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Liste des abréviations

> F+P : moyenne du FIUA et du Pyr

> HAPP : moyenne des HAP particulaires excepté le benzo[a]pyréne
1-OHP : 1-hydroxypyrene

1-OHP Cg°: 1-hydroxy[**Ce]pyréne
1-OHB[a]A°: 1-hydroxybenzo[a]anthracéne
3-OHBJ[a]A°: 3-hydroxybenzo[a]anthracene
3-OHBJ[a]P : 3-hydroxybenzo[a]pyrene
3-OHBIJc]P *C¢°: 3-hydroxy[**Cg]benzo[c]phénanthréne
3-OHB[e]P°: 3-hydroxybenzo[e]pyrene
3-OHBJ[k]F°: 3-hydroxybenzo[k]fluoranthéne
3-OHChr°: 3-hydroxychrysene

3-OHDBJa,h]A°: 3-hydroxydibenzo[a,h]anthracéne
4-OHBJ[j]F : 4-hydroxybenzol[j]fluoranthéne
4-OHDBJ[a,h]A°: 4-hydroxydibenzo[a,h]anthracene
6-OHB[a]P°: 6-hydroxybenzo[a]pyréne
6-OHChr®: 6-hydroxychryséne

6-OHChr 3Cg : 6-hydroxy[**Cs]chryséne
8-OHB[K]F°: 8-hydroxybenzo[k]fluoranthéne
8-0x0-dG : 8-ox0-7,8-dihydro-2’-désoxyguanosine
9-OHBI[k]F°: 9-hydroxybenzo[k]fluoranthéne
10-OHB[b]F°: 10-hydroxybenzo[b]fluoranthéne

10-OHBJ[j]F°: 10-hydroxybenzol[j]fluoranthene



ABC : ATP binding cassette

ADN : acide désoxyribonucléique

AhR : aryl hydrocarbon receptor

AIP : AhR interacting protein

AKR : aldo-keto réductase

Ant : anthracéne

ARNmM : acide ribonucléique messager

ARNT : aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator
ATSDR : Agence pour les substances toxiques et les maladies
ATP : adénosine triphosphate

B[a]A°: benzo[a]anthracene

B[a]A-3,4-diol°: benzo[a]anthracene-3,4-trans-dihydrodiol
B[a]A-8,9-diol°: benzo[a]anthracene-8,9-trans-dihydrodiol
B[a]P : benzo[a]pyrene

B[a]P-7,8-diol : benzo[a]pyréne-7,8-trans-dihydrodiol
B[a]P-tétraol : 7,8,9,10-tetrahydroxy-7,8,9,10-tetrahydrobenzo[a]pyrene
B[b]F : benzo[b]fluoranthéne

B[b]F-9,10-diol°: benzo[b]fluoranthene-9,10-trans-dihydrodiol
BCRP : Dbreast cancer resistance protein

B[e]P°: benzo[e]pyrene

B[e]P-4,5-diol° : benzo[e]pyréne-4,5-trans-dihydrodiol
B[e]P-9,10-diol° : benzo[e]pyrene-9,10-trans-dihydrodiol
B[g,h,i]P : benzo[g,h,i]péryléne

B[j]F°: benzo[j]fluoranthene
10



B[j]F-2,3-diol : benzo[j]fluoranthene-2,3-trans-dihydrodiol
B[j]F-4,5-diol°: benzo[j]fluoranthéne-4,5-trans-dihydrodiol
B[j]F-9,10-diol°: benzo[j]fluoranthene-9,10-trans-dihydrodiol

B[K]F : benzo[k]fluoranthene

B[K]F-8,9-diol°: benzo[k]fluoranthene-8,9-trans-dihydrodiol

BPDE : benzo[a]pyréne-7,8-trans-dihydrodiol-9,10-époxyde

CAR : constitutive androstane receptor

CBR : carbonyl réductases

Chr : chryséne

Chr-1,2-diol : chryséne-1,2-trans-dihydrodiol

Chr-3,4-diol : chryséne-3,4-trans-dihydrodiol

CIPRNI : commission internationale pour la protection contre les rayonnements non-ionisants
CIRC : centre internationale de recherche sur le cancer

CTP : brai de houille

CTP-I1-1 : extrait de brai de houille ajusté a 1 nmol de benzo[a]pyrene
CTP-1-10 : extrait de brai de houille ajusté a 10 nmol de benzo[a]pyréne
CYP450 : cytochrome P450

dA : désoxyadénosine

DBJa,h]A : dibenzo[a,h]anthracene

DB[a,h]A-1,2-diol° : dibenzo[a,h]anthracéne-1,2-trans-dihydrodiol
DB[a,h]A-3,4-diol° : dibenzo[a,h]anthracene-3,4-trans-dihydrodiol
dG : désoxyguanosine

DEM : dose érythemateuse minimale

DES : dose érythémateuse standard
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DMSO : diméthylsulfoxyde

EH : époxyde hydrolase

EPI : équipements de protection individuels
ERO : espece réactive a I’oxygene

EROD : éthoxyrésorufin-O-déethylase

FIuA : fluoranthéne

GC-MS/MS : chromatographie gazeuse couplée a un détecteur de masse en tandem

GST : glutathion S-transférase

HAP : hydrocarbures aromatiques polycycliques
hsp90 : heat shock protein 90

I[1,2,3-c,d]P°: Indéno[1,2,3-c,d]pyrene

JNK : c-Jun N-terminal Kinase

LD : limite de détection

LQ : limite de quantification

LSS : lumiére solaire simulée

MDR : multi drug resistance

MRM : Multiple Reaction Monitoring

MRP : multidrug resistance protein

NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
Naph : naphtalene

NQO : (NAPDH):quinone oxydoréductase
OHBJ[a]A°: hydroxybenzo[a]anthracene
OHBI[b]F°: hydroxybenzo[b]fluoranthene

OHBJe]P°: hydroxybenzo[e]pyréne
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OHBJj]F°: hydroxybenzo[j]fluoranthene

OHChr : hydroxychrysene

OHDBJa,h]A°: hydroxydibenzo[a,h]anthracéne

PAPPa : peroxysome proliferator activated receptor

PC : coke de pétrole

Phe : phénanthrene

Pyr : pyréne

QSAR : quantitative structure activity relationship

RPF : Relative Potency Factors

RT-gPCR : retrotranscription-polymerase chain reaction quantitative
SAB : sérum albumine bovine

SBE : surveillance biologique de I’exposition

SULT : sulfotransférase

TEF : Toxic Equivalency Factors

TCDD : 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine

TIPARP : TCDD-inducible poly-ADP-ribose polymerase
TRP : transient receptor potential

UGT : UDP glucuronidetransférase

UICPA : union internationale de chimie pure et appliquée
US-EPA : agence américaine de protection de 1’environnement
UV : ultraviolets

XRE : xenobiotic response element
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Chapitre 1 : Etat de I’art
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I. Contexte du projet de recherche

La peau, enveloppe ou tégument du corps humain, dessine la limite séparant 1’organisme de
I’environnement. Mesurant en moyenne 2 m? chez 1’adulte, cet organe complexe recouvre les 0s,
muscles et organes internes (Celleno and Tamburi 2009). Interface active protégeant des agressions
constantes de I’environnement, la peau procure une identité unique essentielle & la communication
entre individus et joue de nombreux réles essentiels a la vie (Celleno and Tamburi 2009; Monteiro-
Riviere et al. 2010). Voie d’entrée des microorganismes et des substances exogenes, elle integre de
nombreux acteurs du systéme immunitaire capables d’induire une réponse adaptée a ces agresseurs
tout en maintenant la tolérance périphérique du soi afin de prévenir 1’auto-immunité (Celleno and
Tamburi 2009; Kolarsick et al. 2011; Pivarcsi et al. 2004; Sparber 2014). La peau est parcourue par
de multiples structures nerveuses lui conférant le r6le de premier systéme sensoriel de I’organisme.
Sensible a de nombreux stimuli environnementaux (température, pression, humidité, lumieére...),
elle relaie et transmet I’information au systeme nerveux central (Denda 2015; Kolarsick et al. 2011).
Elle est également essentielle au maintien la température corporelle a 37°C grace a plusieurs
mécanismes tels que la sudation ou la régulation de I’afflux sanguin (Celleno and Tamburi 2009;
Kolarsick et al. 2011). La peau est un organe endocrine périphérique indépendant capable de
synthétiser une grande variété d’hormones, la vitamine D ainsi que des endorphines (Celleno and
Tamburi 2009; Dréno 2009; Zouboulis 2000). Le potentiel de la peau a influencer 1’état général et
émotionnel du corps humain est tel que certains chercheurs la considere comme le troisieme

cerveau humain (Denda 2015).

Parmi I’ensemble des fonctions cutanées, le role de barriére est primordial dans le maintien de la
vie. Si I’organisation tissulaire et la composition de la peau lui confére une résistance a la
pénétration de pathogenes, son implication dans la régulation des pertes hydriques est vitale
(Celleno and Tamburi 2009; Svoboda et al. 2016). Ces propriétés de barriere protégent également
I’organisme humain des agressions chimiques infligées par I’environnement en limitant la diffusion
de xénobiotiques a travers la peau. Le tissu cutané n’est cependant pas totalement imperméable aux
molécules chimiques, et 1’absorption cutanée est une thématique d’¢tude fondamentale en
dermatologie, pharmacologie, cosmétologie mais aussi en toxicologie (Monteiro-Riviere et al.
2010). Tandis que certaines recherches visent a développer des systémes améliorant 1’absorption
cutanée de molécules thérapeutiques (Farahmand and Maibach 2009), d’autres études se focalisent
sur la capacité de divers xénobiotiques, a I’instar des pesticides, a traverser la peau et leur toxicité

locale (irritants, allergénes, cancérogenes...) (Karan et al. 2009).
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Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des cancérogenes majeurs en milieu
professionnel, connus depuis ’attribution de 1’origine des cancers du scrotum de ramoneurs a
I’exposition a la suie par Sir Percivall Pott en 1775 (IARC 2010). Les connaissances scientifiques
ont depuis démontré I’induction de cancers du poumon, de la vessie et de la peau par les HAP
(Boffetta et al. 1997). L’exposition a ces toxiques représente toujours un enjeu sanitaire car leur
absorption par voie respiratoire et cutanée induit une contamination corporelle considérable dans
certains secteurs industriels (IARC 2010). Tandis que I’exposition par inhalation est généralement
bien caractérisée, la voie cutanée n’est souvent pas considérée alors qu’elle constitue une voie
d’exposition non-négligeable (McClean et al. 2004; VanRooij et al. 1992), pouvant étre majoritaire
lors de certaines activités professionnelles (VanRooij et al. 1993b). De plus, dans certaines
situations, tels que les travaux de voirie, la peau des salariés est exposee simultanément aux HAP et
aux rayonnements ultraviolets (UV), pouvant moduler a la fois I’absorption et la génotoxicité des

HAP (Hopf et al. 2018).

