que le 8-isoprostane, le peroxyde
d'hydrogéne ou la 8-hydroxydeoxyguanosine, la vitamine C et la superoxyde dismutase
(Soyeret al, 2019).

Aucune corrélation entre les marqueurs du stress oxydant et les parametres de la fonction
pulmonadre n’a été démontrée. Trois parameétres pléthysmographiques, exprimés en
pourcentage des valeurs prédites, ont été choisis : FVC, FEV1, FEV1/FVC gt4EE

FEV1 est un indice sensible pour les voies respiratoires inferieures, hautement reproductible
(Miller et al, 2005). Cependant, le manque des associations significatives dans cette étude
n'exclut pas la possibilité d'effets chroniques. Les conclusions de la présente étude mettent en
évidence la complexité des variables explicatives, les limitestdglé de 1’échantillon et la

courte durée de I’étude (c’est-a-dire 5 jours par participant).

Conclusion

Les résultats ont montré que la production du MDA révéle une relation significative avec les
niveaux d’aldéhydes chez les policiers de la circulatia et qu’il pouvait exister d’autres

facteurs non mesurés tels que la génétique et le stress. En général, les niveaux d’exposition
journaliére a court terme aux aldéhydes ont affecté la concentration du biomarqueur du stress
oxydant mesuré dans un environnement trés pollué par les émissions du parc automobile. En

particulier, leFA, le butanal et le benzaldéhyde ont eu un effet sur les concentrations du
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MDA urinaire mesurées. Parmi les différentes variables testées pour I'effet statistique sur le
MDA plasmatique, ’ancienneté au travail (années de travail) avait une incidence sur les
concentrations de ce biomarqueur chez les volontaires du tAafig, chez les policiers,

dans nos conditions d’exposition, un stress oxydant li¢ a 1’exposition aux aldéhydes de I’air

ambiant et associ¢ a une augmentation du MDA plasmatique et urinaire a €té observé. Le

GSH serait impliquédans les mécanismes d’adaptation apres exposition chronique aux
aldéhydes. Il apparait nécessaire de compléter nos résultats en étudiant le ratio GSH/GSSG
pour déterminer si 1’on est dans un domaine de compensation ou non-curable lié au stress
oxydant.

Toutefois, cette étude comporte plusieurs limites et il est recommandé de poursuivre les
¢tudes sur les facteurs susceptibles d'avoir une incidence sur les biomarqueurs d’effet précoce
génotoxique, notamment le niveau des adduitADN. Il serait intéessant d’explorer le rdle

des 9 adduits exocycligues - que nous avons validéso et recherchés aupres des fumeurs

belges - en tant que biamueurs d’exposition a la pollution atmosphérique urbaine.
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Discussion générale et perspectives

Durant ces dernieres années, une grande importance a été attribuée aux aldéhydes largement
répandus dans l'environnement en raison de leurs effets néfastes sur la santé. L'exposition a
ces COVs est possible par l'inhalation d'émissions extériédi@stomobiles d’industries,

de la combustionadivers matériels...) et intérieures (du tabac, du bois pressé, de la cuisson

et dela friture...) mais également parnfestion de plusicurs aliments. En outre, d’autres

sources sont largement impliquées dans la production des aldélysdiegit de la voie
endogene telle que la LPO induite par le stress oxydant, et le métabolisme intermédiaire de
composés naturels, de médicaments et de xénobiotiQisla place des aldéhydes en tant

gue composants majeurs de I'exposome.

Etant de puissants électrafay, les aldéhydes, surtout les a,p-insaturés, diffusent dans le

milieu cellulaire et exercent leur réactivité sur les macromolécules comme les protéines et les
acides nucléigues. Cependant, les voies de détoxification sont trés efficaces et évitent ainsi la
survenued’effets toxiques liés aux aldéhydes. Toutefois, I'épuisement des antioxydants
augmente les concentrations intracellulaires en aldéhydes, ce qui facilite considérablement
leur pouvoir de former des adduids’ADN nucléaire. Cette propriété génotoxique des
aldéhydes peut étre un élément initiateur de la cancérogenese. En effet, les adduits formés
peuvent induire des mutations qui, sans réparation effiggaeent mener a 1’apparition

d’une tumeur. Cette propriété est applicable aux aldéhydes produits par voie endogéne.
Plusieurs études ont montré que les aldéhydes dérivés de la LPO, avec leurs adduits
exocycliques, peuvent induire des Iésions mutagéneisro tant qu’in vivo (Langouétet al,

1998 ; Maekaw et al, 2006 ; Chowet al, 2010).

Les aldéhydes ont fait I’objet de nombreuses études qui ont permis de nos jours de les classer

parmi les produits cancérogenes par le CIRC et les produits CMR en Europe (canceérigene,
mutagene et toxique) selon la réglementation REACH.

Pour évaluerl’exposition en lien avec un risque cancérogéne et dans le cadre d’une
biosurveillance, la quantification des aldéhydes dans les matrices biologiques est difficile en
raison de leur réactivité élevée et leurs courtes dawi-d’ou 1’intérét porté a I’analyse des

adduits exocycliques a I’ADN stables. Celle-ci peut contribuer a la compréhension du
processus cancéreux lié au stress oxydant, mais elle peut également servir de biomarqueur

d’exposition/effet précoce pour les études en lien avexposition aux aldéhydes.
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Sur le plan des approches analytiques,ptogrés actuels sont donnés par I’adductomique

pour détecter et identifier les dommage$’ADN chez I’Homme (Kanalyet al, 2006;
Carlsson et Tornqvist, 2017). Plusieurs adduits exocycliques a I'ADN ont déja été identifies
par cette stratégie dans les tissus humains (€haly 2010 ; Matsudat al, 2013 ; Liet al,

2017). lls ont été identifiés et mesurées par LC-MS/MS, ce qui a considérablement amélioré la
détection simultanée de plusieurs adduits a [I'Aldbhs le cadre d’une approche
d’addductomique. Actuellement, les chercheurs ont pu identifier divers adduits & 'ADN

dérivés de la LPO dans les tissus humains et ont montré une relation entre leurs
guantités/profil et le risque de cancer (Matsatdal, 2013 ; Monieret al, 2015).

C’est sur cette base de données scientifiques que nous avons mis au point une méthode
analytique pour évaér lors d’une méme analyse 9 adduits exocycliques a I’ADN induits par

8 aldéhydes provenant a la fois de sources exogenes et endogenes. Nous avons pu dépasser ce
défi en adoptant une méthodologie intégrant d’abord la réduction des adduits instables de

I’AA, du FA et du MDA par I’ajout du NaBH3CN dans le but d’obtenir une meilleure
quantification des adduits correspondants stables. L’utilisation des adduits homologues
marqués at>Cyo et 1°Ns, comme étant des étalons internes, a contribué a ajouter plus de
rigueur dans le développement de la méthode, UHPLC-ESI-MS/@Syue d’une
confirmation de 1’identité¢ des adduits obtenus surtout dans des matrices biologiques plus
complexes. Il est important de préciser que la méthode développée E8@latiliser de
standards de calibration et des échantillons fd€srés dans I’ADNct. Cette condition a été

adaptée apreés avoir évalué et observé 1’effet matrice de I’ADNct par rapport a 1’eau. Ceci

impose malheureusement des limites de détection et de quantification plus élevées et par
conséquent une sensibilité plus faible par comparaison aux études antérieures glL.iu

2005; Yin et al, 2013. Cependant, cette condition permet de s’approcher des conditions
physiologiques et d’avoir des résultats plus réels lors de 1’analyse des échantillons humains.

Ainsi, notre méthode développée a été validée conformément aux directives internationales et
répond a toutes les exigences énumerées dans les directives de I'EMA. Elle est capable
d’analyser un grand nombre d’échantillons en raison du court temps d’analyse (7
min/échantillon) en préservant de bonnes sensitstigeparation des adduits a 'ADN des
nucléosides normaux. Les analyses sur un méme échantillon peuvent étre répétées vu que la
méthode utilise un faible vale d’injection et une quantit¢é d’ADN (50 ug) de départ

raisonnable pour des études en population.
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L’analyse « adductomique> apparait comme une approche innovante pour mesurer plusieurs
adduits exocycliques a I’ADN dans une méme analyse en tant que biomarqueurs de
multiexpositions chroniques et variées.

Ensuite, nous avons voulu utiliser notre méthode sur des échantillons biologiques en adoptant
de 2 approches différentes mais complémetaires®ta isé a exposer un ADN acellulaire

in vitro aux différents aldéhydetns le but d’étudier leurs propriétés d’adduction seuls et en
mélange mais auspbur établir un profil d’adduits pertinent. La 2°™ a consisté & rechercher

ce profil dans I’ADN extrait de sang humain chez des populations saines exposées ou pas aux

aldéhydes présents dans le tabac.

L’approche in vitro a été effectuée en milieu liquide considéré proche des conditions
sanguinesen vue d’explorer dans des études ultérieures en populafi@sposition
systémique vid'étude des propriétés d’adduction seul et en mélange de 8 aldéhydes.

Par I’application de la méthode analytique sur I’ADNct non traité aux aldéhydes, un profil
basald’adduits exocycliques a I’ADN a ¢été établi au départ dans I’ADNct non traité. Ce

dernier a affe@la quantification de certains adduits (AcrodG, AAdG réduit, FAdG réduit et
HNEdG) présents en faible quanti@uant a 1’analyse des courbes dose-réponse, elles étaient
toutes ascendantes pour tous les adduitaés par exposition de I’ADNct aux trés faibles
concentrations de I’aldéhyde. Cette premiére étape a permis de garahiitivité d’adduction

des aldéhydes vis-a-vis de la dGId&DN dans un contexte dénué de tout mécanisme de
réparationet d’élimination des xénobiotiques. Par contre, aux concentrations plus élevées, la
réponse devient fortement dépendante de la concentration surtout pour les adduits du MDA et
du MG. Nos résultats sont concordants avec ceux décrits dans la littéibese souvent
mentionné que le risque d’adduction a ’ADN est plus fréquent a faible concentration
(Dalleauet al, 2013).

Dans le but de se rapprocher des conditions de multiexpositions a bas bruitHcmeme,

nous avons étudié les réponses induites par le mélange équimolaire de ces aldéhydes.
Diverses réactivités ont été observées chez les aldéhydes aux différentes concentrations
d’exposition probablement liées a leur structure chimique notamment le nombr
d’insaturations et la longueur de la chaine carbon&éeffet du mélange a été évalué sous

forme d’inhibition de la formation d’adduits en fonction de différentes concentrations chez
guelques aldehydes et un effet invepsar d’autres. Ces observations montrent que les
aldéhydes en mélange en milieu liquigetservent une activité d’adduction avec une

réactivité variable selon leur structure chimique
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Le mod¢le le plus proche d’une exposition a un mélange d’aldéhydes est I’exposition a la

fumée du tabac. Une teneur élevée en carbonyles en mélange, tels que I'Acro, leFM\E, le
I'AA, le propanal et le MDA a déja été retrouvée dans la fumée de cigarette (Fujioka et
Shibamoto, 2006 ; Sampsenhal, 2014. Des études récentes ont découvert que les adduits a
I'ADN induits par la fumée de tabac sont en fait des adduits a I'ADN induits par I'aldéhyde,
plutét que par des HAP (Wermg al, 2018). Ces résultats laissent penser que le réle de divers
cancérogenes dans la fumée de tabac peut étre différent de celui des cancérisgemgs p

en raison des effets du mélange de plus de 6000 produits chimigues de la fumée de tabac sur
I’absorption et le métabolisme. Il est également probable que les composants de la fumée de

tabac interagissent les uns avec les autres modifiant ainsi leur potentiel cancérogéene.

Dans notre étudede 1’exposition tabagique sur le profil d’adduits exocycliques, des
différences significatives ont ététrouvées dans les niveaux d'adduits Fexception du

MDAJG réduit - entre les 2 populations non malades fumeurs et non-fumeurs. Ces premiers
résultats, trés encourageants devront f&iodjet d’une confirmation sur un plus grand

nombre d’échantillons. Par ailleurs, quelques données d’exposition tabagique ont pu étre
recueillies et des corrélations significatives ont pu étre établies entre ces données et le niveau
de certainsadduits. Cependant, aucune corrélation significative n’a été observée entre un
marqueur spécifique lié au tabagisme et les niveaux de tous les adduits a I'ADN, soit le profil
entier, chez les fumeurs dans notre étude. Les faibles effectifs de cette approche ont
grandement limité cette analyse. Pour consolider la puissance statistique, il faudrait bien

entendu de poursuivre cette analyse sur des plus grandes cohortes.

Par ailleurs, nous avons comparé les profils d’adduits dans les 2 groupes, fumeurs et non-
fumeurs, avec legariations de I’expression du méme profil dans le contexte d'une exposition

in vitro a un mélange équimolaire d'aldéhydedntérét porté par cette comparaison était
d’évaluer I’effet de 2 environnements différents sur le profil de ces adduits induits dans
I’ADN génomique extrait de cellules sanguines d’une part et un ADN nu exposé in vitro en

milieu liquide d’autre part. La présence des 9 adduits d&sssdeux types d’ADN permet de
montrer qud’organisme humain est exposé de maniére systémique aux aldéhydes et que ces
derniers peuvent exercer leur activdtédduction dans les cellules du sang. Nos résultats sont
cohérents avec un ensemble de données de la littérature. Les aldéhydes provenant de sources
endogenes ou exogenes diffusent dans les cellules et réagissent avec le GSH cyatsolique
les protéines. Une fraction des aldéhydes diffuse plus loin dans le noyau et réagit avec
I'ADN, induisant des Iésions a I'ADN (X&t al, 2016). Ainsi, les dommages a I'ADN, qui ne
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sont pas réparés efficacement dans les 48 h, peuvent induire des mutations pouvant constituer
la premiere étape de la cancérogeneése. Selon Xie et ses collegues (2016), la survie de
cellules vis-a-vis des aldéhydes faiblement toxiques dépend de la réparation de I'ADN, tandis
gue celle des aldéhydes hautement toxiques est indépendante de la réparation de I'ADN.

Au regard des résultats obterinsvitro et chez ’Homme, il serait intéressant de rechercher

les adduits dans I’ADN des cellules mononucléées prélevées du sang de policiers exposeés en
milieu professionnel et de les comparer atofils d’adduits obtenus chez les fumeurs. Notre

étude épidémiologique réalisée aupres des policiers libanais était principalement prévue pour
¢tudier la relation entre les niveaux du stress oxydant et les adduits a I’ADN générés a la fois

par des aldéhydes exogeénes, issus de la pollution urbaine, et produits de maniére endogéne.
Dans la présente étudeexposition des policiers pour 5 jours était associée a une
augmentation du niveau de MDA urinaire liée au stress oxydanfortant 1’hypothése

qu’une exposition a la pollution de I’air est en lien avec un risque accru du canden des

résultats les plus significatifs de 1’étude est la corrélation négative entre le taux du MDA

urinaire et celui du MDA plasmatique. Par conséquent, compte tenu cette augmentation du
taux de MDA urinairdiée a 1I’exposition aux aldéhydes exogenes, ces résultats suggerent la
probabilité d’une formation d'adduits a 'ADN (e.g. M1dG) médiés par un hydroperoxyde
lipidique, tel que le MDA (Blair, 2008). Ces résultats prouvent qu’il serait intéressant de
rechercher les adduits exocycliques susceptibles d'étre pramluiso et qui pourraient
constituer une nouvelle classe de biomarqueurs permettant d'évaluer les dommages a I'ADN

d’origines endogene et exogene.

En conclusion,’ensemble des études basées sur une approche adductomique restent encore

trop insuffisantes pour statuer sur I’intérét des adduits exocycliques a I’ADN comme
biomarqueurs précoces de la LPO et plus largement comme biomarqueurs prédictifs du stress
oxydant en lien avec des pathologies chroniques comme le cancer. Si on veut envisager
d'inscrire ce profil d'adduits exocycliqgues dans une base de données pour l'identification et la
guantification d'adduits dans une approche adductomique, d'autres études sont nécessaires
pour statuer sur D’intérét d’utiliser 1’approche adductomique dans 1’évaluation d’une
exposition multiple aux aldéhydes. Notre approche acellulaisgebsur 1’exposition de

I’ADNct aux aldéhydes (seuls et en mélange) nous a permis de définir les conditions
expérimentales utiles pour des futur@algses d’ADN génomique extrait de cellules et de

tissus. Aussi, il serait maintenant intéressant d'évaluer, en paralléle des études en population,
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la pertinence de ce profil d'adduits comme biomarqueur d'effet précoce des aldtugdzs
LPO dans des études expérimentales en utilisant des madéli® etin vivo exposés a

différents stress oxydants.

Perspectives
Afin d’approfondir les résultats obtenus au cours de cette theése, différentes perspectives sont

envisageables.

Au regard des résultats obtenus au cours de cette thesthdantHomme, qu’in vitro, il

serait intéressant de compléter cette étude en recherchant tout particulierement les niveaux
d’adduits a I’ADN et de caractériser les profils d’adduits en lien avec une exposition
environnementale, comme le trafic routier urbain. Une corrélation avec une étude des effets
biologiques sur I’ADN en milieu professionnel apporterait un plus aux explications sur les

résultats obtenus chez les fumeurs.

Il apparait important d’étudier plus spécifiquement la variation des biomarqueurs d’effet
génotoxique précoce liée a ’exposition aux aldéhydes pouvant étre affectée par des facteurs,

tels que le mode de vie, le stress, les conditions météorologiques (variation saisonniere), les
groupes d’expositions environnementales, la variabilité en terme de pollution de fond versus
pollution de proximité, le nombre de voiture par minute, la densité du trafic rdidiget

cumulatif, la génétique et les expositions environnementales passées.
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Abstract

Human exposure to aldehydes is implicated in multiple diseases including cancer. These
compounds can react with nucleophilic sites in DNA to form reversible and irreversible
modifications because they are strong electrophiles. These modifications, if not repaired, can
contribute to disease pathogenesis. The aim of our study was to provide a mass spectrometry
(MS)-based profiling method for identifying potential biomarkers of aldehydes exposure. We
have developed and validated a highly sensitive method using liquid chromatography-
electrospray ionization-tandem mass spectrometry (LC-ESI-MS/MS) for the simultaneous
guantitation of 9 exocyclic DNA adducts derived from 8 main exogenous and endogenous
aldehydes, namely formaldehyde, acetaldehyde, acrolein, crotonaldehyde, malondialdehyde,
4-hydroxy-2-nonenal, glyoxal and methylglyoxal. Finally, we applied the established method
to quantify adducts in genomic DNA isolated from both a smoker and a non-smoker blood

samples.

Keywords: aldehydes; cancer; oxidative stress; adductomic; exposure biomarkers; analytical
method validation; ultrahigh performance liquid chromatography -electrospray ionization-

tandem mass spectrometry.
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1. INTRODUCTION
Aldehydes are widespread in the environment (Altenebse, 2015). Exposure to aldehydes
can be through inhalation of outdoor and indoor emissions but also through ingestion of
several foods. Aldehydes are also found in tobacco smoke (IARC mono 38 and Wtnder
al., 1965), automobile exhaust, and other emissions due to industrial processes and
combustion of fossil fuels, wood, plastics, kerosene, cotton, biogenic and biomass. Aldehydes
can also be produced by overheating frying oils and cooking (IARC mono vol. 36, 88, 109;
Esterbaueet al, 1991). In addition, aldehydes occur as intermediates of metabolic activation
of a wide range of xenobiotics, including alcohol (IARC mono 36), therapeutic agents
(Alarcon and Meienhofr, 1971), environmental carcinogens (VWdraj, 1988) and amino
acids (IARC mono 88). They are also produced endogenously by biosynthesis of lipids
(Hecker and Ullrich, 1989) and by oxidative stress-induced lipid peroxidation. The main
process is likely to be the salled B-cleavage reaction of lipid alkoxy-radicals (Esterbaater
al., 1990 and for review Esterbauet al, 1991). Therefore, aldehydes represent a major
component of the exposome.
Indeed, the International Agency for Research on Cancer (IARC) classifies formaldehyde as
carcinogen (category 1), acetaldehyde as category 2B but also carcinogen wken it
associated with alcoholic beverages, acrolein, crotonaldehyde, malondialdehyde and
methylglyoxal as category 3 (IARC, 2019). Most of them can damage DNA by reaction with
exocyclic amino group of DNA bases, resulting in the formation of promutagenic lesions that
increase the risk of cancer development (for review see Voulgaricby 2011).
Among the aldehydes produced by lipid peroxidation, 4-hydroxy-2-nonenal and
malondialdehyde can also form exocyclic DNA adducts. Thus, they are considered to
contribute to the mutagenic and carcinogenic effects associated to oxidative stress and

consequently, the development of cancer (Hal.e2002 and Marnett, 1999).
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The future challenge is ultimately to identify and validate the aldehyde-bases adducts as
biomarkers associated with both endogenous and environmental aldehydes exposures and
cancer risk.

Since adducts play an important role in aldehydes genotoxicity and occur at very low levels
in vivo, a sensitive and accurate method for quantification of these adducts is required for the
analysis of a small amount of DNA in human samples. Recently, liquid chromatography
coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) has become a method of choice for the
guantification of modified nucleosides such as DNA adducts. The two main advantages of
the development of LC-MS/MS arkthe ability to fill all the exocyclic adducts with in this
case, a gain in sensitivity, compared to the method of referéRdeostlabeling and) the
proposition of screening methods to identify any DNA adduct.

In this work, we developed and validated a novel sensitive method using isotope dilution
ultrahigh performance liquid chromatography -electrospray ionization- tandem mass
spectrometry (UHPLC-ESI-MS/MS), for simultaneous detection and quantification of 9
exocyclic DNA adducts derived from 8 main exogenous and endogenous aldehydes, namely
formaldehyde (FA), acetaldehyde (AA), acrolein (Acro), crotonaldehyde (Croto),
malondialdehyde (MDA), 4-hydroxy-2-nonenal (HNE), glyoxal (Gx) and methylglyoxal
(MG). The method was validated according to the European Medicines Agency (EMA)
guideline on bioanalytical method validation. The aim of this study is first, economical
because levels of these adducts can be compared in a single experiment, minimizing
biological samples size, labor, consumable materials and analysis time. It aims also to

establish profiles of exocyclic DNA adducts and may serve for adductomic approaches.
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2. EXPERIMENTAL

2.1 Chemical Hazards
Aldehydes are volatiles, highly reactive compound, and known carcinogens and mutagens.
Caution should therefore be exercised in the handling of the compounds; they should be

handled within a fume hood using appropriate personal protection equipment (PPE).

2.2.Chemicals and Enzymes
2’-Deoxyguanosine (dG) was obtained from Alfa Aesar (Karlsruhe, Germah@uo,[
>Ns] dG was purchased from Toronto Research Chemicals (Toronto, ON, Canada). Acrolein,
crotonaldehyde, acetaldehyde, formaldehyde (37% in water), glyoxal solution (40% in
water), pyruvaldehyde solution (40% in water), 4-hydroxynonenal-dimethyl acetal (HNE-
DMA), 1,1,3,3-tetraethoxypropane, sodium cyanoborohydride (N@BH calf thymus
DNA, alkaline phosphatase grade | from calf intestine, phosphodiesterase Cfatatus
adamenteusenom, deoxyribonuclease Il type V from bovine spleen and nuclease P1 from
Penicillium Citrinum were all purchased from Sigma-Aldrich (Stenheim, Germany).
Phosphodiesterase Il SPH was obtained from Worthington Biochemical (Lakewood, NJ,
USA). Potassium phosphate monobasic {RE,) was procured from Fluka (Steihem,
Germany). LC-MS grade water, methanol, glacial acetic acid and acetonitrile were all
obtained from VWR (Kelsterbach, Germany). The DNA extraction kit Nucledb@m®i100
was purchased from Macherey-Nagel (Duren, Germany). HNE solution was prepared from
HNE-DMA following the instructions of the supplier company (Sigma-Aldrich). MDA
solution was obtained by hydrolysis of 1,1,3,3-tetraethoxypropane as previously described

(Setoet al, 1983).
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2.3.Chromatography
Purification and quantification of synthesized standards were carried out on a Shimadzu
UHPLC system equipped with 2 Nexera X2 LC-30AD pumps, a DGUsR@dAgassing unit
and a SPD-20A prominence UV/Vis detector (Shimadzu, Kyoto, Japan). The instrument was
equipped with a Rheodyne injector (Rheodyne, Rohert Park, CA, USA) and a Varian ProStar
column oven (Varian, Walnut Creek, CA, USA). The analytical column used for standards
purification and quantification was Atlantig3 OBD™ Prep column 100A, 10 x 250 mm, 5
um (Waters, Milford, MA, USA). The mobile phases were water (A) and pure methanol (B).
The column temperature was kept at 50 °C and the flow rate was 2 mL/min. Different elution
gradient systems were adapted to purify and quantify synthesized adducts. Systems 1 started
with 2% B, followed by a linear gradient up to 20% B at 15 min, which was held for 5 min,
followed by 10 min at 80% B, and then re-equilibrated to the starting conditions for 5 min.
The UV detector was set at 254 and 259 nm. System 2 started with 20% B, followed by a
linear gradient up to 80% B at 10 min, which was held for 5 min, and then re-equilibrated to
the starting conditions for 5 min. The UV detector was set at 254 and 260 nm. System 3
started with 2% B, followed by a linear gradient up to 20% B at 15 min, which was held for 5
min, followed by a linear gradient up to 80% B for 10 min, which was held for 5 min, and
then re-equilibrated to the starting conditions for 5 min. The UV detector was set at 254 nm.
System 4 started with 20% B, followed by a linear gradient up to 80% B at 5 min, which was
held for 10 min, and then re-equilibrated to the starting conditions for 5 min. The UV
detector was set at 259 nm. System 5 started with 2% B, followed by a linear gradient up to
20% B at 15 min, which was held for 15 min, followed by a linear gradient up to 90% B at 40
min, hold for 10 min, and then re-equilibrated to the starting conditions for 10 min. The UV
detector was set at 255 nm. System 6 started with 2% B, followed by a linear gradient up to

15% B at 15 min, which was held for 10 min, followed by 5 min at 80% B, and then re-
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equilibrated to the starting conditions for 5 min. The UV detector was set at 254 nm. System
7 ran an isocratic elution of 80% B. The UV detector was set at 259 nm.