D’apres les articles L-4121-1 et L4121-5 du code du travail, ’employeur est dans 1’obligation de
veiller a la santé et a la sécurité de ses employés dans le cadre professionnel. Afin de déployer des
moyens de protection adaptés (procédures, protections individuelles ou collectives) et d’en évaluer
leur efficacité, il est primordial d’étre en mesure de quantifier I’exposition aux toxiques résultant
des processus industriels ou des taches effectuées. La surveillance biologique de 1’exposition (SBE)
ou biomonitoring, i.e. quantification d’un ou de plusieurs biomarqueurs spécifiques du xénobiotique
dans une matrice biologique, permet d’évaluer de manicre pertinente les niveaux d’exposition des
salariés en tenant compte des moyens de protection et de I’ensemble des voies d’absorption
(Jongeneelen 2001). Une difficulté liée au biomonitoring des HAP est I’insuffisance du nombre de
biomarqueurs validés pour caractériser convenablement I’exposition professionnelle aux mélanges
complexes de HAP génotoxiques dont la composition est a la fois complexe et variable en fonction

des sources d’émission (Bostrom et al. 2002).

Le développement de nouveaux biomarqueurs des HAP constitue un axe au cceur des activités de
I’équipe de recherche Environnement et Prédiction de la Santé des Populations (équipe EPSP,
laboratoire TIMC-IMAG, UMR 5525 UGA-CNRS, Université Grenoble Alpes, Faculté de
Médecine, 38706 La Tronche) et a fait I’objet de plusieurs travaux de these au sein de 1’équipe
(Barbeau 2013; Lutier 2017). Le travail de recherche détaillé dans le présent manuscrit a pour
objectif d’aborder la compréhension des mécanismes d’absorption et de métabolisation des
mélanges complexes de HAP au niveau de la peau, ainsi que leurs modulations par 1’exposition
combinee aux UV. In fine, le but est d’étudier la pertinence de biomarqueurs d’exposition aux HAP

afin d’améliorer 1’évaluation de 1’exposition cutanée et donc du risque cancérogéne en milieu
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professionnel. De plus, ce travail apportera des €léments pour comprendre la génotoxicité cutanée
des HAP du fait d’une collaboration avec le Centre d’Etude Atomique, dont les sujets d’étude

s’intéressent notamment aux mécanismes d’action des HAP.

Afin d’exposer le contexte et les enjeux du sujet, ce premier chapitre du manuscrit est divisé en

plusieurs parties correspondant a la synthése des connaissances scientifiques sur :

=
1

La structure et la physiologie de la peau en relation avec la fonction barriere de la peau,
ainsi que les mode¢les d’études utilisés dans ce type de travaux,
2- La composition des rayonnements UV, 1’exposition aux UV et I’impact sur I’absorption des

xénobiotiques par la peau,

3- Les caractéristiques physicochimiques, les expositions et la cancérogénicité des HAP,

4- L’absorption cutanée des HAP, les mécanismes cancérogeénes et I’influence des UV sur ces
processus,

5-  Une bréve introduction a la SBE.
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Il.La peau

1.1. La structure du tissu cutané

La peau est constituée de trois tissus superposés de composition et de fonctions différentes :
I’épiderme, le derme et ’hypoderme, parmi lesquels s’intégrent les annexes cutanées (glandes

sébacées, glande sudoripare et follicule pileux) (Figure 1) (Celleno and Tamburi 2009).

Epiderme —

Glande sébacée

Derme < Nerf

Glande sudoripare —__|

Vaisseaux sanguins

Hypoderme
Follicule pileux

Figure 1 : Structure générale du tissu cutané.

I1.1.1.L°¢épiderme

L’¢épiderme est la couche la plus externe de la peau, en contact direct avec 1’environnement.
L’¢épaisseur et le nombre de strates cellulaires varient considérablement en fonction de la zone
anatomique. L’épiderme mesure ainsi 0,5 mm au niveau des paupieres et de 4 & 6 mm sous les
talons. Cet épithélium stratifié kératinisé squameux est constitué de plusieurs types cellulaires, dont
les kératinocytes et les mélanocytes, et conféere a la peau la fonction de barriere face aux
xénobiotiques, aux UV et a la déshydratation (Celleno and Tamburi 2009).
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11.1.1.1. Les cellules épidermiques impliquées dans la barriére cutanée

o Les kératinocytes :

Les kératinocytes représentent 90% des cellules de 1’épiderme (Natarajan et al. 2014). lls sont
responsables de la formation, de la régulation et du maintien de la barriére que constitue la peau
face aux xénobiotiques, aux agressions de 1’environnement et a la déshydratation. 1ls synthétisent
les lipides intracellulaires imprégnant la couche cornée ainsi que les protéines filamentaires
(kératine, filaggrine...) donnant a la peau sa résistance face aux attaques environnementales et son
imperméabilité (Natarajan et al. 2014). Les kératinocytes expriment a leur surface de nombreuses
jonctions cellulaires dont les desmosomes, les jonctions serrées et des jonctions communicantes gap
(excepté au niveau de la couche cornée) (Raja et al. 2007; Scott and Kelsell 2011; Svoboda et al.
2016). Ces jonctions sont essentielles a I’homéostasie de 1’épiderme, la barrié¢re cutanée, la polarité
cellulaire et la différenciation des kératinocytes (Scott and Kelsell 2011; Svoboda et al. 2016). Les
jonctions gap permettent le transfert d’ions ou de molécules de masse moléculaire inférieure a 1

kiloDalton entre cellules adjacentes (Scott and Kelsell 2011).

Les kératinocytes expriment également une grande variété de récepteurs appartenant a la famille des
transient receptor potential (TRP), des récepteurs a 1’adénosine triphosphate (ATP), des canaux
ioniques, des récepteurs hormonaux ou encore certains récepteurs encéphaliques. Ces récepteurs
seraient impliqués dans la détection des flux d’eau depuis la surface de la peau et dans le maintien

de ’homéostasie de 1’épiderme (Denda et al. 2007).

Les kératinocytes sont des sentinelles contribuant a la défense de la peau gréce a leurs fonctions
immunitaires. lls integrent des mécanismes de 1’immunité innée et acquise, et protégent activement
I’intégrité du tissu cutané face aux microorganismes pathogénes. Ils expriment notamment a la
surface de leur membrane cellulaire des récepteurs de reconnaissance de pathogénes dont les
récepteurs aux mannoses ou les Toll-like récepteurs. Aprés reconnaissance et liaison aux agents
pathogenes, les kératinocytes sont capables de lyser et de détruire les champignons, virus et
bactéries en émettant des peptides antimicrobiens ou en générant des radicaux libres tels que
I’oxyde nitrique (Pivarcsi et al. 2004). En parallele, les kératinocytes sont egalement capables de
stimuler et de recruter d’autres cellules de I’immunité via la présentation d’antigénes ou la sécrétion
de cytokines (Dréno 2009). Les kératinocytes peuvent en effet synthétiser un grand nombre de
facteurs de croissance et de cytokines, dont les interleukines impliqués dans les processus

immunitaires et inflammatoires (Shirakata 2010).

26



Les keratinocytes expriment de multiples d’enzymes impliquées dans le métabolisme de substances
endogenes et de xénobiotiques, constituant de fait le site principal du métabolisme cutané (Oesch et
al. 2018), dont la diversité sera détaillée dans le paragraphe 11.2.3.

o Les mélanocytes :

Les mélanocytes jouent un role essentiel dans la protection de la peau et de I’organisme face aux
rayonnements UV. Ces cellules dendritiques, au nombre de 1 mélanocyte pour 5 a 10 kératinocytes,
sont intercalées entre les cellules de la couche basale (Celleno and Tamburi 2009). Sous 1’action des
UV, les mélanocytes produisent la mélanine qui s’accumule dans des vésicules cytoplasmiques, les
mélanosomes. Ceux-ci sont alors distribués a un groupe de kératinocytes adjacents, pouvant
compter jusqu’a 36 cellules, au moyen de dendrites infiltrés entre les membranes plasmiques de la
couche basale et épineuse (Celleno and Tamburi 2009; Natarajan et al. 2014). Une fois transmises,
ces veésicules se positionnent en forme de parapluie autour du noyau afin de protéger I’information

génétique des effets déléteres des rayonnements UV (Celleno and Tamburi 2009).
[1.1.1.2. Structure et physiologie de I’épiderme

L’épiderme est un épithélium stratifi¢ kératinisé¢ squameux résilient s’entretenant grace a un auto-
renouvelement constant en conditions physiologiques comme en conditions de stress (Natarajan et
al. 2014). Ce processus de 21 jours, appelé cornéification, débute au niveau de la couche basale de
I’épiderme et se termine au niveau de la couche cornée. Les kératinocytes se différencient
progressivement, s’aplatissent et migrent vers 1’extérieur de la peau, divisant 1’épiderme en couches
cellulaires distinctes (Figure 2) (Celleno and Tamburi 2009; Eckhart et al. 2013). Au niveau de la
derniére couche épidermique, appelée couche cornée, les kératinocytes atteignent le dernier stade de
différenciation. Ils forment alors une couche cellulaire morte, résistante et étanche considérée
comme la principale barriére a 1’absorption cutanée de substances chimiques, a la pénétration de

microorganismes et a la perte d’eau depuis 1’organisme (Natarajan et al. 2014).
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L’épiderme repose sur la membrane basale qui le sépare du derme. Il ne posséde ni systeme
vasculaire, ni systeme nerveux et survit grace aux apports en oxygene et nutriments délivrés par le
derme (Celleno and Tamburi 2009). La couche basale (ou stratum basale) est solidement ancrée a la
matrice extracellulaire constituant la membrane basale par des hémidesmosomes et des intégrines
(Raja et al. 2007). La couche basale est composée de trois populations de kératinocytes cubiques ou
cylindriques compactés en une rangée unique organisée en palissade : les cellules souches de
I’épiderme, les cellules amplificatrices et les cellules post-mitotiques n’ayant pas encore débuté leur
migration (Celleno and Tamburi 2009; Dréno 2009). Les cellules amplificatrices ont une activité
métabolique intense. Elles se divisent rapidement et continuellement pour remplacer les
kératinocytes de surface réguliérement perdus par exfoliation (Celleno and Tamburi 2009). Il est
estimé que 15% des cellules basales participent a la cornéification, tandis que les autres cellules

sont en quiescence (Baroni et al. 2012; Blanpain and Fuchs 2006).