The UHPLC system, coupled to the mass spectrometer, was equipped with Shimadzu CBM-
20A communications bus module, 2 DGU-2QAlegassing units, a CTO-20AC prominence
oven, a Nexera X2 SIL-30AC autosampler and 2 Nexera X2 LC-30AD pumps (Shimadzu,
Kyoto, Japan). The analytical column used for analytes separation was a reversed phase
Acquity Cig UPLC® HSS C18 SB 1.0 x 150 mm, 1.8 pm (Waters, Ireland) with the following
solvents: mobile phase A, 0.1% acetic acid in water and mobile phase B, 0.1% acetic acid in
methanol/acetonitrile (50/50). The column temperature was kept at 50 °C and the flow rate
was maintained at 0.2 mL/min using an injection volume of 2.5 pL. The elution pump
gradient ramped from 5% B, up to 80% B at 2.5 min, which was held for 1.5 min, and then

re-equilibrated to the starting conditions for 3 min thus, the run to run time was 7 min.

2.4.Mass spectrometric conditions
The separation system interfaces with a triple quadrupole MS (E88BBPIus, Shimadzu).
The electrospray ionization source was set in the positive ion mode as follows: drying gas
flow, 10 L/min; nebulizer gas flow, 3 mL/min; ion spray voltage, -4500 V; heat block
temperature, 280 °C and desolvation line temperature, 150 °C. Nitrogen was used for both
nebulization and desolvation. High purity Argon was used as the collision gas.
Each standard was individually verified by full scan mass spectrometry and analyzed for at
least three times in selected ion monitoring (SIM) mode with an injection volume of 1 uL.
The initial products corresponding to each standard were characterized bymikeir
(precursors MH+). Collision energies were set at 10, 20 and 30 V for product ion scan of
MH+. A multiple reaction monitoring (MRM) mode was then adopted for optimization of

standards transitions. The 2 most intensive mass transitions were selected for each standard
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useful for its identification and quantification and 1 transition for each internal standard. The
primary mass loss for all adducts was 116 amu and 121 amu corresponding to loss of
deoxyribose (dR) and labeled dR, respectively. Mass transition and optimized MRM

parameters are detailed in table 1.

2.5. Preparation of DNA Adducts Standards
Adducts standards were synthesized according to previous st8dgs€mentary dateable
S-1). Briefly, dG was incubated with aldehyde in phosphate buffer (PB) under gentle stirring.
In the case of FA, AA and MDA adduct synthesis, the solution was reduced just after the
incubation by the addition of NaBEN, and it was allowed to stand for 30 min at room
temperature. A second aliquot of NagN was then added, and the mixture was incubated
at 37 °C for 30 min. This procedure was repeated once more (\&aaly 2000). The
addition of NaBHCN leads to the formation of?thyl-dG, N-methyl-dG and 5,6-dihydro-
M,dG, the most stable adducts of AA, FA, and MDA, respectively. Adducts names and
structures are represented in table 2.
The purification of synthesized adducts was performed on LC-UV following different
systems. AcrodG, reduced FAdG, reduced MDAdG and GxdG were purified on system 1;
whereas, CrotodG isomers were purified on system 2. The purification of reduced AAdG and
HNEdG was performed on systems 3 and 4, respectively; whereas, isomers of CEdG and
cMGdG were purified on systems 5 and 6, respectively. Retention times of dG and all
adducts are shown iSupplementary datéable S-2. The fractions containing each adduct
were combined, followed by concentration under vacuum using a Sp&edvac
The amount of each synthesized adduct was quantified using LC-UV with the same
chromatographic conditions as their purification except for cMGdG and HNEdG quantified

on systems 5 and 7, respectively. Knowing the retention times of adducts, peaks areas were
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noted and the amount of each purified adduct was calculated according to the equation
Ci=Ai/gik (A: adduct peak area; e: adduct extinction coefficient; k: instrument response
constant). Further quantification details and calculation are provid8dpplementary data

text 1 andSupplementary dat@ble S-3.

Isotopically labeled standards were synthesized at small scale by incubation of 1 mg/mL of
[**C10, °N:5]dG with aldehydes under constant stirring at 37 °C. For each labeled adduct
synthesis, 3 solvents were tested and the choice between PB, DMF and DMSO was done with
respect to the best yield and purity of adducts synth&ipplementary datéable S-4).
Similarly to above, just after the incubation, labeled adducts of AA, FA and MDA were
reduced by the addition of NaBEN to their stable forms‘{Cio, **Ns]Nethyl-dG, [°Cyo,
1>N5]N2-methyl-dG and 5,6-dihydro<jCio, °Ns]M1dG, respectively. Labeled standards were
purified on the same LC-UV systems as their homologues. The fractions containing each
labeled adduct were combined and concentrated under vacuum to obtain a final volume of
approximately 200 puL. The absence of unlabeled adducts was checked on LC-MS/MS and
seemed consistent with the purity &iGi0, *°Ns]dG. The final concentration of each labeled

adduct was evaluated by comparison to a solution at 100 ppb of their unlabeled homologues.

2.6. Samples preparation
Two human blood samples, from a smoker and a non-smoker, were used for method
application on biological samples. From each donor, a 5 mL sample of venous blood was
withdrawn into a BD Vacutain&rspray-coated ¥EDTA tube then, immediately frozen at -
80 °C. The DNA was extracted from whole blood using Macherey-Nagel kit (Macherey-
Nagel, Nucleoboriti CB 100). The DNA was purified using the NucleoBBrXG 100
column. The sample was loaded into the column and washed three times with specific buffer

then, the DNA was eluted from the column with adequate buffer and isopropanol was added
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for DNA precipitation. After washing step with 70% ethanol in water, the DNA was reduced
with NaBH;CN as described in section 2.5 then, precipitated with NaCl (5 M) and cold
ethanol. Following the centrifugation, the supernatant was discarded and the pellet was dried
on Speedvdt then reconstituted in adjusted volume of ultrapure water to obtain a final

concentration of 1 mg/mL.

2.7.Preparation of calibration standards and quality control samples
A mixture of internal standards (IS) was prepared at 0.32 ng/mL of labeled HNEdG and 1.6
ng/mL of all the rest labeled adducts. Spiking solutions and their dilutions were prepared
daily for validation experiments. All stock and solutions were stored at -80 °C.
Calibration standards and quality control (QC) samples were prepared in 1 mg/mL calf
thymus DNA. Aliquots of 50 pg of one lot calf thymus DNA were reduced by addition of
NaBH;CN as described above. The pH was neutralized by addition of 10 pL of NaOH (0.1
M). Ice-cold ethanol was then added to the solution and mixed well by inversion until the
DNA was visible and then centrifuged at 10000 rpm for 10 min at 4 °C. The DNA was
washed with 1 mL of ethanol/water (70:30 v/v) and centrifuged again at 10000 rpm for 10
min at 4 °C. The supernatant was discarded and the pellet was dried on Spekdnac
dissolved in 50 pL of ultrapure water. To all aliquots, 25 pL of IS mixture was added.
Calibration standards at concentration levels of 0.250, 0.500, 1.000, 2.500, 5.000, 10.000,
25.000, 50.000, 100.000, 175.000 and 250.000 ng/mL were prepared by spiking the mixture
of DNA matrix and IS with 25 pL of different standards stock solutions. For determining the
inter and intraday precision and accuracy, QC samples were similarly preparéslais4
the lower limit of quantification (LLOQ) QC (5.000 ng/mL for GxdG, cMGdG and CEdG
and, 0.250 ng/mL for the other 6 adducts), low QC (10.000 ng/mL for GxdG, cMGdG and

CEdG and, 0.400 ng/mL for the other 6 adducts), medium QC (2.500 ng/mL for MDAdG and
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80.000 ng/mL for the other 8 adducts) and high QC (80.000 ng/mL for MDAdG, and 200.000
ng/mL for the rest 8 adducts). Following spiking, the DNA was enzymatically hydrolyzed by
addition of an enzymes cocktail containing phosphodiesterase 1l (0.05 U), bovine spleen
deoxyribonuclease Il (5 U) arenicillium Citrinumnuclease P1 (1 U) in 10 pL of adequat
buffer (pH 6). The mixture was incubated under gentle stirring for 2h at 37 °C. A second step
consisted of the addition of calf intestine alkaline phosphatase (4®raiglus adamenteus
venom phosphodiesterase | (0.03 U) and 14 pL of adequate buffer (pH 8). Again, the mixture
was incubated under gentle stirring for 2h at 37 °C. The reaction was stopped by the addition
of 8 uL of HCI (0.1 M), 13.5 pL of NaCl (5 mM), and cold ethanol for enzymes
precipitation. The mixture was centrifuged at 10000 rpm for 10 min at 4 °C. The supernatant
solution was transferred to a new tube and evaporated to dryness. The hydrolyzed DNA was
reconstituted in 20 pL of HPLC grade water and transferred to HPLC vials containing low
volume inserts for analysis on LC-MS/MS. The pellet containing the remaining non-
hydrolyzed DNA was dried and redissolved in ultrapure water, then quantified by UV

spectroscopy on NanodrBfor evaluation of hydrolysis yield.

2.8. Method validation
The developed method was validated, according to the European Medicines Agency (EMA)
guideline on bioanalytical method validation (EMA, 2011), in terms of selectivity, carry-
over, limits of quantification (LOQ), inter and intraday accuracy and precision, matrix effects
and linearity.
Since aldehydes DNA adducts are naturally present in DNA, matrix-matched calibration with
internal standard correction was selected for the current work. The analytes standards were

spiked into one lot of reduced calf thymus DNA as described above. A sufficient quantity of
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homogenous reduced DNA was used for all validation solutions to avoid variability of the

subsamples results due to inhomogeneity.

2.8.1. Selectivity

The first step in method validation is to assess selectivity of the method. The latter should be
able to differentiate the analytes of interest and IS from endogenous components in the
matrix. An IS should be used and should preferably be a related standard with a retention
time close to that of the analyte. It must be added to the fraction to be analyzed at the
beginning of the experiment and must have an appropriate form, particularly suitable for MS
detection. The analyte shall elute at the characteristic retention time that is tgpitta
corresponding calibration standard under the same experimental conditions. Identification
criteria, specified in Commission Decision 2002/657/EC, consist also in the presence of 4
identification points: the precursor ion and 2 daughter ions (Commission Decision no.

2002/657/EC).

2.8.2. Carry-over
Carry-over was assessed by injecting methanol after the highest calibration level for each

adduct. Analytes peaks should not exceed 20% of the LLOQ and 5% for the IS.