Figure 2. Architecture de I'épiderme humain et marqueurs cellulaires du processus de cornéification des kératinocytes.
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D’aprés (Natarajan et al. 2014).

Apres division cellulaire, les cellules filles issues des cellules amplificatrices débutent leur
migration vers ’extrémité de 1’épiderme. Elles ne sont plus attachées a la membrane basale et leur
profil d’expression génique est modifié sous le contrdle de plusieurs acteurs cellulaires et facteurs
de transcription (Eckhart et al. 2013). Dans la couche épineuse (ou stratum spinosum), constituée de
plusieurs strates de kératinocytes, les cellules deviennent polygonales et sont solidement ancrées les
unes aux autres. A ce stade, les kératinocytes ré-établissent les contacts intercellulaires perdus au
moment de la division par formation de desmosomes et autres ponts cellulaires. Les kératinocytes

développent également les organites cytoplasmiques nécessaires a la synthese de nombreuses
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substances (Celleno and Tamburi 2009; Tsakovska et al. 2017). Les kératinocytes produisent et
accumulent ainsi des stocks de précurseurs protéiques dont la profilaggrine et la kératohyaline
regroupant les filaments intermédiaires de kératine, mais aussi des lipides (Celleno and Tamburi
2009; Natarajan et al. 2014; Tsakovska et al. 2017).

Au niveau de la couche granuleuse (ou stratum granulosum), les kératinocytes s’aplatissent et
perdent leur activité cellulaire en accumulant des granules de kératohyaline (Celleno and Tamburi
2009). lIs contiennent aussi une lourde machinerie cellulaire constituée de polyribosomes, de grands
corps de Golgi, de réticulums endoplasmiques rugueux. Ces acteurs cellulaires sont impliqués dans
la synthése de macromolécules qui s’accumulent dans des granules intracellulaires dont les
kératinosomes (Celleno and Tamburi 2009; Tsakovska et al. 2017). Les kératinosomes, aussi
appelés corps d’Odland ou corps lamellaires, contiennent une variété de précurseurs lipidiques et
d’enzymes. La profilaggrine, activée en filaggrine, forme des faisceaux protéiques attachant les
cellules les unes aux autres a travers les desmosomes (Celleno and Tamburi 2009; Natarajan et al.
2014). De nombreux évenements se déroulent dans les couches cellulaires supérieures du stratum
granulosum, au cours desquels le noyau est expulsé hors des kératinocytes. La kératohyaline est
convertie en kératine et s’accumule au niveau de la membrane cytoplasmique formant une épaisse
enveloppe protéique contenant des résidus cellulaires (Celleno and Tamburi 2009). Les corps
d’Odland sont expulsés dans I’espace intercellulaire et établissent la barriere neutre lipidique. Ces
lipides intercellulaires sont composés de céramides (45-50%), de cholestérol (25%), d’acide gras a
longue chaine carbonée (15%) et d’autres lipides (5%) (Tsakovska et al. 2017).

Mesurant de 10 a 50 um d’épaisseur selon la zone anatomique, la couche cornée (ou stratum
corneum) est la couche la plus superficielle de 1’épiderme. Les kératinocytes, hexagonaux et
devenus métaboliqguement inactifs, sont dorénavant appelés cornéocytes. lls sont essentiellement
composeés de kératine, représentant 60% du poids sec du stratum corneum. Les filaments protéiques
de Kératines renforcent les cornéocytes et aplanissent la surface de la peau. La membrane
cytoplasmique des cornéocytes composee de feuillets phospholipidiques, trop fragile et perméable a
I’eau, est consolidée par des protéines réticulées provenant des granules de keratohyaline, formant
une enveloppe cellulaire dite cornéifiée. Ils sont solidement reliés les uns aux autres par des
jonctions cellulaires, les cornéodesmosomes qui conferent sa résistance physique au stratum
corneum, et a la barriére lipidique grace aux protéines d’ancrage, 1’involucrine et la loricrine

(Natarajan et al. 2014; Tsakovska et al. 2017; Wickett and Visscher 2006).

Au niveau de la couche cornée, les lipides intercellulaires s’arrangent sous forme de feuillets

lipidiques bistratifiés. Cette barriere lipidique intercellulaire joue un role essentiel dans le maintien
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de I’hydratation de la peau et donne a la couche cornée sa fonction de barriére. Poussés par les
kératinocytes provenant des couches épidermiques inférieures, les cornéocytes perdent
graduellement leur cohésion et desquament (Celleno and Tamburi 2009). Ce processus dépend de
protéases et de lipases inhibées par le calcium et par le pH de la peau, dont I’activation participe au

maintien de I’homéostasie de I’épiderme (Natarajan et al. 2014).

Entre le stratum granulosum et le stratum corneum, il existe une couche cellulaire intermédiaire, le
stratum lucidum, qui est uniquement retrouvéee au niveau des paumes et de la plante des pieds. Elle
n’est composée que de deux strates de kératinocytes plats ayant perdus leur noyaux et organites

cytoplasmiques (Celleno and Tamburi 2009).
11.1.2.Le derme

Au niveau de la partie superficielle du derme papillaire, I’épiderme est séparé du derme par la
jonction dermo-épidermique constituée d’invaginations de 1’épiderme et du derme. Elle est
parcourue sur toute sa longueur par la membrane basale (Figure 3). Cette jonction essentielle régule
la diffusion d’oxygéne et de nutriments du derme vascularisé vers 1’épiderme non-vascularisé

(Celleno and Tamburi 2009).

1 cellule épithéliale

Lamina lucida > Hémidesmosome

Lamina densa -

Figure 3 : Organisation de la membrane basale.

D’épaisseur variable selon la zone anatomique, le derme est le tissu de support de 1’épiderme et des
annexes cutanées. Fortement innervé et vascularisé, le derme est majoritairement composé de fibres
et de substance fondamentale mais contient également une population cellulaire de faible densité :
les fibroblastes et des cellules de I'immunité (mastocytes, des lymphocytes et des histiocytes). Les
fibroblastes maintiennent la charpente du derme en synthétisant différentes variétés de fibres

(collagéne et fibres élastiques) et la substance fondamentale.
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Les fibres de collagene sont les principales fibres du derme. Elles sont organisées en faisceaux
d’orientation variable dont la fonction est de soutenir la structure interne de la peau. Les fibres
élastiques sont principalement composées d’une protéine appelée élastine et structurées en un filet
lache donnant a la peau son élasticité. L’ensemble de ces différents constituants sont maintenus
ensemble par la substance fondamentale qui compacte la structure du derme. Elle est composée de
glycosaminoglycane, dont ’acide hyaluronique, le dermatane sulfate, la kératine sulfate et le
chondroitine sulfate, mais aussi de glycoprotéines. Ces différentes macromolécules sont agrégées
sous forme de protéoglycanes accumulant les liaisons avec de nombreuses molécules d’eau. Cet
assemblage de macromolécules forme ainsi un gel permettant d’apporter les nutriments et 1’oxygéne

aux tissus, mais aussi de protéger la structure du derme.

Le derme se divise en deux parties distinctes : le derme papillaire situé¢ contre I’épiderme et le
derme réticulé situé en profondeur (Figure 4). Le derme papillaire contient un riche réseau de
capillaires destiné a la nutrition de I’épiderme et des annexes cutanés. Il est composé d’un réseau de
fibres dont I’orientation est irréguliéere et de grandes proportions de substance fondamentale.
Inversement, les larges faisceaux de fibres de collagene fagconnant le derme réticulé sont distribués
parallelement a la surface de la peau. Il contient également moins de cellules et de substance
fondamentale que le derme papillaire. Le réseau capillaire y est également moins dense, son réle

étant d’étre la charpente de la peau (Celleno and Tamburi 2009).

La vascularisation du derme integre deux plexus vasculaires communiquant par le biais d’artérioles
et de veinules : le plexus vasculaire sous papillaire composé de capillaires localisés a la jonction du
derme papillaire et du derme réticulée, et le plexus vasculaire profond situé a I’interface avec le
tissu sous-cutané. Le derme papillaire est approvisionné en sang par des artérioles, des capillaires et
des veinules originaires du plexus superficiel tandis I’afflux sanguin irriguant le plexus profond

provient de la circulation systémique (Kolarsick et al. 2011).
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Figure 4. Représentation schématique de I'anatomie cutanée, de la structure du derme et du réseau vasculaire. D’apreés
(Kolarsick et al. 2011).

11.1.3.L’hypoderme

Localisé sous le derme, I’hypoderme forme un coussin de gras séparant la peau des organes
internes, assurant a la fois un réle de protection et de réserve pour 1’organisme (Celleno and
Tamburi 2009). Chez I’homme, ce tissu participe également a des fonctions physiologiques
complexes dont certaines fonctions endocrines impliquées dans 1’assimilation de nourriture,
I’homéostasie du glucose, le métabolisme lipidique, 1I’inflammation et 1’angiogenése (Driskell et al.
2014). Son épaisseur dépend du site anatomique, de 1’état nutritionnel et du sexe de ’individu. Il est
composé d’adipocytes regroupés en lobes reliés par un tissu connectif. Il est parcouru par un réseau
d’artérioles et de veinules permettant sa nutrition. L’architecture cellulaire des adipocytes intégre un
noyau périphérique et un globule unique concentrant les réserves d’énergie sous forme d’acide gras
(Celleno and Tamburi 2009; Driskell et al. 2014).

11.1.4.Les annexes cutanées

Loin d’étre lisse, la surface de la peau est constellée d’orifices correspondants aux pores des glandes
cutanées et aux ostium pileux (Celleno and Tamburi 2009). Ces structures, appelées annexes
cutanées, regroupent les glandes cutanées (glandes sudoripares eccrine ou apocrine et glandes
sébacées) et les phanéres (systéeme pileux et ongles) (Dréno 2009), dont la répartition est inégale

entre les zones anatomiques (Celleno and Tamburi 2009).

Recouvrant I’ensemble de la peau, les poils sont toujours associés aux glandes sébacées et forment
les follicules pilosébacés (Figure 5). Les glandes sébacées excretent le sébum dans le follicule
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pileux de maniere a ce que le poil en soit recouvert en atteignant la surface de la peau. Le follicule
pilosébacé est formé par invagination de I’épiderme dans le derme qui produit une gaine constituée
de derme papillaire et de membrane basale (Celleno and Tamburi 2009).