2.8.3. Lower limit of quantification
The lower limit of quantification (LLOQ) is the lowest concentration of analyte in a sample
which can be quantified. Knowing that the blank matrix contains almost all analytes, the
peaks areas of the lowest levels of the DNA calibration curves were considered for regression
analysis and the LLOQ was defined as the lowest calibration standard with an acceptable

accuracy and precision (<20%
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2.8.4. Accuracy and precision

For determinations of accuracy and precision within-run (intraday) and between-run (inter-
day), QC samples were analyzed in 4 levels (LLOQ QC, low QC, medium QC and high QC)
against the calibration curves. To determine within-run accuracy, a minimum of 5 samples
per QC were analyzed in a single run and the obtained concentrations were compared with
the nominal value (as percentage). The within-run precision was expressed by the coefficient
of variation (CV) between the repeated individual measures of analyte. Whereas, QC samples
from at least 3 runs done on at least 2 different days were analyzed and similar caleslati
above evaluated the between-run accuracy and precision. Acceptance criteria for both within

and between-run were + 20% for the LLOQ QC and £ 15% for the other QC levels.

2.8.5. Matrix effects
Matrix effects were investigated by calculating the ratio between the slopes of analytes in
matrix-matched calibration curves and the slopes of analytes-only calibration curves. For that
reason, calibration standards at same concentration levels were prepared by spiking 50 pL
water with 25 pL of IS mixture and 25 pL of different standards stock solutions. The
calibration curves were obtained by plotting peak area of each analyte versusdstanda
concentrations. Therefore, the ratio of both slopes expressed the matrix factor (MF). Besides,
the IS-normalized MF was also calculated by dividing the MF of the analyte by the MF of the
IS which was done in the same way as above but by plotting peak area ahabgé to its

corresponding labeled IS.

2.8.6. Linearity
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In order to determine the linearity of the method, DNA calibration solutions were prepared in

a range of 0.250 ng/mL to 250.000 ng/mL (levels are listed in section 2.7). The analysis was
performed in replicate run; over three validation runs were constructed to establish acceptable
DNA calibration curve for each adduct in at least three days of validation. Shimadzu
LabSolutions software (version 5.86 SP1) was used to create standard curves and to calculate
adduct concentrations. The calibration curves were obtained by plotting peak area ratio of
each analyte to its corresponding labeled IS versus standard concentrations. The back
calculated concentrations of the calibration standards must be within + 15% of the nominal
value, with the exception for the LLOQ for which it must be within + 20%. At least 75% of

the calibration standards, with a minimum of six calibration standard levels, should fulfill this

criterion.

2.9. Application of the validated method

For analytical validation on samples of biological origin, two human blood samples, from a
smoker (30 cigarettes per day) and a non-smoker, were obtained from Tabacology Unit at
CHU UCL Namur asbl in Belgium. Both donors were females aged of 55 years old. Ethical
approval for the blood collection was obtained from the ethical committee of CHU UCL
Namur Godinne (NUB: B039201316167). Blood samples were collected from non-smokers
and from smokers before smoking cessation at their first visit to the unit. After sample
treatment detailed in section 2.6, a 50 pg aliquot of each extracted genomic DNA was
enzymatically hydrolyzed after addition of 25 pL of IS mixture and processed as previously
described in section 2.7. QC samples were run between samples injections to verify
sensitivity and instrumental performance. The level of DNA adducts was calculated using the

formula (Li etal., 2017):
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Relative adduct level = [DNA adducts concentration (ng/mL)/MW of DNA adducts] / [DNA
concentration (ng/mL)/Mean MW of bases] (equation 1)
With mean MW of bases = 3240, the obtained results were multiplied ‘byrid the levels

of adducts were expressed as adducts penudeotides.



342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

3. RESULTS

3.1. Method validation
The validation of the developed method was succeeded for selectivity, carry-over,
limits of quantification, inter and intraday accuracy and precision, matrix effects and

linearity.

3.1.1. Selectivity
The method is able to differentiate the analytes of interest and IS from endogenous
components in the matrix since a stable isotope labeled form for each analyte was used as an
IS, which is particularly suited for MS detection. It was added to the DNA matrix at the
beginning of the experiment before hydrolysis step and had a very close retention time to the
corresponding analyte. In addition, analytes were identified by the presence of 4 confirmation
points: the precursor ion and 2 daughter ions figured in a transition of quantification and a

second transition of confirmation per analyte.

3.1.2. Carry-over
No significant chromatographic peak greater than 20% of the LLOQ and 5% for the IS
response was detected when analyzing adducts and IS in methanol injection after ULOQ

injection. These results confirm the absence ofyeaver.

3.1.3. Lower limit of quantification
The level of 0.250 ng/mL is the LLOQ of the six following adducts: AcrodG, CrotodG,

reduced AAdG, reduced FAdG, HNEdG and reduced MDAdG. Whereas, CEdG, cMGdG
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and GxdG were quantified starting 5.000 ng/mL. Both accuracy and precision values did not

exceed + 20%.

3.1.4. Accuracy and precision
Accuracy and precision were determined for each adduct per QC in a single run and between
3 different runs. They were all within £ 20% for LLOQ and + 15% for other samples as

shown in tables 3 and 4 for inter and intraday evaluations, respectively.

3.1.5. Matrix effects
The CV of IS-normalized MF was within £ 14.01% for all adducts except reduced FAdG, for
which IS-normalized MF varied of + 41.39%. Therefore, we selected to quantify adducts

against DNA matrix calibration standards spiked with the same amount of IS mixture.

3.1.6. Linearity

Linearity was assessed through three runs of validation, in each, one DNA calibration
curve was established per analyte, plotted to its corresponding labeled IS. However, we
selected to use the reducédCho, °Ns]FAJG to establish reduced AAdG linearity knowing
that, its corresponding IS was still used to identify the adduct. Simil&iGso] **Ns]CrotodG
served to establish GxdG and cMGdG linearity and their labeled homologues helped to
determine adducts retention times. All DNA calibration curves were linear weighted by 1/X
andthe back calculated concentrations of the calibration standards, with a minimum of six
levels, were within £ 15% of the nominal value (maximal values are shown in table 5), with
the exception for the LLOQ for which it was within + 20%. Linearity was obtained aver
range of 0.250 ng/mL to 250.000 ng/mL for AcrodG, CrotodG, reduced AAdJG and reduced

FAdG. Whereas, for reduced MDAdG, it covered a range of 0.250 ng/mL to 100.000 ng/mL.
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For GxdG, cMGdG and CEdG, linearity was determined from 5.000 ng/mL to 250.000

ng/mL.

3.2. Application of the validated method
The developed method was applied to determine simultaneously the concentration of the
studied adducts in extracted genomic DNA from a smoker blecglisa non-smoker blood.
The cigarette smoke contains many aldehydes known to link covalently DNA bases for which
DNA adduct can be considered as biomarker of smoking exposure. The exocyclic DNA
adducts were identified in the samples by the presence of a parent ion and 2 daughter ions for
each adduct. In addition, the retention time of each adduct in the sample was compared to the
retention time of its labeled IS and to that in calibration standards. QC samples analyzed
between human samples confirmed instrument performance.
Adducts at the LLOQ and above were quantified against DNA calibration curve and the
relative adduct level (RAL) was calculated using equation I. A significant difference in
adducts levels (figure 1) was remarkable between both samples.
In the smoker blood DNA, the level of CrotodG was 28.33 adducts pemd@nal
nucleotides, whereas, the level of AcrodG was 4.13 adducts Pamot@al nucleotides.
Reduced FAdG occurred in a higher level of 6.33 adducts perdtfhal nucleotides on the
contrary to HNEdG and reduced MDAdG present at levels of 0.65 and 3.5 adducts per 10
normal nucleotides, respectively. However, CEJdG was quantified in the sample at a level of
9.42 adducts per Imormal nucleotides while, cMGdG and GxdG were not quantifiable
since they were below the LLOQ.
In the DNA of non-smoker blood, AcrodG was not quantifiable and, CrotodG and reduced
FAdG occurred at very low levels (1.15 and 0.08 adducts pémafmal nucleotides,

respectively) comparing to their levels in smoker blood DNA. In contrast, the level of
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reduced MDAdG was slightly higher (4.33 adducts pérmt®mal nucleotides), whereas, the
level of HNEAG was slightly lower (0.62 adducts pef a6rmal nucleotides). Besides, non-
smoker blood DNA contained cMGdG and GxdG at levels of 26.88 and 3.09 adduct$ per 10
normal nucleotides. In addition, CEdG was the most relevant adduct in non-sbieker
occurring at a level of 41.88 adducts pef a6rmal nucleotides.

On the other hand, it was clearly remarkable that in both samples, reduced AAJG was not

quantifiable.
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4. DISCUSSION

Given the implication of exocyclic DNA adducts in biomonitoring risk assessment, many
UHPLC-ESI-MS/MS methods have been developed for their simultaneous detection and
guantification. Churchwelet al. developed a method for simultaneous quantification of 4
adducts one of them is the non-reduced adduct of MDA (Churcletvall, 2002), whereas

Yin et al. succeeded to separate and quantify dG, dC and dA adducts of acrolein and their
isomers (Yinet al, 2013). Similarly, Zhangt al. developed a method to quantify both
diastereomers of CrotodG (Zhaeg al, 2016). Sixteen DNA adducts were simultaneously
analyzed in human lung biopsy specimens, most of them were ethenoadducts with one
exocyclic adduct corresponding to non-reduced adduct of MDA (Magtiext, 2015). All

these methods were using isotopically labeled standards of each adduct as internal standard
but, to our knowledge, none of them was fully validated according to international guidelines.
For this purpose, we synthesized adducts standards as described in many earlier studies and
their isotopically labeled homologues were prepared in the same manner but at a small scale.
Synthesized adducts are chemically stable when present in DNA; however those of AA, FA
and MDA are considered unstable once DNA is hydrolyzed into 2’-deoxynucleosides (Wang

et al, 2000). For this reason, reduction step using N#&BHwas essential to quantify
unstable adducts via the quantification of their reduced corresponding adductse&Wéang

2006).

The choice of column, the LC solvent, the type and concentration of buffer are all critical
aspects for good chromatography, but also for improving MS sensitivitygivat, 2013;

Guo and Turesky, 2016). One of the most critical point in the method development is the
separation of the DNA adducts from the four normal nucleosides. Indeed, even if an MS
detection is employed, the typical difference in concentrations between normal nucleosides

and DNA adducts ranged between®1and 16. In this situation a slight overlap in



449

450

451

452

453

454

455

456

457

458

459

460

461

462

463

464

465

466

467

468

469

470

471

472

473

chromatographic peaks corresponding to DNA adduct with the ones of normal nucleosides
will cause a serious suppression of ionization for DNA adducts. So the development of
specific analytical protocols for the quantification of oxidative DNA-adducts via LC-ESI-
MS/MS has evolved rapidly in recent years and generated significant scientific
progress (Churchwedt al, 2002). Most of the methods for the separation of DNA adducts
from aldehydes in the literature uses reversed phase chromatography coluthn. The
method using a sub-2 pm particles UHPLC column (Zhenh@l, 2016) allows quick
separation whereas over-2 pum HPLC columns leads to longer analysis time typaaig a

30 min (Churchwelkt al, 2002, Singtet al, 2009, Luet al, 2011).

In order to increase the sensitivity of the methods, some authors introduce online column
switching, capillary separation, and nanoESI has enabled detection limits of ~1 adduct in
10° nucleotides using-1L0 ug of DNA (Klaeneet al, 2013. This approach has been
successfully used to determine DNA adducts derived as a result of oxidative stress and lipid
peroxidation (Singh and Farmer, 2006). Churchwelal. (2002) reported the simultaneous
analysis of four different lipid peroxidation and oxidative stress derived DNA adducts in
DNA hydrolysates of 100 pg or less using on-line sample preparation coupled with LC-MS.
This method permitted adducts quantification at levels below one adducf inofi®al
nucleotides in untreated rat and normal human liver tissue. Shghl. (2009) have
developed a sensitive online column-switching LC-MS/MS method that allowed the dose-
dependent detection of reduced AAdJG in DNA exposed to cannabis cigarette smoke. In a
previous study, non-reduced FAdG in nasal DNA of rats exposedab,] formaldehyde

was quantified by a highly sensitive nano-UPLC-MS/MS method with 20 amol limit of
detection on a (g analytical column switching (Lwet al, 2011). Nevertheless, these
techniques lead to long analysis times (up to 50 min) due to the switching column technique

and the long retention time in capillary LC. Yat al. (2013) reported the effect of additives



474 in mobile phase for the detection of the acrolein-derived DNA adducts by LC-ESI-MS/MS
475 using reversed phase chromatography. In their report, the optimization of additive species in
476 the mobile phase enhanced the ESI-MS intensities by 2.3-8.7 times. &han(?016) also

477 reported the influence of additive for the CrotodG adducts. They have developed a sensitive
478 approach for accurate quantification of CrotodG adducts using stable isotope dilution
479 UHPLC-MS/MS analysis on ajgcolumn (2.1 mm i.d. x 50 mm, 1.8 um). The limits of

480 detection (LOLR, S/N=3) and the limits of quantification (LOQs, S/N =10) were estimated
481 about 50 amol and 150 amol, respectively. By the use of this method, both diastereomers of
482 CrotodG adducts were detected in untreated human cell line with a frequency of 0.24-0.35
483 adducts per 10nucleotides. Interestingly, ammonium bicarbonate seemed to be the best
484  choice for separation of stereoisomers of acrolein and crotonaldehyde adducts in comparison
485 to formic acid and three volatile ammonium buffers (¥iral, 2013; Zhanget al, 2016).

486 Recently, hydrophilic interaction chromatography (HILIC) has attracted attentionp as a
487 alternative to reversed-phase chromatography, because this chromatographic mode is capable
488 of separating hydrophilic and polar organic compounds (Muraletmal, 2018). Three

489 commercially available columns, which packed three different types of stationary phases
490 possessing different kinds of functional groups (aminopropyl, dihydroxypropyl, and
491 carbamoyl) bonded to the silica surface, were examined for the separation of four normal
492 deoxynucleosides together with the two DNA adducts using the mobile phase optimized for
493 ESI-MS detection. In addition to the ability for separation of hydrophilic compounds, the
494 mobile phases used in HILIC separation are generally organic solvent-rich ones, and such
495 solvent composition is suitable to improve the ionization efficiency in the ESI process by
496 enhancing the efficiency of desolvation (Sentkowskaal, 2016). The improvement of

497 sensitivity for a variety of compounds in HILIC-ESI-MS/MS has been reported compared to

498 reversed phase LC-ESI-MS/MS (Periat al, 2014). Nevertheless, to obtain a good
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separation the gradient needed to last for at least 20 min to elute dG (Muedledn2018).
Another drawback in the use of HILIC is a long time to equilibrate the column after the
gradient. This leads to long raa—+un times not compatible with large number of samples.

Thus, we selected the Acquity UPLC® HSS C18 SB (1.0 x 150 mm, 1.8 pm) column for our
separation. This UHPLC column is ag@rafted non-endcapped low-coverage high strength
synthetic silica allowed a ruto-run analysis time of 7 min with a good separation of DNA-
adducts from normal nucleosides (figure 2). In this work, the objective was to allow a fast
method for the simultaneous analysis of DNA adducts formed from 8 aldehydes dedicated to
analyze a large number of samples. Thus in order to obtain a better sensitivity we set up the
separation to combine several peaks corresponding to isomers of the same adduct in one
peak, 0.1% (v/v) acetic acid was chosen as an additive in both mobile phases after
comparison to other concentrations of the latter acid and formic acid. The elution gradient
was adjusted to minimize analysis time without losing peaks resolution and sensitivity.
Regarding the optimization of mass spectrometric conditions in our study, the most intensive
transition was the loss of deoxyribose moiety and its labeled homologue for all adducts and
internal standards, respectively. This was consistent with previous works. It was chosen for
adducts quantification by injecting 2.5 pL of samples or calibration standards starting with 50
pg of DNA. In previous developed methods, 15 pL were injected from 20 pg of DNA
solution (Yinet al, 2013); these conditions were improved to 2 pL of 5 pg DNA solution
(Zhanget al, 2016).

Our method is the first that quantifies simultaneously 9 DNA adducts from aldehydes by
using calibration in DNA. Indeed, all the published methods using calibration curves were
using calibrators prepared in water. LLOQ was determined for AcrodG at 0.25 ng/mL
corresponding to a level of 2.4 adducts pef m®rmal nucleotides. Litet al. (2005)

guantified AcrodG starting 0.02 ng/mL knowing that their method detected only one adduct
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using a calibration curve in water (L&t al, 2005). Detection sensitivity was improved by a
factor 5 when ammonium bicarbonate was used to detected simultaneously 4 adducts of
acrolein with dG, dC and dA (Yiet al, 2013). In the same publication a matrix effect of
80% was evaluated on few samples. During the validation of our method, by adding the DNA
adducts at the beginning of the sample preparation procedure, the matrix effects and
extraction recoveries were evaluated on calibration curves were found to be between 14%
and 41%, highlighting the necessity to quantify from DNA extracted calibrators. Therefore,
matrix-matched calibration standards were used to quantify adducts. Similarly, comparing to
previous studies our validated method is less sensitive than other methods since the latters
used water matrix calibration standards. LLOQ of CrotodG, HNEdG, Reduced AAdG,
Reduced FAdG and Reduced MDAdG were 2.3, 1.8, 2.6, 2.7 and 2.5 adduct5 pemidl
nucleotides, respectively corresponding to 0.25 ng/mL for each adduct which is at least in the
same order of magnitude than previous studies if the instrumental sensitivity is taken into
account, meaning that the concentration factor due to the time consuming sample
concentration (on-line or off-line) is neglected (Zhatal, 2016, Churchwelét al, 2002;

Liu et al, 2005, Liuet al, 2006 and Ltet al, 2011, Singket al.,2009). We had to raise the
LLOQ for the 3 remaining adducts GxdG (LLOQ = 5 ng/mL corresponding to 47.5 adducts
per 1d normal nucleotides), cMGdG and CEdG (LLOQ = 5 ng/mL corresponding to 45.5
adducts per 10normal nucleotides) since they are present in DNA at higher concentration
thus lowering accuracy and precision. But that means that higher levels of adductsamight b
present in DNA for these adducts.

For method application, DNA obtained from 2 human blood samples was extracted and
analyzed using our developed method. Except for reduced AAdG, cMGdG and GxdG, all
analytes were present in smoker DNA at levels ranging from 0.65 to 28.33 adduct$ per 10

normal nucleotides. In non-smoker DNA, AcrodG and reduced AAdG were not quantifiable;
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HNEdG, CrotodG and reduced FAdG occurred at lower levels unlikely to CEJG and reduced
MDAdG. Besides, non-smoker blood DNA contained cMGdG and GxdG. These differences
in both DNA adducts profiles is due to large subjeesubject variability exposure to
complex mixtures, or other confounding factors (Lew al, 2005). Our results are
contradictory to previous works on smokers and non-smokers samples. As reported by Zhang
et al. no relationship was found in AcrodG levels to self-reported time since cessation of
smoking, or to gender or age (Zhamgal, 2007). Adduct level ranged from 0.16-2.09
adducts per TOnucleotides consistent with recently reported levels of 0.285 + 0.149 AcrodG
per 10 nucleotides and 0.25 + 0.107 AcrodG per h@icleotides in smokers and non-
smokers DNA, respectively (Yarg al, 2019). Even if a difference was observed between
the AcrodG levels in both human samples in our study, the adduct levels remain consistent
with these previous studies. Concerning AA-derived adducts, their presence at unquantifiable
levels could be due @) the additional formation of CrotodG by 2 molecules of AB,poor
AA-produced sources including diet and lifestyle (food, alcoholic beverages/tobacco
consumption) and pollution (IARC 1985-2019, Gastial,2011).

Adducts levels in human samples were reported in earlier studies to be in higher levels
comparing to our LLOQ. The type of tissue sample can have a real influence on adducts
amounts. Indeed the pathological conditions contribute to adduction. For example, levels of
28-51 AcrodG adducts per 1Bormal nucleotides (Liet al, 2005) and 2.38-5.56 HNEdG

per 10 normal nucleotides (Litet al, 2006) were found in DNA of brain tissues from
Alzheimer’s disease subjects and age-matched controls; the mean level of AcrodG adducts
was about 0.9 + 0.13 adducts pef @irmal nucleotides in DNA samples of extracted human
leukocytes (Yiret al, 2013) and a level of 1 reduced AAdG pef hBrmal nucleotides was
quantified in human liver DNA (Wangt al, 2006). In addition, 0.24.35 CrotodG per10

normal nucleotides were detected in untreated human MRC5 cells (hahg2016) and
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CEdG was detected in WM-266-4 human melanoma cells at a frequency of one lesioh per 10
nucleotides (Yuaet al, 2008), and in human breast tumor at levets23adducts per 1@IG
(Synoldet al, 2008).

Our method is the first ever validated method to detect and quantify simultaneously 9
exocyclic DNA adducts formed from 8 aldehydes. It may be easily extended to the

guantification of other adducts in the future.



582 5. CONCLUSION

583 For the first time ever, we have described the development and the validation,
584 according to international guidelines, of an analytical method on UHPLC-ESI-MS/MS to
585 quantify simultaneously 9 exocyclic DNA adducts derived from 8 aldehydes from DNA
586 extracted calibrators and QCs. After synthesis, identification and quantitation of these
587 adducts and theit®Cy, N5 isotopes homologues, calibration curves were established
588 ranging from 0.250 (LLOQ) to 250.000 ng/mL (ULOQ) of adducts in both matrices water
589 and DNA in the aim to describe the response of the instrument with regard to analyte
590 concentration. Quality control samples were prepared and analyzed to prove the method
591 within-run, and between-run accuracy and precision. Absence of carry-over was also
592 checked. The method is able to differentiate the 9 analytes of interest and their homologues
593 IS using identification criteria specified by Commission Decision 2002/657/EC. The method
594 meets all the requirements listed in the EMA guidelines. This is essential to ensure the
595 acceptability of the performance and the reliability of analytical results. This first ever
596 validated method can furthermore be used in adductomic approaches especially to assess the
597 DNA damages that can be attributed to oxidative stress. These adducts are generated from
598 aldehydes obtained from external environment as well as from endogenous oxidative stress
599 related pathway. They have been proposed to be involved in the mutagenicity of oxidative
600 stress and could be used as biomarkers of the latter ([Zouki, 2004). The validated

601 UHPLC-MS/MS method was found to be enough sensitive and accurate for low-level
602 quantification of 9 exocyclic DNA adducts derived from 8 main exogenous and endogenous
603 aldehydes, namely formaldehyde, acetaldehyde, acrolein, crotonaldehyde, malondialdehyde,
604 4-hydroxy-2-nonenal, glyoxal and methylglyoxal.

605



606

607

608

609

610

611

612

613

614

Funding
This research was funded by Agence Universitaire de la Francophonie (Bureau
Moyen-Orient), by National Council of Scientific Research in Lebanon (contract No. 01-08-

15) and by Agenceed’Environnement et de la Maitrise de 1I’Energie.

Acknowledgments
The authors express their sincere thanks to Elaine Hsiao Yin Lim for her help in

English correcting. The authors declare that there is no conflict of interest.



615

616

617

618

619

620

621

622

623

624

625

626

627

628

629

630

631

632

633

634

635

636

637

638

639

References

ALARCON R. A. and MEIENHOFR J. Formation of the cytotoxic aldehyde acrolein
duringin vitro degradation of cyclophosphamide. Nature New Biology, 1971, vol. 233, pp.
250-252.

ALTEMOSE B., GONG J., ZHU T., HU M., ZHANG L., CHENG H., ZHANG L.,
TONG J., KIPEN H. M., OHMAN-STRICKLAND P., MENG Q., ROBSON M. G., ZHANG
J. Aldehydes in relation to air pollution sources: A case study around the beijing olympics.
Atmospheric Environment, 2015, vol. 109, pp. 61-69.

CHENG G., SHI'Y., STURLA S. J., JALAS J. R., MCINTEE E. J., VILLALTA P. W,,
WANG M. and HECHT S. S. Reactions of formaldehyde plus acetaldehyde with
deoxyguanosine and DNA: formation of cyclic deoxyguanosine adducts and formaldehyde
cross-links. Chemical Research in Toxicology, 2003, vol. 16, no. 2, pp. 145-152.

CHUNG F.-L. and HECHT S. S. Formation of cyclic $:atlducts by reaction of
deoxyguanosine with a-acetoxy-N-nitrosopyrrolidine, 4-(carbethoxynitrosamino)butanal, or
crotonaldehyde. Cancer Research, 1983, vol. 43, pp. 1230-1235.

CHUNG F.-L., YOUNG R. and HECHT S. S. Formation of cyclic %,N
propanodeoxyguanosine adducts in DNA upon reaction with acrolein or crotonaldehyde.
Cancer Research, 1984, vol. 44, pp. 990-995.