(@) (b)

——sebaceous
/' gland
l/ \
arrector pili
medulla bosrally
cortex

cuticle

outer root stealth
cuticle

Figure 5. Structure d'un follicule pilosébacé: (a) schéma d'un follicule pileux, (b) coupe d’un bulbe pileux. D’aprés (Celleno
and Tamburi 2009).

Les glandes sébacées localisées au niveau de 1’anus, des organes génitaux, des levres et des
paupiéres constituent un cas particulier car elles sont directement reliées a la surface de la peau afin
de garantir une lubrification et une protection adéquate de la peau par le sébum. Représentant 95%
des lipides cutanés, le s€bum est composé a 20% d’acide gras libres, 40% de triglycérides, 15% de
squaléne, 20% de cérides, ainsi que de 5% de stérols et de glycophospholipides (Celleno and
Tamburi 2009). Les sécrétions de sébum sont sous régulation hormonale et sont impliquées dans le
développement de la structure épidermique, le maintien de la barriére cutanée, 1’apport en
antioxydant a la structure de la peau, la protection contre la colonisation par les micro-organismes et

I’odeur corporelle (Ro and Dawson 2005).

Les glandes sudoripares se différencient entre les glandes sudoripares apocrines et les glandes
sudoripares eccrines (Celleno and Tamburi 2009). Les glandes sudoripares apocrines sont
uniquement localisées au niveau des plis inter-fessiers, des aisselles et des organes génitaux ou elles
sont associées aux follicules pilosébacés (Dréno 2009). Leurs sécrétions sont riches en substances

organiques et comprend de larges proportions de protéines et de stéroides. Inversement aux glandes
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apocrines, les glandes sudoripares eccrines sont réparties sur I’ensemble de la surface corporelle et
participent activement a la régulation thermique corporelle. Lorsque la température
environnementale dépasse la limite physiologique de 18 a 20°C et que les autres mécanismes de
thermoregulation deviennent insuffisants, ces glandes produisent un liquide aqueux contenant des
acides aminés, des sels, des produits organiques et certains des toxiques. L’évaporation de I’cau
émise a la surface de la peau refroidit le corps. La sécrétion d’eau émulsifie le sébum présent a la
surface de la peau en film hydrolipidique, ce qui constitue une des protections maintenant une

physiologie normale de la peau (Celleno and Tamburi 2009).

1.2 La peau, une barriére contre 1’entrée des xénobiotiques

[1.2.1.La barriere cutanée

La peau est une barriére structurée protégeant 'intégrité du corps humains face aux diverses
agressions physiques, chimiques ou biologiques imposées par 1’environnement. Certains
xénobiotiques présents dans I’environnement sont des toxiques de contact dont I’action s’exprime
au niveau de la zone de contamination. Toutefois, la peau présente des mécanismes de défenses
capables d’endiguer les altérations subites. Par exemple, les substances alcalines dénaturant les
structures biologiques sont neutralisées par le film hydrolipidique tamponnant la peau a un pH

compris entre 4,5 et 6,5, ainsi que par la couche cornée (Celleno and Tamburi 2009).

De nombreux autres xénobiotiques sont des toxiques dont la toxicité est systémique et se manifeste
apres pénétration au sein de 1’organisme. L’organisation tissulaire de la peau constitue une barric¢re
cutanée entravant ou limitant la pénétration de ces substances. Si la composition et I’organisation du
stratum corneum est majoritairement responsable de la barriére cutanée (Hwa et al. 2011),
I’ensemble des structures épidermiques sont impliquées dans la constitution de la barriére cutanée
(Baroni et al. 2012). Des études récentes ont démontré 1’implication des jonctions serrées scellant
I’espace intercellulaire dans le maintien de la barriere cutanée et la régulation des flux moléculaires
au niveau de la peau. La mutation de la claudine et de I’occludine, protéines extracellulaires clefs
dans la structure des jonctions serrées, est associée a une augmentation de la perméabilité du tissu
cutané (Svoboda et al. 2016). La membrane basale, barriére semi-permeéable, pourrait réguler le
transfert des xénobiotiques de 1’épiderme vers le derme. Le film hydrolipidique participe également
a la regulation de la pénétration des xenobiotiques depuis la surface de la peau (Celleno and
Tamburi 2009).
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L’architecture du stratum corneum est classiquement dépeinte comme un « mur de brique » (Hwa et
al. 2011). D’épaisseur comprise entre 0,5 et 1 um, les cornéocytes forment les briques maintenant la

structure du stratum corneum (Wickett and Visscher 2006).

Représentant le mortier soudant le mur de brique, la phase lipidique occupant [’espace
intercornéocytaire compte pour 10% de la masse du stratum corneum (Figure 6) (Feingold and Elias
2014). Les lipides extracellulaires du stratum corneum sont organisés en bicouches lamellaires
empilées entre cornéocytes adjacents. Au sein des feuillets lipidiques du stratum corneum, les
lipides intercellulaires peuvent étre compactés de maniere extrémement dense, appelé état
orthorhombique, selon 1’état hexagonal, moins dense, ou étre dans un état désorganisé dit état fluide
ou liquide (van Smeden et al. 2014). En conditions physiologiques d’hydratation et de température,
les lipides intercellulaires sont classiquement arrangés selon 1’état orthorhombique (Bouwstra et al.
1992; Sparr and Wennerstrom 2001), tandis que seule une minorité des lipides sont a 1’état fluide
(Silva et al. 2007). L’organisation lipidique orthorhombique confére a la peau les propriétés de
barriere optimale. Elle est altérée au cours du processus de desquamation et les lipides sont
désorganisés au niveau des couches plus superficielles du stratum corneum (Berry et al. 2001). Le
passage de I’arrangement orthorhombique a 1’état fluide, ou désorganisation des lipides
intercellulaires, est associé a une défection de la barriere cutanée et a une augmentation du flux
d’cau trans-épidermique (Grubauer et al. 1987). Au sein du stratum corneum, Dactivité
enzymatique des lipides synthétases et hydrolases, des kallikréines, des élongases, lipoxygénases et
de nombreuses autres enzymes est essentielle a la préservation et a la réparation de la structure de la
barriére cutanée, nécessitant la synthése, le transfert et la sécrétion continue de lipides (Cui et al.
2016).
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Figure 6. Représentation schématique de I’organisation lipidique d’un stratum corneum humain. 1 : Le stratum corneum, la
couche externe de I’épiderme, est constitué de cornéocytes intégré dans une matrice lipidique riche. 2 : 1l est fréquemment
représenté en tant qu’un mur de briques (les cornéocytes) entouré de ciment (la matrice lipidique). 3 : La matrice lipidique
est arrangée en lamelles pouvant avoir une courte (SPP) ou une grande (LPP) distance de répétition. L’organisation latérale
des lipides peut se faire selon trois arrangements possibles : 1’état orthorhombique, I’état hexagonal ou I’état liquide. D’aprés
(van Smeden et al. 2014).

Les glandes sébacées sécretent perpétuellement le sébum qui recouvre la peau sont également
impliquées dans le maintien de la barriere cutanée. Parmi les lipides du sébum, le squalene,
composé de 6 isoprénes connectés par des liaisons covalentes, possede un fort pouvoir hydratant et
antioxydant (Cui et al. 2016).

11.2.2.L’absorption cutanée des xénobiotiques

11.2.2.1. Les différentes voies d’absorption cutanée

Si la peau limite la pénétration d’un grand nombre de substances, la barriére cutanée est imparfaite
et constitue une voie d’administration médicamenteuse connue depuis plusieurs millénaires. Des
écrits de médecine Babylonien et Egyptien font état de I’utilisation d’onguent, de baume et de

pommades. L’emploi de ces remeédes reste néanmoins largement empirique jusqu’aux années 1940-
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1980 ou les connaissances scientifiques sur 1’absorption cutanée se précisent (Hadgraft and Lane

2005).

L’absorption cutanée se définit comme le processus de transfert d’une molécule depuis 1’extérieur
de I’organisme jusqu’a la circulation sanguine. L’absorption cutanée se découpe en une succession
de trois événements. (1) La pénétration correspond a I’entrée d’une substance dans une couche ou
organe particulier. (2) La « permeation » ou infiltration, phase pendant laquelle un xénobiotique
traverse une premiere couche et diffuse dans une seconde couche structurellement et
fonctionnellement différente. (3) La résorption au cours de laquelle la substance entre dans la
circulation systémique par pénétration dans un vaisseau sanguin ou lymphatique (Schaefer et al.
1982).

Le passage d’un produit chimique a travers le stratum corneum est un mécanisme passif, par
diffusion successive a travers 1’empilement de bicouches lamellaires lipidiques et de cornéocytes.
L’absorption cutanée peut se faire par deux voies anatomiques distinctes : la voie transépidermique
et la voie transfolliculaire. Lors de la diffusion par voie transépidermique, un xénobiotique peut
emprunter le chemin transcellulaire ou paracellulaire (intercellulaire), en fonction de ses
caractéristiques physicochimiques (Figure 7). Les composés lipophiles traversent le stratum
corneum par le chemin intercellulaire en se solubilisant dans les lamelles lipidiques compactés dans
les espaces intercornéocytaires. Il est supposé que les molécules a dominante hydrophile pénétrent
majoritairement 1’organisme par la voie transcellulaire, en franchissant les cornéocytes qui
contiennent d’abondantes proportions de protéines polaires (Hwa et al. 2011). Il est cependant
admis que la voie intercellulaire est la voie de diffusion majoritaire car I’enveloppe cornifié¢e et
lourdement réticulée entourant les cornéocytes limite ’entrée cellulaire des molécules chimiques.
La voie transfolliculaire, ou shunt, exploite les annexes cutanées (follicules pileux ou glandes
sudoripares eccrines) s’enfongant au sein du derme. Ne comptant que pour 0,1% de la surface
cutanée humaine, la participation de la voie transfolliculaire a I’absorption cutanée est considérée

minoritaire et limitée a la phase initiale de 1’absorption cutanée (Bronaugh and Maibach 2005).
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Figure 7. Représentation schématique des trois voies de diffusion a travers le stratum corneum. D'apres (Beriro et al. 2016).

Aprés diffusion a travers le stratum corneum, les jonctions cellulaires (desmosomes, jonctions
serrées) entravent la voie paracellulaire et forcent les xénobiotiques a traverser le reste de
I’épiderme en franchissant les membranes cellulaires et cytosols des kératinocytes (Hwa et al.
2011). Au niveau du derme papillaire, réseau dense de protéines hydrophiles, les xénobiotiques
s’introduisent dans les capillaires sanguins superficiels localisés a 200 pm de profondeur et
rejoignent la circulation systémique (Bronaugh and Maibach 2005; Hwa et al. 2011). L’absorption
cutanée des molécules hautement lipophiles ou hydrophiles peut étre largement ralentie par une
couche cutanée distincte, formant un réservoir résultant d’une accumulation dans le compartiment
cutané (Bronaugh and Maibach 2005).