CHUNG F.-L. and HECHT S. S. Formation of cyclic fglyoxal-deoxyguanosine
upon reaction of N-nitro-2-hydroxymorpholine with deoxyguanosine. Carcinogenesis, 1985,
vol. 6, no. 11, pp. 1671-1673.

CHURCHWELL M. I, BELAND F. A. and DOERGE D. R. Quantification of multiple
DNA adducts formed through oxidative stress using liquid chromatography and electrospray
tandem mass spectrometry. Chemical Research in Toxicology, 2002, vol. 15, no. 10, pp.

1295-1301.



640 Commission Decision No. 2002/657/EC. Official Journal of the European
641 Communities. L 221 (2002) 8.

642 DOUKI T., ODIN F., CAILLAT S., FAVIER A. and CADET J. Predominance of the
643  1,N’-propano 2’-deoxyuanosine adduct among 4-hydroxy-2-nonenal-induced DNA lesions.
644 Free Radical Biology and Medicine, 2004, vol. 37, no. 1, pp. 62-70.

645 European Medicines Agency. Guideline on bioanalytical method validation. 2011, ref.
646 no: EMEA/CHMP/EWP/192217/2009 Rev. 1.

647 ESTERBAUER H., ECKL P. and ORTNER A. Possible mutagens derived from lipids
648 and lipid precursors. Mutation Research, 1990, vol. 238, pp. 223-233.

649 ESTERBAUER H., SCHAUR R. J. and ZOLLNER H. Chemistry and biochemistry of
650 4-hydroxynonenal, malondialdehyde and related aldehydes. (Review). Free Radical Biology
651 and Medicine, 1991, vol. 11, pp. 81-128.

652 GARCIA C.C., ANGELI J.P., FREITAS F.P., GOMES O.F., DE OLIVEIRA T.F.,
653 LOUREIRO A.P., DI M.P., MEDEIROS M.H.'{C,)- Acetaldehyde promotes unequivol
654 formation of 1,N2-propan@:-deoxyguanosine in human cells. Journal of American
655 Chemistry Society, 2011, vol. 133, pp. 9140-9143.

656 GUO J. and TURESKY R. J. Human biomonitoring of DNA adducts by ion trap
657 multistage mass spectrometry. Current Protocols in Nucleic Acid Chemistry, 2016, vol. 66,
658 pp. 7.24.1-7.24.25.

659 HECKER M. and ULLRICH V. On the mechanism of prostacyclin and thromboxane
660 A, biosynthesis. The Journal of Biological Chemistry, 1989, vol. 264, no. 1, pp. 141-150.
661 HU W., FENG Z., EVELEIGH J., IYER G., PAN J., AMIN S., CHUNG F.-L. and

662 TANG M.-S. The major lipid peroxidation product, trans-4-hydroxy-2-nonenal, preferentially
663 forms DNA adducts at codon 249 of human p53 gene, a unique mutational hotspot in

664 hepatocellular carcinoma. Carcinogenesis, 2002, vol. 23, no. 11, pp. 1781-1789.



665

666

667

668

669

670

671

672

673

674

675

676

677

678

679

680

681

682

683

684

685

686

687

688

689

International Agency for Research on Cancer. IARC monographs on the evaluation of
the carcinogenic risk of chemicals to humans: allyl compounds, aldehydes, epoxides and
peroxides. Lyon: secretariat of the World Health Organization, 1985, vol. 36, 369 p.

International Agency for Research on Cancer. IARC monographs on the evaluation of
the carcinogenic risk of chemicals to humans: Tobacco smoking. Lyon: secretariat of the
World Health Organization, 1986, vol. 38, 432 p.

International Agency for Research on Cancer. IARC monographs on the evaluation of
the carcinogenic risks to humans: Formaldehyde, 2-butoxyethanol and 1-tert-butoxypropan-
2-ol. Lyon: secretariat of the World Health Organization, 2006, vol. 88, 497 p.

International Agency for Research on Cancer. IARC monographs on the evaluation of
the carcinogenic risk of chemicals to humans: outdoor air pollution. Lyon: secretariat of the
World Health Organization, 2016, vol. 109, 448 p.

International Agency for Research on Cancer. IARC monographs on the identification
of carcinogenic hazards to humans: Agents classified by the IARC monographs. Lyon:
secretariat of the World Health Organization, 2019, vol. 1-123.

KLAENE J. J., SHARMA V. K., GLICK J. and VOUROQOS P. The analysis of DNA
adducts: the transition from 32P-postlabelling to mass spectrometry. Cancer Letters, 2013,
vol. 334, pp. 10-19.

LI X., LIU L., WANG H., CHEN J., ZHU B., CHEN H., HOU H., HU Q.

Simultaneous analysis of six aldehyde-DNA adducts in salivary DNA of nonsmokers and
smokers using stable isotope dilution liquid chromatography electrospray ionization-tandem
mass spectrometry. Journal of Chromatography B, 2017, vol. 1060, pp. 451-459.

LIU X., LOVELL M. A. and LYNN B. C. Development of a method for quantification

of acrolein-deoxyguanosine adducts in DNA using isotope dilution-capillary LC/MS/MS and

its application to human brain tissue. Analytical Chemistry, 2005, vol. 77, pp. 5982-5989.



690

691

692

693

694

695

696

697

698

699

700

701

702

703

704

705

706

707

708

709

710

711

712

LIU X., LOVELL M. A. and LYNN B. C. Detection and quantification of endogenous
cyclic DNA adducts derived from trans-4-hydroxy-2-nonenal in human brain tissue by
isotope dilution capillary liquid chromatography nanoelectrospray tandem mass
spectrometry. Chemical Research in Toxicology, 2006, vol. 19, no. 5, pp. 710-718.

LU K., MOELLER B., DOYLE-EISELE M., MCDONALD J. and SWENBERG J. A.
Molecular dosimetry of N2-hydroxymethyl-dG DNA adducts in rats exposed to
formaldehyde. Chemical Research in Toxicology, 2011, vol. 24, pp. 159-161.

MARNETT L. J. Lipid peroxidation-DNA damage by malondialdehyde. Mutation
Research, 1999, vol. 424, pp. 83-95.

MONIEN B. H., SCHUMACHER F., HERRMANN K., GLATT H., TURESKY R. J.
and CHESNE C. Simultaneous detection of multiple DNA adducts in human lung samples by
isotope-dilution UPLC-MS/MS. Analytical Chemistry, 2015, vol. 87, pp. 641-648.

MURAKAMI H., HORIBA R., IWATA T., MIKI Y., UNO B. SAKAI, T., KANEKOC
K., ISHIHAMAD Y., TESHIMAA N. and ESAKA, Y. Progress in a selective method for the
determination of the acetaldehyde-derived DNA adducts by using HILIC-ESI-MS/MS.
Talanta, 2018, vol. 177, pp. 12-17.

PERIAT A., KOHLER I., BUGEY A., BIERI S., VERSACE F., STAUB C. and
GUILLARME D. Hydrophilic interaction chromatography versus reversed phase liquid
chromatography coupled to mass spectrometry: effect of electrospray ionization source
geometry on sensitivity. Journal of Chromatography A, 2014, vol. 1356, pp. 211-220.

SENTKOWSKA A., BIESAGA M., and PYRZYNSKA K. Application of hydrophilic
interaction liquid chromatography for the quantification of flavonoids in genista tinctoria

extract. Journal of Analytical Methods in Chemistry, 2016, vol. 2016, 9 p.



713

714

715

716

717

718

719

720

721

722

723

724

725

726

727

728

729

730

731

732

733

734

735

736

SETO H., OKUDA T., TAKESUE T. and IKEMURA T. Reaction of malonaldehyde
with nucleic acid. I. Formation of fluorescent pyrimido[1,2-a]purin-10(3H)-one nucleosides.
The Chemical Society of Japan, 1983, vol. 56, no. 6, pp. 1799-1802.

SHUCK S. C.,, WUENSCHELL G. E. and TERMINI J. S. Product studies and
mechanistic analysis of the reaction of methylglyoxal with deoxyguanosine. Chemical
Research in Toxicology, 2018, vol. 31, no. 2, pp. 105-115.

SINGH R. and FARMER P. B. Liquid chromatography-electrospray ionization-mass
spectrometry: the future of DNA adduct detection. Carcinogenesis, 2006, vol. 27, no. 2, pp.
178-196.

SINGH R., SANDHU J., KAUR B., JUREN T., STEWARD W. P., SEGERBACK D.
and FARMER P. B. Evaluation of the DNA damaging potential of cannabis cigarette smoke
by the determination of acetaldehyde derivéeedhyl-2’-deoxyguanosine adducts. Chemical
Research in Toxicology, 2009, vol. 22, no. 6, pp. 1181-1188.

SYNOLD T., XI B.,, WUENSCHELL G. E., TAMAE D., FIGAROLA L. G,,
RAHBAR S. and TERMINI J. Advanced glycation end products of DNA: quantification of
N (1-carboxyethyl)2’-deoxyguanosine in biological samples by liquid chromatography
electrospray ionization tandem mass spectrometry. Chemical Research in Toxicology, 2008,
vol. 21, no. 11, pp. 2148-2155.

VOULGARIDOU G. P., ANESTOPOULQOS I., FRANCO R., PANAYIOTIDIS M. I.
and PAPPA A. DNA damage induced by endogenous aldehydes: current stage of knowledge.
Mutation Research, 2011, vol. 711, pp. 13-27.

WANG M., CHUNG F.-L. and HECHT S. S. Identification of crotonaldehyde as a
hepatic microsomal metabolite formed by a-hydroxylation of the carcinogen N-

Nitrosopyrrolidine. Chemical Research in Toxicology, 1988, vol. 1, no. 1, pp. 28-31.



737

738

739

740

741

742

743

744

745

746

747

748

749

750

751

752

753

754

755

756

757

758

759

760

WANG M., MCINTEE E. J., CHENG G., SHI Y., VILLALTA P. W. and HECHT S.

S. Identification of DNA adducts of acetaldehyde. Chemical Research in Toxicology, 2000,
vol. 13, no. 11, pp. 1149-1157.

WANG M., YU N., CHEN L., VILLALTA P. W., HOCHALTER J. B. and HECHT S.

S. Identification of an acetaldehyde adduct in human liver DNA and quantitatio-as N
ethyldeoxyguanosine. Chemical Research in Toxicology, 2006, vol. 19, no. 2, pp. 319-324.

WINTER C. K., SEGALL H. J. and HADDON W. F. Formation of cyclic adducts of
deoxyguanosine with the aldehydes trans-4-hydroxy-2-hexenal and trans-4-hydroxy-2-
nonenal in vitro. Cancer Research, 1986, vol. 46, pp. 5682-5686.

WYNDER E. L., GOODMAN D. A. and HOFFMAN D. Ciliatoxic components in
cigarette smoke. Il. Carboxylic acids and aldehydes. Cancer, 1965, vol. 18, no. 4, pp. 505-
500.

YANG J., BALBO S., VILLALTA P. W. and HECHT S. S. Analysis of acrolein-
derived 1,N-propanodeoxyguanosine adducts in human lung DNA from smokers and non-
smokers. Chemical Research in Toxicology, 2019, vol. 32, no. 2, pp. 318-325.

YINR., LIUS., Zhao C., LU M., TANG M. S. and WANG H. An ammonium
bicarbonate-enhanced stable isotope dilution UHPLC-MS/MS method for sensitive and
accurate quantification of acrade DNA adducts in human leukocytes. Analytical Chemistry,

2013, vol. 85, pp. 3190-3197.

YUAN B., CAO H., JIANG Y., HONG H. and WANG Y. Efficient and accurate
bypass of NZ1-carboxyethyl)2’-deoxyguanosine by DinB DNA polymerase in vitro and in
vivo. Proceedings of the National Academy of Sciences, 2008, vol. 105, pp. 8679-8684.

ZHANG S., VILLALTA P. W.,, WANG M. and HECHT S. S. Analysis of

crotonaldehyde- and acetaldehyde-derived?pipanodeoxyguanosine adducts in DNA



761

762

763

764

765

766

767

768

769

770

771

from human tissues using liquid chromatography electrospray ionization tandem mass
spectrometry. Chemical Research in Toxicology, 2006, vol. 19, no. 10, pp. 1386-1392.
ZHANG S., VILLALTA P. W., WANG M. and HECHT S. S. Detection and
quantitation of acrolein-derived 1*fropanodeoxyguanosine adducts in human lung by
liquid chromatography-electrospray ionization tandem mass spectrometry. Chemical
Research in Toxicology, 2007, vol. 20, no. 4, pp. 565-571.
ZHANG N., SONG Y., WU D., XU T., LU M., ZHANG W. and WANG H. Detection
of 1,N*-propano2’-deoxyguanosine adducts in genomic DNA by ultrahigh performance
liquid chromatography-electrospray ionization- tandem mass spectrometry in combination

with stable isotope dilution. Journal of Chromatography A, 2016, vol. 1450, pp. 38-44.



772 Tables

773 Table 1: Mass transition and optimized MRM parameters for each DNA adduct

Aldehydes Adducts Q1 Q3 | CE (eV)

208.1| -11

AcrodG 324.1
Acrolein 190.2 -28
[3C10, *°Ns]AcrodG 339 | 218 -11
CrotodG 238 222.1| -13

roto

Crotonaldehyde 178.1 -27
[3C10, *°Ns]CrotodG 353 | 232 -13
180.2 | -11

Reduced AAdAG 296.1
Acetaldehyde 163.1 -31
Reduced PCyq, °Ns]AAIG 311 | 190 -11
166 -10

Reduced FAdG 282.1
Formaldehyde 149.1 -32
Reduced PCyo, °Ns]FAIG 297 | 176 -10
HNEAG 4oq |52
4-Hydroxy-2-nonenal 152.2 -27
[13C10, °Ns]HNEAG 439 | 318 -13
190.1 | -11

Reduced MDAdG 306.1
Malondialdehyde 135.1 -39
Reduced Cyo, *°Ns]MDAdG 321 | 200 -11
210 -11

GxdG 326.1
Glyoxal 164.2 -29
[3C10, 1°Ns]GxdG 341 | 220 -11
224.1| -10

cMGdG 340.2
152.1| -32
ethvidl | [3C1o, 1°Ns]cMGdG 355 | 234 -10

ethylglyoxa

224 -12

CEdG 340.1
177.9| -18
[13C10, 1°Ns]CEAG 355 | 234 -12

774



775 Table 2: Adducts names and structures

Aldehydes Aldehydes

Adducts names Adducts Adducts Ref
abbreviation ! abbreviations structures ’
Malondialdehyde MDA  |5,6-dihydro-3-(2-deoxy-B-D-erythro-pentafuranosyl)pyrimido[ ,2-a]purin- 10(3H) -one-deoxyguanosine Reduced MDAGC: Setal., 1983
Glyoxal Gx 3-(2'-deoxy-B-D-erythro-pentofuranosyl)-5,6,7-trihydro-6, 7-dihydroxyimidazo[Ja #surine-9-one GxdG Chung and Hecht, 1!
NZ-(1-carboxyethyl)-2'-deoxyguanosine CEdG Shuclet al., 2018
Methylglyoxal MG
1,N %-(1,2-dihydroxy-2-methyl)ethano-2'-deoxyguanosine cMGdG Shuclet al., 2018
Formaldehyde FA  |N%methy-deoxyguanosine Reduced FAdG| &1 I, Cherg al., 2003
Acetaldehyde AA  [N%ethytdeoxyguanosine Reduced AAdG <:'_l!'_N_Qf Wangt al., 2000
|
%
Crotonaldehyde /|  Croto / ) . v ¥
2 xacetaldehyde| 2 xAA a-R/S-methyl-y-hydroxy-1,N “-propano-deoxyguanosine CrotodG I‘L-L Lt Chung and Hecht, 19
- - - 2_ - i . .) 'c‘m
Acrokéine Acro | R/S-hydroxy-1,N *~propano deoxygugnosme AcrodG AL Chunget al., 1984
y-hydroxy- 1,N2-propano-deoxyguanosine W
4-hydroxy-2-nonenal HNE | 4-hydroxy-2-nonenal-deoxyguanosine HNEdG Winteret al., 1986

7



778 Table 3: Inter-day accuracy and precis{os 9)

779

780

Adduct inter-d 9 Concentration
ucts nter-day ("=9) 160 | Low QC | Medium QC | High QC
Min % | -18.59 -14.91 -12.71 -8.68
Accuracy
AcrodG Max % | 18.86 14.90 2.95 14.25
Precision CcVv 16.17 13.14 5.18 8.61
Min % -8.56 -11.23 -11.19 -2.41
Accuracy
CrotodG Max % | 18.05 13.73 9.83 12.32
Precision CcVv 8.80 10.31 7.48 5.28
Min % | -15.42 -14.95 -6.89 -8.12
Accuracy
Reduced AAdG Max % | 18.67 14.23 2.88 5.51
Precision Ccv 14.17 11.33 2.98 4.44
Min % | -11.38 -14.98 -7.21 2.80
Accuracy
Reduced FAJG Max % | 10.46 14.62 8.68 13.71
Precision cVv 7.37 11.73 5.95 6.43
Min % | -19.14 -11.41 -14.99 -8.26
Accuracy
HNEdG Max % | 15.48 12.28 6.67 14.66
Precision Ccv 12.03 8.50 7.76 8.29
Min % | -18.97 -10.75 -12.08 -14.86
Accuracy
Reduced MDAdG Max % | 19.11 14.08 7.66 14.32
Precision CcVv 13.17 8.97 6.90 11.86
Min % | -17.03 -13.43 -12.07 -14.90
Accuracy
GxdG Max % | 14.74 14.46 14.48 7.21
Precision Ccv 9.29 10.88 11.27 8.69
Min % | -12.34 -11.73 -13.10 -13.75
Accuracy
cMGdG Max % | 14.03 14.20 13.11 11.06
Precision CcVv 8.17 9.11 8.63 9.31
Min % | -17.47 -14.40 -12.15 -8.94
Accuracy
CEdG Max % | 13.75 14.56 11.85 14.46
Precision Ccv 10.16 10.20 7.62 7.86
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782

783

Table 4: Intraday accuracy and precis{or5)

Adduct intrad e Concentration
ucts ntraday (0=5) 160 | Low QC | Medium QC | High QC
Min % | -18.59 -14.91 -7.36 -7.45
Accuracy
AcrodG Max % | 13.84 14.82 3.13 14.25
Precision CcVv 16.03 13.01 4.12 7.91
Min % -7.23 -11.23 -1.91 7.97
Accuracy
CrotodG Max % | 15.53 12.84 12.28 14.75
Precision Cv 7.81 9.53 5.45 2.20
Min % | -14.98 -14.95 -1.21 -4.23
Accuracy
Reduced AAdG Max % | 19.38 9.09 2.36 5.51
Precision Ccv 13.23 10.72 1.37 4.07
Min % -5.03 -13.73 -5.79 0.40
Accuracy
Reduced FAJG Max % | 12.75 14.46 8.68 13.71
Precision cVv 6.83 11.46 5.69 6.22
Min % | -20.00 -11.41 -10.58 -5.16
Accuracy
HNEdG Max % | -1.89 12.28 6.67 9.15
Precision Cv 9.13 8.45 7.66 6.19
Min % | -18.97 -10.65 -8.14 -13.30
Accuracy
Reduced MDAdG Max % 6.95 5.23 7.51 12.45
Precision Cv 11.74 6.02 6.56 11.49
Min % -5.31 -4.47 -12.07 -13.26
Accuracy
GxdG Max % | 10.24 5.33 13.92 1.90
Precision Ccv 5.59 3.54 11.13 7.85
Min % -5.18 -11.73 -13.10 -9.68
Accuracy
cMGdG Max % 3.68 8.66 5.28 9.56
Precision Ccv 3.56 8.19 7.23 8.14
Min % | -10.98 -8.23 0.97 -3.66
Accuracy
CEdG Max % | 12.19 13.10 11.85 5.20
Precision Ccv 9.20 8.11 4.50 3.49




784 Table 5: The maxi@ percentage of the back calculated concentrations of the calibration

785 standards against the nominal value

Adducts Percentage
AcrodG 14.45
CrotodG 13.56

Reduced AAdG 14.62
Reduced FAJG 13.65

HNEdJG 14.84
Reduced MDAdG 14.64
GxdG 14.74
cMGdG 14.99
CEdG 14.98
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Annexe lI- Questionnaire général

1. Personal information

1. Date .. YA Lo

2. Codein s Height.......coovve v Weight.....occvviirniiciein

3. Sex O Male (O Female

4, Dateofbirth ... T Y A

5. Present occupation (O Outdoor Policeman

6. Since when have you been working as outdoor policeman? ... [ i, 7 ——

R 2 1 - T
2. Place of residence

i G e = [ [ ol

2. What term best describes the place you are living?

(OFarm

(Ovillage in a rural area
(O small town
(O suburb of a city

(O inner city

3. Do you live near (< 500 m):

No Yes If “yes”, give distance (m)

a- Aquarry?

b- A metropolitan road?

c- A foundry?

d- A pottery?

e- A fuel station?

f-  Anairport?

g- A coffee roaster?

h- A garage of cars sprays painting?

i- A site of varnishing of furniture
and wooden floors?

j- Asewage treatment plant?

k- A petroleum refining and coal
processing plant?

- A generator?

m- An industry?




10.

11.

If “yes” to “generator” please specify:
(O Working hours of the generator ................ hours/day
(O Does not apply

How long have you been living in your hOUSE?........cccviiiiiii e s s

Is there a chimney or open fireplace in the house that is not blocked?

a- If “yes”, did you use it this week? OYes ONo

Which of the following methods did you use to heat your house this week?

(O Radiators (filled with hot water heated by electricity, gas or oil)
(O Electric air condition

(O Electric fan heater

(O Hot air ducts

(O Open gas fire (open chimney)

(OClosed gas fire

(O Open coke or coal fire

(O Open wood fire

(O Paraffin or kerosene heater

COORTET: Pl ASE BB G wssusensrussssenssssiorsasimussonsssssvassssssinsyonsssvasasssnssssssss

(O None

Are there any damp patches on the walls or ceilings in the house? () Yes
Is there any mold or mildew on the walls or ceilings in the house? () Yes
How often is the house aerated?

(O Every day or every other day

(O Once or twice a week

(O Once every two to four weeks

(O Less than once every four weeks

(O Never

Did you cook this week? OYes ONo

If “Yes”,

a- How many times did you cook? G — times

b- Did you use a gas oven? O Yes O No
c- Did you use firewood or charcoal for cooking? () Yes O No
d- Did you use an extractor fan? O Yes O No
e- Does the fan take the fumes outside the house? () Yes O No

3. Occupational history

Have you ever worked before your current job? O Yes

a- If “Yes”, please specify the job:

(O In a manufacture of candles (O In a fire center

OYes (O No

(O Does not apply

O No
O No

(O Does not apply
(O Does not apply
(O Does not apply
(O Does not apply
(O Does not apply



Olnaquarry (O Varnishing wooden furniture and floors

(O In a foundry (O In a sewage treatment plant

O ln a pottery (O In a petroleum refining and coal

(O In a cotton, flax or heap mill processing plant

(O With asbestos (O In a copy center

(O n a fuel station (O In a hairdresser / barber shop

O lnan airport (O Other, please specify:
Oilcoffeeroastiing === 0000000 s s
(O n a garage of cars spray painting (O Does not apply

Have you ever been exposed to gas or chemical fumes in your work? OYes O No
If “Yes”,

a-  Specify Job/iNdUStry... ..o Total years worked.........ccccuvvennninnnenniennnns
b- What type of exposure? () Long-term exposure (O work accident (O Does not apply
c- Duration of exposure: .......c.cc..... hours/day for ......ccc....... days (Or ..ccveerienns years)

4. Medical history

Do you consider yourself to be in a good health? () Yes ONo

A (T N B G A T8 GO s mus s s 3064084508 30 0 S 4 A0 AR A AT A i B S e

Do you have any nasal allergies, including hay fever? O Yes O No

If you get a cold does it usually go to your chest? () Yes ONo (O Don’t get colds
(Usually means more than } the time)

Did you have a chest x-ray recently? OYes ONo

If “yes”,

a- When did you last have your chest x-rayed? (O does not apply Clnsnmsnasininnim

b= What was the OUTCoME Pssmmiinmmmmy s e s i i e R v A v

Do you have: Yes No Treatment

a- Chronic bronchitis?

b- Emphysema?

c- Pneumonia?

d- Hay fever?

e- Asthma?




f- High blood pressure?

g- Heart trouble?

h- Lungcancer?

i- Other chest conditions?
(iliness / operation / injuries)

5. Cough and phlegm

Do you usually have a cough? O Yes O No

{Count a cough with the first smoke or on first going out of doors. Exclude clearing of throat)
a- If “yes”, do you usually cough as much as much as O Yes O No

4 to 6 times a day 4 or more days out of the week? (O Does not apply

Do you usually cough at all on getting up O Yes O No

or first thing in the morning?