11.2.2.2. Les facteurs de variabilité de I’absorption cutanée

L’étendue de 1’absorption d’un xénobiotique par la peau dépend de plusieurs facteurs biologiques
responsables d’une variabilité intra et interindividuelle. L’épaisseur du stratum corneum et de
I’épiderme est différente en fonction de la zone anatomique considérée, ce qui influence
considérablement le passage des xénobiotiques a travers la peau. Ainsi, 1’absorption de
I’hydrocortisone est 42 fois supérieure au niveau du scrotum que de la face ventrale de 1’avant-bras

et environ 7 fois moindre au niveau de la voute plantaire (Feldmann and Maibach 1967).
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Certains facteurs tels que 1’age (hydratation, teneur en lipides, épaisseur de la peau), I’ethnie, le
genre et 1’état de santé conditionnent la structure de la peau et sont donc une source de variabilité
interindividuelle dans I’absorption cutanée de xénobiotiques (Berardesca and Maibach 2003; Farage
et al. 2007; Farahmand and Maibach 2009). L’état hydrique du tissu cutané joue un role important
car une forte hydratation du stratum corneum facilite la diffusion des composés a travers la peau
(Hadgraft and Lane 2005). La présence d’atteintes (meécaniques ou chimiques) a la surface de la
peau et/ou de désorganisation des lipides du stratum corneum augmente 1’absorption cutanée (Gattu
and Maibach 2010). De plus, certaines pathologies telles que 1’eczéma ou le psoriasis affecte
I’organisation tissulaire cutanée et diminue 1’efficacité de la barriere cutanée (Motta et al. 1994; van
Smeden and Bouwstra 2016). La perméabilité cutanée varie considérablement entre especes
animales : la peau de souris est 1,5 fois plus perméable a la testostérone que la peau humaine (Kao
et al. 1985). Cette variabilité inter-espece s’explique par des différences structurelles telle que la
densité des follicules pileux mais aussi le nombre de couches cellulaires composant 1’épiderme
(Kao et al. 1988; Montagna and Parakkal 1974). Bien que la voie transfolliculaire soit limitée chez
I’homme, la disparité de la distribution des annexes cutanées pourrait impacter 1’absorption cutanée

entre zones anatomiques distinctes, a I’instar du rat (Kao et al. 1988).

L’absorption cutanée dépend également des caractéristiques physico-chimiques du xénobiotique
étudié. Alors gue les molécules volatiles diffusent facilement a travers la peau, 1’absorption cutanée
des composés de haut poids moléculaire est plus restreinte (Marzulli et al. 1965; O. Potts and Guy
1992). Le poids moléculaire maximal d’un xénobiotique pour diffuser a travers la peau est estimé a
500 Dalton (Bos and Meinardi 2000). La capacité d’un xénobiotique a diffuser dépend également
de sa lipophilie (optimale lorsque 1 < Log Koy < 3), de sa température de fusion et de sa solubilité a
la fois dans I’huile et dans I’eau, liée aux fonctions chimiques de la molécule (-OH, -COOH...)
(Korting and Schafer-Korting 2010; Magnusson et al. 2004).

Les xénobiotiques entrant en contact avec la surface cutanée sont généralement incorporés dans un
véhicule dont I’impact sur la pénétration cutanée peut s’avérer considérable (Bronaugh and
Maibach 2005). Le design du véhicule d’administration est d’ailleurs un enjeu en dermatologie. Les
solvants sont des exhausteurs couramment utilisés pour augmenter 1’absorption cutanée desS
molécules pharmaceutiques (lbrahim and Li 2009). Des études récentes ont montré la corrélation
entre la vitesse d’évaporation du solvant et I’absorption du soluté (Intarakumhaeng and Li 2014).
Cependant, certains solvants perturbent 1’intégrité physique de la barriére cutanée. L’éthanol,
I’acétone, le diméthylsulfoxyde (DMSO), le toluéne et le cyclohexane affectent la viabilité de la
peau. Le DMSO declenche également des changements morphologiques du tissu cutanée en

provoquant des modifications biochimiques dont un cedéme intracellulaire et un gonflement de
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I’enveloppe nucléaire (Randall King and Monteiro-Riviere 1991). D’autres solvants interagissent de
différentes maniéres avec les lipides intercellulaires du stratum corneum et perturbent la barriere
cutanée. Le mélange éthanol/chloroforme extrait les lipides intercellulaires (céramides, acides gras
libres, mais surtout le cholestérol et les lipides polaires). En revanche, I’acétone ne posseéde qu’un
faible pouvoir d’extraction et semble plutot perturber I’arrangement des lipides du stratum corneum
(Barba et al. 2016). Par ailleurs, la viscosité du vehicule est inversement corrélée a la pénétration
des solutés (Ingram et al. 1995). La solubilité et la stabilit¢é d’un xénobiotique dans le véhicule

influencent fortement I’absorption cutanée (Korting and Schafer-Korting 2010).

Bien qu’encore peu caractérisée, la contamination de la peau par des mélanges complexes plutot
que par un xénobiotique seul pourrait influer de maniére conséquente la vitesse d’absorption et la
quantité absorbée, par interaction moléculaire a la surface ou au sein de la peau (Bronaugh and
Maibach 2005).

11.2.3.Le métabolisme cutane des xenobiotiques

11.2.3.1. Généralités

Le corps humain posséde de nombreuses protections développées et structurées pour prévenir
I’entrée de xénobiotiques au sein de 1’organisme. Cependant, ces barrieres sont imparfaites et ne
préviennent pas la pénétration de 1I’ensemble des molécules (variant en poids moléculaire, volatilité,
lipophilie, structure, ionisation...) présentes dans l’environnement. Aprés pénétration (cutanée,
respiratoire ou intestinale), le comportement d’une molécule exogéne va dépendre de ses
caractéristiques physicochimiques. Elle peut étre excrétée de 1’organisme de maniére inchangée,

s’accumuler dans un tissu ou un organe, ou encore étre modifiée pour faciliter son élimination.

Afin de prévenir la toxicité ou la cytotoxicité d’un xénobiotique mediés par une accumulation
cytoplasmique, les cellules eucaryotes sont dotées d’un bagage enzymatique riche appelé systeme
de détoxication. Les diverses enzymes catalytiques composant ce systéeme sont cytosoliques,
mitochondriales, microsomales (localisées sur le réticulum endoplasmique) ou intégrées a
I’enveloppe nucléaire. Elles catalysent la biotransformation des xénobiotiques en les rendant plus
hydrophiles, dans le but de favoriser 1’élimination des composés réactifs de la cellule. Le
métabolisme des xénobiotiques se découpe en 3 phases successives. Premierement, la phase de
fonctionnalisation mene a la formation de composés électrophiles intermédiaires (métabolites
primaires) par oxydo-réduction et/ou hydrolyse aboutissant a 1’implémentation de fonctions
chimiques (-OH, -NH;, -COOH, -SH) sur la molécule mere. Puis, ces composés électrophiles
réactifs sont désactivés gréce a la greffe de groupements lourds et polaires (metabolites secondaires)
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lors de la phase de conjugaison. Enfin, les métabolites sont expulsés depuis la cellule vers

I’environnement extracellulaire par transport actif au cours de la phase d’élimination (Bostrom et al.
2002).

11.2.3.2. Importance du métabolisme cutane

Bien que le foie soit le organe principal du métabolisme, la peau est 1’organe le plus large du corps
humain et constitue une porte d’entrée pour de nombreux xénobiotiques (Bronaugh and Maibach
2005). 11 s’agit d’un organe endocrine indépendant produisant de nombreuses hormones (stéroides,
catécholamines, prolactine...), dont la synthése implique une grande variété d’enzymes du
métabolisme (Guéguen et al. 2006; Zouboulis 2000). Si la peau a longtemps été considérée comme
une simple enveloppe, les recherches révelent aujourd’hui I’importance de I’effet de premier
passage lors de 1’absorption des xénobiotiques par voie cutanée. L’activité enzymatique mesurée
dans la peau est inférieure a celle observée dans le foie, mais elle suffit a activer un cancérogéne ou
un composé toxique (Bronaugh et al. 1989). La formation d’intermédiaires métaboliques toxiques a
ainsi été démontrée il y a plus de 20 ans (Ademola et al. 1993a; Ademola et al. 1993b). Plus
récemment, des métabolites génotoxiques ou impliqués dans la formation d’espéce réactives a
I’oxygéne (ERO) ont été identifiés aprés exposition de peau humaine ex vivo (Brinkmann et al.
2013). Ceci souligne I’'importance des recherches sur le métabolisme cutané afin d’évaluer le risque

de toxicité locale.

En outre, le métabolisme peut influencer la diffusion d’une substance a travers la peau.
L’importance du métabolisme cutané des xénobiotiques dépend des caractéristiques physico-
chimiques du xénobiotique et notamment de sa lipophilie (Log Kow) (Bronaugh et al. 1989). A titre
d’exemple, 70 a 95% de la testostérone (Log Kow = 3,3) appliquée sur des explants de peau de porc
est métabolisée, tandis que seulement 16% de la 7-éthoxycoumarine (Log Ko = 2,3) est
biotransformée (Jacques et al. 2010a; Jacques et al. 2014). La limitation des molécules lipophiles
est due au stratum corneum qui constitue alors un réservoir au sein de la peau. La conversion
métabolique de ces xénobiotiques par les kératinocytes en composés plus hydrophiles est
progressive facilitant ainsi leur passage a travers la peau (Bronaugh and Maibach 2005).

Le métabolisme cutané dépend eégalement de la quantité de xénobiotique entrant en contact avec la
peau. Alors que 16% de 7-éthoxycoumarine est métabolisé aprés application de 10 nmol sur des
explants de peau de porc ex vivo, cette proportion diminue a 4% aprés application respective de 400
nmol (Jacques et al. 2010a), possiblement du fait d’une saturation enzymatique (Jacques et al.
2010b).
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11.2.3.3. Les enzymes du métabolisme

La peau est catalyse une grande diversité de réactions de fonctionnalisation (hydroxylation,
méthylation...) et ’ensemble des réactions de conjugaison connues a ce jour (Manevski et al. 2015;
Pannatier et al. 1978). Globalement, la peau exprime 1’ensemble des enzymes du métabolisme des
xenobiotiques. L’expression constitutive est toutefois moins forte que dans le tissu hépatique et
dépend fréquemment d’une induction par les xénobiotiques (Oesch et al. 2014; Oesch et al. 2018;
Oesch et al. 2007).