Do you usually cough at all during the rest O Yes O No
of the day or at night?

If “Yes” to any of above (1, 2, 3):

a- Do you usually cough like this on most days O Yes O No
for 3 consecutive months or more during the year? (O Does not apply

b- For how many years have you had the cough? () Does notapply () number of years...............

Do you usually bring up phlegm from your chest? (O Yes O No
(Count phlegm with the first smoke or on first going out of doors. Exclude phlegm from the nose)

a- If “yes”, do you usually bring up phlegm like this (O Yes O No
as much as twice a day 4 or more days out of the week? (O Does not apply

Do you usually bring up phlegm at all on getting up
or first thing in the morning? O Yes O No

Do you usually bring up phlegm at all during the rest
of the day or at night? O Yes O No

If “Yes” to any of above (5, 6, 7):

a- Do you bring up phlegm like this on most days O Yes O No
for 3 consecutive months or more during the year? (O Does not apply

b- For how many years have you had
trouble with phlegm? (O Does not apply (O number of years.......c

Have you had periods or episodes of (increased) cough
and phlegm lasting for 3 weeks or more each year? (O Yes O No

a- If “Yes”, for how long have you



had at least 1 such episode per year?

6. Wheezing

Does your chest ever sound wheezy or whistling
When you have a cold?
Occasionally apart from colds?

c- Most days or nights?

If “Yes” to any of above, for how
many years has this been present?

O Yes
O Yes
OYes

Have you ever had an attack of wheezing
that has made you feel short of breath?

OYes

If “Yes”,
a- How old were you when you

had your first such attack? (O Does not apply
b- Have you had 2 or more such episodes? OYes

(O Does not apply

(O Does not apply

(O number of years...............

O No
(O No
O No

(O number of years..............

O No

(O Agein years.....ouuen

O No

(O Does not apply

O Yes

c- Have you ever required medicine
or treatment for the(se) attack(s)?

7. Breathlessness

O No

(O Does not apply

If disabled from walking by any condition other than heart or lung disease, please describe nature of

CONAIEIBN(8):ummimmummuim s S e

Are you troubled by shortness of breath
when hurrying on the level or walking up a slight hill?

If “Yes”,

a- Do you have to walk slower than people

of your age on the level because of breathlessness?

b- Do you ever have to stop for breath when walking

at your own pace on the level?

c- Do you ever have to stop for breath after walking
about 100 meters (or after few minutes) on the level?

Are you too breathless to leave the house or
breathless on dressing or climbing one flight of stairs?

8. Medicine

Are you currently taking any medicines, including inhaler, aerosols or tablets?

Have you ever had any difficulty with your breathing after taking medicines?

O Yes O No

(O Does not apply

OYes O No

(O Does not apply

O Yes O No

(O Does not apply

O Yes O No

(O Does not apply

O Yes
OYes

(O No
(O No



a- If “Yes” please specify which mediCings?.........ccciiiiiiiiiiinicc e e e ares

3. Have you used any inhaled medicines to help
your breathing at any time in the last 12 months? O Yes O No
if “Yes”,
A PG R 8 DO CH Ty rinmiscamimeisv i ssimeses sH i R R e R e R s s R R N e o s
b- In the last 3 months, how have you used them:
(O when needed
(O in short courses
(O continuously
Onotatall

4. Do or did you use a hair straightening product? O Yes O No
a- If “Yes”, please give the date of the last use (if KNOWN)......cccovcvvviccsiennn s

9. Tobacco smoking

Have you ever smoked:

Date of the last
No Yes Quantity Cig./day
smoking
a- Cigarette?
b- Cigars?
c- E-cigarette?
d- Rolling tobacco?
e- Bidies?
f- Pipe?
g- Narghile?
10. Secondhand smoking
1. Have you been regularly exposed to tobacco smoke for the past 12 months?
(“regularly” means almost all days and all nights) (O Yes O No
If “Yes”,
a- Not counting yourself, how many people (O Does not apply
in your household smoke regularly? (O number of people.........cccervnene
b- Is there someone who smokes regularly (O Does not apply
in the office where you work? O Yes (O No

c- How many hours a day you are exposed to other people’s tobacco smoke:

i. (O Does not apply



ii.  Athome?...............hours/day

ii. At work?....ownen hours/day
iv. In bars, restaurants, cinemas and other entertainment places?...........vw. hours/day
v.  Elsewhere?........oownn . hours/day
11. Diet and drinks consumption
What choices best describe your meals this week?
Mo Yes Quantity taken per week
a- Milk and dairy food
b- Fruits
c- “egetables
d- Bread
e- Rice
f- Potatoes
g- Pasta
h- Meat
i- Fish
j- Eggs

k- Processed meat or
chicken products

I-  High sugar snacks

m- Takeaway meal

n- ‘YWater

0- Hot beverages

p- Cold beverages (soda
and juices)

g- Alcoholic drinks

If “yes” to alcoholic drinks,

a- Compare your consumption between this week and the last weekend:
() same consumption

(Oymore during the last weekend

(O more during this week

() Does not apply

b- How many cups of each drink did you consume this week? i- () Does not apply

v ]

¥ . LU - & @

ii- Shots iii- Vodka iv- Arak ¥- Wine vi- Whiskey vii-Beer




c- Whatis the proportion of alcohol (only in the case of Arak and vodka)? (O Does not apply

O1/4 0O1/3 O1/2 O2/3 O 3/4 O1

12. Vehicles and driving

What kind of vehicle did you drive (did you take) last weekend?

(OBus /van

(OTaxi/ car

(O Motorcycle

(O Forklift / dingo / bob-cat / Bulldozer / front end loader / tractor / Truck / lorry / semitrailer

() OtHET, PlEaEE O EEETIIE saorvrames sivrmmes s oo AT T A (A s e T T T

What kind of vehicle did you drive (did you take) during this week?

(O Bus/van

(OTaxi/ car

(O Motorcycle

(O Forklift / dingo / bob-cat / Bulldozer / front end loader / tractor / Truck / lorry / semitrailer

(O Other, Please dESCIIDE. ... s bbb bbb s

What fuel does this vehicle use?

(O Diesel

(O Petrol / gasoline

(O LPG / propane

(O Battery or electricity

) DT 0165 Sl SIS S v vavsssvessvwsewvsvas e s Y T A AV ST

Do you usually fill the fuel tank yourself?

ONo
OYes

a- If “Yes”, how many times this week did you fill the fuel tank yourself?
(O Does not apply ) P times

When driving this week (or taking a vehicle), where did you do most of your driving (your road)?

(O Major metropolitan roads

(O Minor metropolitan roads

(O Country roads

(O Mine underground

(O Mine surface

(O Construction sites

(O Other industrial sites

(O Indoors (e.g. Warehouse)

(O Other, PlEase AESCIIDE. ... s b s bbb bbbt

To your knowledge, did this vehicle carry this week:

(O Paints

(O Diesel
(O Gasoline

(O Any other petroleum product
(Ol don’t know



7. How often do cars (gasoline) pass your house?
(O Constantly
(O Frequently
(O Seldom

(O Never

8. How often do heavy vehicles (diesel) pass your house?
(O Constantly
(O Frequently
(O Seldom
(O Never

SIgNATUIE. ..o Date...coiirr e —————



POL__

Annexe lll- Questionnaire quotidien

Date / /

During the work Monday Tuesday Wednesday Thursday Friday
. (O morning (O morning (O morning (O morning (O morning
i (Oafternoon (O afternoon (O afternoon (O afternoon (O afternoon
(O Yes, please specify | O Yes, please specify | () Yes, please specify | (O Yes, please specify | (O Yes, please specify
location: location: location: location: location:

Same location?

(O No, please specify
location in function of

(O No, please specify
location in function of

(O No, please specify
location in function of

(O No, please specify
location in function of

(O No, please specify
location in function of

time time time time time
Data on traffic jam
Rush hours
Number of cars cars/min cars/min cars/min cars/min cars/min
passing by per minute
during rush hours At At At At At




Calm hours

Number of cars cars/min cars/min cars/min cars/min cars/min
passing by per minute
during calm hours At At At At At
Data on weather - e
ONo ONo ONo ONo ONo
Problem with the OYes, please (O Yes, please (O Yes, please (O Yes, please O Yes, please
badge? speCifys s specify: -------------m--- specify: -----------mmmnmn specify: ---------=mmmmmo- specify: ------------------
OYes OYes OYes OYes O Yes
Was it a regular usual | O No, please specify: (O No, please specify: | O No, please specify:

day?

(O No, please specify:

(O No, please specify:




On the way to work Monday Tuesday Wednesday Thursday Friday
(O Slept at work (OSlept at work (O Slept at work (OSlept at work (O Slept at work
(O walking (O walking (O walking (O walking (O walking
HEW did YoUeome 8 | s e piie by bike )by bike by bike by bike

work today?

(O motorcycle

(O public transport

Ocar

(O motorcycle

(O public transport

Ocar

(O motorcycle

(O public transport

Ocar

(O motorcycle

(O public transport

Ocar

(O motorcycle

(O public transport

O car

Time spent in this
vehicle

Duration of traffic

Duration of opened
vehicle windows

Duration of use of the
air conditioner

Any secondhand
smoking tobacco?

ONo OYes

ONo O Yes

ONo OYes

ONo OYes

O No (O Yes

Duration of exposure
to secondhand
smoking




On the way home Monday Tuesday Wednesday Thursday Friday
(the day before)

(Oitwas a day off (it was a day off (itwas a day off (itwasa day off (it was a day off

When did you go (O just after my shift | (O just after my shift | (O just after my shift | (O just after my shift | O just after my shift
back home Odidn’t go Odidn’t go Odidn’t go Odidn’t go Odidn’t go
yesterday? (O afterresting in the | () after resting in the | () after resting in the | (O after restingin the | () after resting in the
barrack for -------------- | barrack for -------------- | barrack for -------------- barrack for -------------- barrack for --------------
(O Slept at work (O Slept at work (O Slept at work (O Slept at work (O Slept at work
O walking O walking O walking (O walking O walking
How did you get O by bike O by bike O by bike (O by bike (O by bike
home? (O motorcycle (O motorcycle (O motorcycle (O motorcycle (O motorcycle

(O public transport (O public transport (O public transport (O public transport (O public transport

Ocar Ocar Ocar Ocar Ocar

Time spent in this
vehicle

Duration of traffic

Duration of opened
vehicle windows

Duration of use of the
air conditioner

Any secondhand

ONo OYes ONo O Yes ONo OYes ONo OYes O No OYes

smoking tobacco?

Duration of exposure
to secondhand
smoking




At home or barrack Monday Tuesday Wednesday Thursday Friday
(the day before)
What did you eat o
yesterday?
(O Nothing (O Nothing (O Nothing (O Nothing (O Nothing
(O Yes, I drunk: (OYes, | drunk: (OYes, I drunk: (O Yes, I drunk: (O Yes, | drunk:
What did you drink
with your meal?
Qantity Qantity Qantity Qantity Qantity

Did you sleep with
the windows opened
at night?

ONo OYes

ONo O Yes

ONo OYes

ONo OYes

O No O Yes

Any secondhand
smoking tobacco?

ONo OYes

ONo O Yes

ONo OYes

ONo OYes

O No O Yes

Number of persons
smoking in the house

Duration of exposure
to secondhand
smoking

Did you smell paints,
petroleum product or
any other emissions?

ONo OYes

ONo O Yes

ONo OYes

O No O Yes

O No O Yes




Name of the products
you smelled

Duration of exposure
to these products

Did you get out the
house yesterday?

ONo OYes

ONo OYes

(ONo OYes

(ONo OYes

O No (O Yes

How did you get out?

(O doesn’t apply
O walking

(O by bike

(O motorcycle

(O public transport

Ocar

(O doesn’t apply
O walking

(O by bike

(O motorcycle

(O public transport

Ocar

(O doesn’t apply
O walking

(O by bike

(O motorcycle

(O public transport

(Ocar

(O doesn’t apply
O walking

(O by bike

(O motorcycle

(O public transport

Ocar

(O doesn’t apply
O walking

(O by bike

(O motorcycle

(O public transport

O car

Time spent in this
vehicle

Duration of traffic

Duration of opened
windows

Duration of air
conditioner

Any secondhand
smoking tobacco?

ONo OYes

ONo OYes

(ONo OYes

(ONo OYes

O No O Yes

Duration of
secondhand smoking