Catalysant de nombreuses réactions biochimiques, les cytochromes P450 (CYP450) sont des
enzymes centrales dans le métabolisme des xénobiotiques et des molécules endogénes (Zanger and
Schwab 2013). Chez I’homme, la mesure des transcrits ou acides ribonucléiques messagers
(ARNmM), le dosage protéique et I’activité enzymatique sur des biopsies de peau humaine montrent
I’expression constitutive des CYP1A1, CYP1A2, 1B1 mais aussi des familles CYP2 et CYP3.
L’expression basale des CYP450, limitée dans la peau, augmente de maniére considérable apres
induction par divers xénobiotiques (HAP, dioxines...). La répartition des CYP450 est amplement
supérieure au sein de 1’épiderme et des glandes sébacées que du derme. L’expression des CYP450
n’est pas homogene selon les couches épidermiques. Ainsi, le CYP1A1 est majoritairement exprimé
dans les kératinocytes de la couche basale, tandis que le CYP1B1 est mesuré dans les autres strates

épidermiques.

L’expression (ARNm) de I’époxyde hydrolase (EH) cytoplasmique (EHI et EHPX1) et
microsomale (EH2 et EHPX2) est démontrée dans la peau humaine. De plus, des marquages
immunochimiques révélent la présence de la protéine EH au sein de 1’épiderme. L’EH catalyse
I’ouverture des groupements époxydes par addition de H,O et détoxifie de nombreux xénobiotiques

rendus nucléophiles aprés biotransformation.

La nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH):quinone oxydoréductase (NQO)
détoxifie les quinones en radicaux semiquinones par réduction directe de deux électrons des
quinones. L’identification des transcrits des isoformes NQO1 et NQO2 dans la peau humaine et les
mesures d’activité enzymatique indiquent la présence de la NQO dans la peau humaine. De plus,
I’activité cutanée de la NQO, similaire a I’activité hépatique, est fortement induite par le coal tar et

d’autres xénobiotiques.

La peau humaine exprime également les enzymes de conjugaison telles que la glutathion S-
transférase (GST) dont ’ARNm de 9 isoformes est identifi¢ sur peau entiére et la protéine est

identifié¢ dans 1’épiderme et les glandes sébacées. De maniére similaire, la présence des UDP
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glucuronidetransférase (UGT) et sulfotransférase (SULT) dans la peau humaine a été rapporté par
mesurage des activités enzymatiques et des ARNm (Oesch et al. 2014; Oesch et al. 2018; Oesch et
al. 2007).

Les connaissances scientifiques sur les capacités métaboliques de la peau humaine sont en constante
évolution et les recherches indiquent la présence de nombreuses autres enzymes du métabolisme
telles que les flavines monooxygénases, les aldéhydes oxydases ou encore les N-acétyltransférases
(Oesch et al. 2014; Oesch et al. 2018; Oesch et al. 2007).

1.3. Les modeles in vitro d’étude de I’absorption cutanée

En 1959, William Russell et Rex Burch publient « The Principles of Humane Experimental
Technique ». A travers le principe des 3R, « Reduce, Refine, Replace », les deux auteurs proposent
la réduction de 1’utilisation systématique d’animaux de laboratoire et le raffinement des protocoles
expérimentaux afin d’améliorer non-seulement la qualité scientifique des projets de recherche, mais
aussi de limiter le nombre d’animaux par expérience ainsi que la douleur ou la détresse animale
causée au cours du protocole expérimental. L’objectif est a terme de remplacer 1’utilisation

d’animaux de laboratoire par des techniques, des méthodes et des modeles alternatifs (Flecknell

2002).

N’ayant récolté qu’une attention limitée a ses débuts, ce dogme regut au fur et a mesure un intérét
grandissant de la part de 1’opinion publique et de la communauté scientifique si bien qu’il influenga
la réglementation. Un exemple concret de cette avancée est la directive européenne 2010/63/UE
visant ’amélioration de la protection des animaux utilisés a des fins scientifiques et de ’attention
portée par un éditeur scientifique au respect des réglementations en vigueur lors de la soumission

d’une communication écrite.

Dans le domaine de I’absorption cutanée, Robert L. Bronaugh initia le développement de modeles
d’études alternatifs in vitro dés les années 1980 (Bronaugh and Stewart 1985a). Au-dela de la
réduction des coups expérimentaux, ces nouveaux modeéles sont simples a mettre en ceuvre et
complétent les informations obtenues in vivo. Il devient alors aisé de calculer des constantes de
perméabilité, d’apprécier un profil de diffusion ainsi qu’un profil métabolique, d’identifier des
enzymes fonctionnelles dans le tissu cutané ou encore de décomposer les mécanismes d’absorption

d’un xénobiotique en I’extrayant des différentes strates de la peau.
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11.3.1.Les membranes artificielles

Une des principales difficultés liées & 1’utilisation de stratum corneum ou d’épiderme isolé
d’explants de peau humaine ou animale est la variabilité intra- ou interindividuelle. L’objectif du
développement des membranes artificielles est d’offrir une alternative simple et reproductible pour
¢tudier les mécanismes physicochimiques de I’absorption cutanée en imitant les propriétés d’une
peau saine. Deux classes de membranes se distinguent : les membranes non-lipidiques et les

membranes lipidiques.

La premiere classe de membrane artificielle comprend les membranes en silicone ou membranes
poly(diméthylsiloxane) dont I’utilisation remonte aux années 1970. Ces modeles ont été utilisés
avec succes dans la selection de véhicules pertinents pour optimiser la perméabilité cutanée de la
caféine et de diverses molécules a visée thérapeutique. Leur justesse pour les molécules hydrophiles
est cependant remise en question et leur potentiel pour le développement de formulations doit
encore étre élucidé. D’autres membranes artificielles, tels que les modeles micellaires, sont
composés de 70% d’huile de silicone et de 30% d’isopropyl myristate coaté sur un filtre
hydrophobe de polyvinylidéne fluoride. Ces membranes sont capables de discriminer les molécules
piégées par la barriére cutanée des substances franchissant par la peau. Le modele commercial
Strat-M'", composé de plusieurs couches de polyéther sulfone recouvertes d’une fine strate de

surface, reproduit la morphologie de la peau.

Les modeles lipidiques regroupent les membranes « parallel artificial membrane permeability
assay » (PAMPA) et « phosphlipid vesicle-based permeation assay » (PVPA). Le systeme PAMPA,
originellement créé pour évaluer la perméabilité intestinale, fut ensuite adapté a la peau. Il est
composé de certramides (céramides artificiels de masse moléculaire et de capacités
accepteur/donneur d’atomes d’hydrogene similaires) utilisés en combinaison avec le cholestérol,
I’acide stéarique et I’huile de silicone pour constituer les lipides de la membrane PAMPA. Le
modele PVPA, plus récent, imite la capacité de barriere du stratum corneum. 1l consiste au dép6t de
liposomes sur un filtre reproduisant les cellules des barrieres biologiques.

Toutefois, bien que présentant des avantages certains (durée de conservation, coups, facilité
d’utilisation), les membranes artificielles présentent encore des incohérences dans la prédiction de

la perméabilité cutanée et nécessitent a ce jour des améliorations (Flaten et al. 2015).
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11.3.2.Les modeles de peau reconstruite

Au cours des 10 derniéres années, les modéles d’épiderme reconstruit humain (Episkin®,
SkinEthic®, Epiderm®) et des équivalents de peau humaine (GraftSkin®, EpidermFT®, Pheninon®)
(Figure 8) sont apparus sur le marché. lls sont assemblés a partir de cultures de cellules humaines
(cultures primaires ou lignées cellulaires) et d’équivalent de matrices présentes dans la peau. Ces
outils sont largement utilisés lors des tests de phototoxicité, d’irritation, de corrosion et de
permeéabilité cutanée. Les différents modeles de peau présentent des disparités morphologiques, de
composition et biochimiques. Par exemple, le modéle Episkin® exprime la loricrine tandis que les
modéles SkinEthic® et Epiderm® ne I’expriment pas. Ces modéles présentent une variabilité
moindre que les explants, mais sont néanmoins plus perméables que la peau. La perméabilité aux
substances lipophiles est 800 fois supérieure a celle de la peau humaine, cependant le flux

transdermique d’acide salicylique est identique.
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Figure 8. Coupe histologique d'un modéle de peau de peau reconstruit (Episkin modéle T-skin™). Il intégre ’ensemble des

structures macroscopiques de la peau: I’épiderme (1) dont le stratum corneum (2), et le derme (3). D’apres
http://www.episkin.com/T-Skin.

Si la perméabilité absolue des modéles de peau reconstruite difféere donc de celle des explants de
peau, leurs perméabilités respectives mesurées lors de 1’évaluation de 1I’absorption de xénobiotiques
avec différentes formulations de véhicules sont corrélées. Ainsi, avec une méthodologie
standardisée, ces différents modéles pourraient étre utilisés pour le criblage du comportement dans
la peau de diverses substances chimiques et leur extrapolation a la peau humaine (Flaten et al.
2015).

11.3.3.Les explants de peau

Les explants de peau utilisés ex vivo constituent le modéle d’étude de choix puisqu’ils contiennent

I’ensemble des structures cutanées depuis I’hypoderme jusqu’au stratum corneum, ainsi que les
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annexes cutanées. L’utilisation de ces explants peut néanmoins s’avérer délicate et requiert une

attention particuliere quant a la conservation des échantillons et la préparation des membranes.

Plusieurs études sur peau de rongeur et de porc montrent une augmentation de la perméabilité apres
stockage des échantillons de peau a -20°C et décongélation préalable aux expérimentations.
Plusieurs méthodes de préparation des explants de peau sont décrites dans la littérature : la peau de
rongeur, plus perméable, est frequemment employée entiére ; la peau humaine et la peau de porc
sont respectivement découpées a des épaisseurs de 200 a 400 um ou 400 a 700 um a I’aide d’un
dermatome ; enfin, le stratum corneum peut étre isolé par traitement enzymatique a la trypsine et
I’épiderme entier peut étre décollé du derme aprés un traitement thermique a 60°C. Cependant, ces

deux derniers modéles ne permettent pas I’étude du métabolisme cutané.

L’obtention de peau humaine, considérée comme le « golden standard », n’est pas toujours possible
et requiert parfois des autorisations éthiques. Des explants de peau de différents animaux sont par
conséquent régulierement utilisés dans les études d’absorption cutanée. Structurellement,
histologiquement et physiologiquement similaire a la peau humaine, la peau de porc, dont les
oreilles sont collectées dans les abattoirs, présente certains avantages tels que le maintien structurel
apres ablation ou apres conservation a -20°C, tandis que la peau humaine se rétracte lors du
prélévement. Les études comparatives montrent une bonne corrélation de la pénétration cutanée des
xénobiotiques entre les tissus de porc et les tissus humains. Les rongeurs, de petite taille,
représentent un faible colt, une facilit¢ d’utilisation en laboratoire et les nombreuses espéces
existantes permettent un large panel d’étude. Cependant, de méme que les primates, leur emploi est
soumis a de nombreuses restrictions éthiques. De plus, de multiples études montrent que leur
tégument est plus perméable que la peau humaine et donc inadéquate pour I’extrapolation a
I’homme. La mue de serpent est obsoléte pour 1’étude de certains composés de par I’absence de
follicule pileux. En revanche, la peau de pis bovin est considérée comme la plus adaptée apres les
explants de peau humains. Elle génére en outre moins de variabilité que la peau humaine lors de
I’application de Xénobiotiques tels que la caféine, la testostérone, I’acide benzoique et 1’acide
flufénamique (Flaten et al. 2015).

Les enzymes du métabolisme des xénobiotiques ont successivement été identifiées dans la peau des
différentes espéces (homme, rat, souris, porc) (Oesch et al. 2014; Oesch et al. 2018; Oesch et al.
2007), cependant les profils métaboliques produits par des explants de peau d’espéces différentes
peuvent différer. Par exemple, la peau de porc, frequemment décrite comme histologiquement
similaire a celle de I’lhomme (Jacobi et al. 2007), génere essentiellement 30 nmol de bisphénol A

glucuronidé aprés application de 50 nmol de bisphénol A pendant 72h, tandis que la peau humaine
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forme respectivement 3,5 nmol de bisphénol A glucuronidé et 3,0 nmol de bisphénol A sulfaté
(Zalko et al. 2011).

La littérature établit distinctement que la peau humaine représente le mateériel le plus pertinent pour
I’évaluation de la pénétration cutanée de substances contenues dans diverses formulations.
Néanmoins, les données montrent également la forte variabilité existante entre individus, de méme
gu’entre explants de peau prélevés sur le méme donneur mais de zones anatomiques distinctes.
L’emploi de la peau humaine et I’interprétation des données peuvent ainsi s’avérer délicats (Flaten
et al. 2015).

11.4. Les systéemes d’étude in vitro de I’absorption cutanée

I1.4.1.La cellule de Franz (statique)

Une membrane (explant de peau viable, membrane artificielle, modele de peau reconstruite ou
encore peau cadavérique) est placée dans une chambre de diffusion (verre ou Teflon®) (Figure 9).
Cette membrane sépare un compartiment donneur, contenant la substance a tester, du compartiment
récepteur rempli de liquide « récepteur » (de capacité comprise entre 3,8 et 5,4 mL). La fonction du
liquide récepteur est d’hydrater la membrane ainsi que d’apporter les nutriments nécessaires au
maintien de son intégrité physiologique. Lors de I’utilisation d’explants de peau, la face dermique
est en contact direct avec le liquide récepteur thermostaté pour maintenir la peau a température
physiologique. L herméticité des compartiments donneur et récepteur est maintenue grace a un joint
délimitant la surface exposée (généralement 0,64 cm?) et a des clamps fixant les compartiments 1’un
a ’autre. Au fond du compartiment donneur, le barreau d’agitation homogénéise constamment le
liquide récepteur. Le port de prélevement situé sur le compartiment récepteur permet 1’aliquotage

régulier du liquide receveur (Schaefer et al. 1982).

47



Donor Compound

Donor Chamber
‘_ Flat Ground
Joint

Membrane

"5 Sampling Port
Heater/
Circulator %/
\ \

Water Jacket —} '

4 | Receptor
Chamber

=== Stirbar

Figure 9. Schéma d'une cellule de diffusion de Franz.

Le design du liquide récepteur est crucial pour 1’étude d’absorption cutanée. Il doit étre adapté aux
caractéristiques physicochimiques de la substance a étudier afin d’éviter toute rétention dans la peau
et de solubiliser le composé d’intérét (OECD 2004). Du sérum de veau feetal (Kao et al. 1985), de la
sérum albumine bovine (SAB) (Jacques et al. 2010b), ou des surfactants non-ioniques (volpo-20)
(YYang et al. 1986) sont généralement utilisés pour faciliter la partition des molécules lipophiles dans
le liquide récepteur, car elles tendent a s’accumuler dans la membrane. Certaines études décrivent
cependant une altération de la viabilité¢ des explants de peau lors de I’utilisation des surfactant non-
ioniques (Bronaugh et al. 1989). Lors des études de métabolisme, un milieu de culture est
fréquemment employé afin d’apporter les nutriments nécessaires au fonctionnement cellulaire et

maintenir la viabilité du tissu (Jacques et al. 2010b; Payan et al. 2009).

Lors de I’étude d’une molécule volatile, il arrive que le compartiment donneur soit scellé (condition
occlusives) afin d’éviter 1’évaporation du composé. Le contenu en eau du stratum corneum situé
entre les lamelles lipidiques peut augmenter de 5-15% jusqu’a 50% entrainant une augmentation de
37% de la surface cutanée, un gonflement du stratum corneum et un épaississement de la peau. 1l en
résulte une diminution de la barriére cutanée favorisant ainsi la diffusion des composés (Schaefer et
al. 1982).

48



11.4.2.La cellule de diffusion dynamique

L’objectif de la cellule de diffusion dynamique est de se rapprocher des conditions d’absorption
cutanée in vivo. Le liquide récepteur du compartiment récepteur d’une cellule dynamique, d’une
capacité de 0,5 mL, est constamment renouvelé afin de limiter le gradient de concentration lié a
I’apparition de la substance dans le compartiment récepteur et aliquoté par un collecteur de fraction
(Figure 10). De maniére générale, le débit doit étre réglé de maniére a étre de 5 a 10 fois supérieur a
celui du volume du compartiment récepteur afin d’obtenir un renouvellement correct (i.e. au moins
2,5 mL/h pour un volume de 0,5 mL) (Schaefer et al. 1982).
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Figure 10. Schéma d'une cellule de diffusion dynamique.

11.4.3.Systéme d’insert/puits

Plus récemment, Jacques et al. ont développé une nouvelle cellule de diffusion correspondant a une
miniaturisation des cellules statique de Franz (Figure 11) (Jacques et al. 2010b). Le compartiment
récepteur est constitué de plagues de culture cellulaire de 6 puits au diametre de 35 mm recevant 1,5
mL de milieu de survie. Les explants de peau sont déposés sur la membrane de 1’insert
(compartiment donneur) en contact avec 1’air. Ce systéme permet de placer 1’explant a 1’interface
air-liquide, le derme est ainsi en contact avec le milieu dont les nutriments remontent par capillarité

a travers la membrane de ’insert.
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Figure 11. Photographie du systeme d'inserts et de puits. D'aprés (Jacques et al. 2010a).

I1.4.4.Pertinence des systemes de diffusion

D’apres plusieurs études comparatives, les résultats obtenus avec les cellules de diffusion in vitro
sont bien corrélés a ceux des études in vivo lorsque les protocoles sont appropriés (Bronaugh et al.
1982; Lehman et al. 2011). De plus, les cellules statiques et les cellules dynamiques donnent des

résultats similaires (Bronaugh and Stewart 1985a; van de Sandt et al. 2004).

L’approche d’insert/puits développé par Jacques et al. présente plusieurs avantages. Peu onéreux, il
permet de mener de nombreuses expériences en paralléle et de concentrer les dérivés métaboliques
produits par la peau dans un volume de liquide récepteur limité. Enfin, une perspective est
I’automatisation des procédures de prélévement et de dosage en plaque 96 puits afin de travailler a
haut debit (Beriro et al. 2016).

50



I11. Les rayonnements ultraviolets solaires

I1.1. Généralites

Le spectre solaire se décompose globalement en trois régions électromagnétiques distinctes : les UV
(200-400 nm), la lumiere visible (400-780 nm) et les infrarouges (780-1000 nm). Collectivement,
ils composent le rayonnement optique dont les UV constituent environ 5% de la lumiere solaire
terrestre. Le spectre UV solaire est sous-divisé en 3 régions dont les limites précises sont
controversées et different selon les domaines d’études scientifiques (Figure 12). En photobiologie
environnementale et en dermatologie, les 3 régions sont délimitées de la maniére suivante : UVA
(320-400 nm), UVB (290-320 nm) et UVC (200-290 nm) (Diffey 2002).
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Figure 12. Représentation de la place des UV dans le spectre électromagnétique global. D'aprés (Morison 2005).

Lors de la traversée de 1’atmosphére terrestre, le rayonnement optique émis par le soleil subit de
lourdes modifications : uniquement deux tiers du rayonnement initial atteignent la surface terrestre.
Les rayonnements solaires sont absorbés et dispersés par 1’oxygéne et le nitrogéne de I’air
(dispersion de Rayleigh) donnant au ciel sa couleur bleutée. Si la réflexion de la lumiere sur
certaines surfaces pourrait grandement participer a la dispersion des UV, ’ozone stratosphérique
intercepte la plupart des UV extraterrestres et élimine la majorité des UVB ainsi que la totalité des
UVC. Par conséquent, 95% des rayons UV frappant la surface terrestre correspondent a des UVA,
tandis que les UVB comptent pour environ 5% du total des rayonnements UV (290-400 nm).
Toutefois, les UVB, plus énergétiques, sont considerés responsables des effets biologiques des UV.

La classification des UV solaires en tant qu’agents cancérogenes pour 1’homme par le CIRC en
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1992 est confirmée lors d’une réévaluation en 2012 (IARC 1992; IARC 2012). L’exposition aux
rayonnements solaires provogque notamment des mélanomes malins, des carcinomes cutanés des
cellules basales et squameuses, mais aussi des cancers de la levre et des mélanomes oculaires
(IARC 2012).

Les UVA et les UVB ne pénétrent que peu profondément dans 1’organisme humain (Natarajan et al.
2014). De longueur d’onde courte, les UVB, tres énergétiques, sont principalement arrétés par
I’épiderme, tandis que 50% des UVA, moins énergétiques, atteignent le derme (Svoboda et al.
2016). Bien qu’ils n’interagissent que superficiellement avec le corps humain, les UV déclenchent
de nombreuses réponses biologiques, des réactions toxiques et peuvent induire un vieillissement
précoce de la peau en cas d’exposition réguliere. Certaines de ces réponses biologiques sont
bénignes et disparaissent a court terme : épaississement cutané, pigmentations immédiates ou
adaptatives. D’autres réactions sont toxiques et portent atteinte aux macrostructures cellulaires
essentielles telles que I’acide desoxyribonucléiqgue (ADN). Les UVB, directement absorbés par
I’ADN, induisent des modifications directes des bases nucléiques dont la dimérisation de deux
bases pyrimidiques adjacentes, ensuite mutés en dimeéres de thymines lors des processus de
réplication de ’ADN. A I’inverse, les UVA et la lumiére visible ne sont pas absorbés par I’ADN
mais peuvent activer des chromophores endogenes ou exogeénes par photosensibilisation et genérer
des ERO (AFSSE et al. 2005; Natarajan et al. 2014). Apres activation par les UV, ces
photosensibilisants endogénes forment de I"oxygéne singulet (‘O,) par transfert direct d’énergie a
une molécule d’oxygéne moléculaire, ou des anions superoxydes (O;") par transfert d’électron
pouvant aboutir a la formation d’eau oxygénée H,0,. Les UV peuvent également induire la
formation de NO' et d’autres especes réactives nitrogénées par décomposition de nitrate endogeéne.
Ces différentes especes chimiques, trés réactives, provoquent une peroxydation protéique et
lipidique ainsi que des dommages oxydatifs a I’ADN (Natarajan et al. 2014).

I11.2.  L’exposition aux UV

11.2.1. Définitions

La quantité de rayonnement UV peut étre exprimée selon plusieurs terminologies. Ainsi, le flux
énergétique ou flux de rayonnement correspond au faisceau lumineux traversant un espace. En
photobiologie, le terme irradiance (W.m™) définit la quantité de rayonnement atteignant un sujet.
L’exposition énergétique ou dose d’exposition en photobiologie, analogue au flux d’énergie en

radiobiologie, est obtenue par 1’intégrale temps de I’irradiance (mJ.cm™ ou kJ.m™).
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Déterminer la dose provoquant un érythéme cutané est une des difficultés en photodermatologie. La
dose érythémateuse minimale (DEM) était anciennement couramment utilisée dans la littérature
scientifique. Elle se définissait telle que la dose minimale nécessaire a 1’apparition d’un érythéme.
La DEM est cependant propre a chaque individu et ne permet pas la caractérisation d’une
exposition. La dose érythémateuse standard (DES) correspond a une dose d’exposition cutanee
effective de 100 J.m™. Il est considéré qu’une journée d’été en Europe par temps clair est équivalent
a 30-40 DES et que 4 DES provoquent un érytheme cutané modéré sur une peau non-acclimatée
(Diffey 2002).

111.2.2. Généralités sur 1I’exposition aux UV

La mesure de I’exposition aux UV naturels est une science complexe car elle dépend de nombreux
facteurs. Premiérement, I’énergie du rayonnement UV frappant le sol terrestre dépend de la latitude.
L’énergie des UV, diminuant lorsque la distance géographique a I’équateur augmente, est moyenne

en France.

L’intensité du rayonnement solaire et la proportion en UVB augmentent avec 1’altitude du fait de la
diminution de I’épaisseur atmosphérique. En un lieu donné, I’intensité des radiations solaires
dépend également de la réflexion et la diffraction médiées par certains sols (neige, eau, sable)
(AFSSE et al. 2005). Depuis quelques décennies, 1’épaisseur de la couche d’ozone stratosphérique,
barriere naturelle contre les UV, subit un amincissement susceptible d’accroitre I’intensité du

rayonnement solaire au sol et la proportion d’UVB (Henriksen et al. 1990).

L’intensité des radiations UV varie en fonction de la hauteur du soleil sur 1’horizon, autrement dit
en fonction de I’heure et de la saison. Le maximum d’irradiation est observé au zénith durant le
solstice d’été (AFSSE et al. 2005). D’ailleurs, environ 75% des UVR sont recus entre 9 et 15h en
été. En Belgique, la dose d’UVB regu quotidiennement diminue de 10 DEM durant la période
estivale a 0,4 en hiver (IARC 1992). Les variations météorologiques saisonniéres associées avec les
variabilités climatiques actuelles modifient la durée des épisodes nuageux (AFSSE et al. 2005).
L’impact des nuages sur I’irradiation UV du sol est extrémement complexe. La taille des
gouttelettes d’eau (@ = 1-30 um) est largement plus grande que les longueurs d’ondes des UV. Par
conséquent, la transmission des UV a travers les nuages peut étre considérée indépendante de la
longueur d’onde (Diffey and Elwood 1994). D’apres I’'TARC, les rayonnements infrarouges sont
néanmoins arrétes par les nuages, alors qu’une couverture nuageuse complete ne bloque que 50%
des UVB. En cas de couverture nuageuse trés epaisse, la totalité des UVB est prévenue par les
nuages, méme lors de la période estivale (IARC 1992). D’autre part, les poussicres, les aérosols et

la pollution sont des facteurs de dispersion du rayonnement solaire (AFSSE et al. 2005).
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Enfin, I’exposition aux UV dépend vivement des comportements humains. Au début du 19° siécle,
les meeurs et la mode dictaient une protection totale envers les rayons lumineux afin d’éviter toute
altération de la péaleur du teint par des érythéemes ou le bronzage (Albert and Ostheimer 2002).
L’identification du réle des UV dans la synthése de la vitamine D, ainsi que d’autres bénéfices
médicaux prétendus participent dés la période 1900-1930 a la modification de la vision de
I’exposition solaire par les populations et conséquemment de leurs comportements envers
I’exposition solaire (Albert and Ostheimer 2003a; Albert and Ostheimer 2003b). Les études
actuelles montrent une grande disparité des comportements envers 1’exposition aux rayonnements
solaires, en terme de mesures de protection (produits cosmétiques ou port de vétements) et de temps
d’exposition (AFSSE et al. 2005).

111.2.3. L’exposition professionnelle

La commission internationale pour la protection contre les rayonnements non ionisants (CIPRNI)
établit en 2004 la dose de 30 J.m™ (3 mJ.cm™) comme étant la dose limite & ne pas dépasser pour les

yeux ou la peau non-protégee sur une période de travail de 8 heures (ICNIRP 2004).

Les données sur I’exposition professionnelle aux UV sont globalement trés limitées, mais montrent
une grande disparité entre professions. Les marins pécheurs, les guides de haute montagne et les
cyclistes professionnels constituent des catégories professionnelles fréqguemment et intensément
exposées. L’évaluation aux UV est réguliérement faite en absence de données métrologiques
utilisables et repose le plus fréquemment sur I’appréciation qualitative d’un expert hygiéniste ou
une analyse de données satellites (AFSSE et al. 2005). En milieu professionnel, 1’exposition
individuelle dépend de 4 facteurs : les UV solaires ambients, la fraction de 1’exposition ambiante
recue par les différents sites anatomiques, le comportement individuel (respect des mesures de

protections...) et la durée passée en plein air (ICNIRP 2010).

A Brisbane, I’exposition journaliére moyenne d’enseignants d’éducation physique et de jardiniers
aux UV atteint environ 10 DES au niveau des épaules et 5 DES au niveau du torse. En revanche,
I’exposition de maitres-nageurs, approximativement de 5 DES, est équivalente sur les deux zones

anatomiques (Gies et al. 1995).

En France, une étude portant sur une population (N = 889) d’individus &gés de 25 a 69 ans estime
que les professionnels les plus exposées aux UV sont les jardiniers (1,19 DES), les employés du
secteur de la construction (1,13 DES), les agriculteurs (0,95 DES) et les guides touristiques et les
travailleurs en sciences sociales ou en art (0,93 DES) (Boniol et al. 2015). Parmi ces professions,

I’exposition aux UV varie fortement entre zones anatomiques distinctes et le profil d’exposition
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dépend de la profession effectuee. Chez les agriculteurs, les employés du secteur de la construction

et les jardiniers, la zone anatomique la plus exposeée est la nugque (Vernez et al. 2015).
[11.3.  Impact des UV sur I’absorption cutanée

Le tissu cutané possede plusieurs mecanismes de défense afin de se prémunir de 1’agression
engendrée par les UV. Certaines de ces protections sont structurelles. Ainsi, les cornéocytes sont
encerclés par une ceinture lipidique composee de céramides, cholestérol et d’acide gras insensibles
aux UVA (Natarajan et al. 2014). De plus, le sébum excrété a la surface de la peau par les glandes
sébacées contient des lipides essentiels dans la lutte contre les UV. Le squaléne inhibe la
peroxydation lipidique en bloguant la formation de radicaux libres, protégeant ainsi la peau du
stress oxydant déclenché par les UV. Les triglycérides semblent jouer un role dans la limitation de
I’inflammation et du vieillissement en inhibant 1’expression de certaines enzymes
(métalloprotéinases, cyclooxygénases...) et d’acteurs de I’inflammation (interleukine-1/5) (Cui et al.
2016). Outre les molécules photoprotectrices contenues dans le stratum corneum (mélanine, acide
uronique), les UV activent différents mécanismes de défense et voies de signalisation cellulaires
activant in fine I’expression d’enzymes neutralisant les ERO (superoxyde dismutase, héme
oxygénase) et d’enzymes de phase 2 (GST...), ainsi que la réponse pro-inflammatoire. Enfin, les
UV activent la synthése de mélanine par les mélanocytes ce qui induit la pigmentation de la peau
(Natarajan et al. 2014).

L’ensemble de ces mécanismes permettent a la peau de se prémunir des effets toxiques des UV.
Cependant, en cas d’exposition intense, fréquente ou prolongée aux rayonnements UV, ces
protections s’averent insuffisantes et les UV catalysent des modifications structurelles et

fonctionnelles au sein de la peau notamment a travers la production d’ERO (Natarajan et al. 2014).
11.3.1. Atteinte de la barriere cutanée

Plusieurs études expérimentales révélent une atteinte de la barriere cutanée apres irradiation par les
UVB. L’application de 0,15 J/cm? d’UVB sur la peau de souris provoque une altération du stratum
corneum de maniére temps-dépendant. Le flux d’eau trans-épidermique augmente 3 jours aprés
I’irradiation tandis que le tissu cutané amorce un recouvrement aprés 5 jours. L’analyse au
microscope électronique et en spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier des échantillons
cutanés montre des modifications de la structure du stratum corneum 3 jours apres 1’irradiation :
fragmentation et anomalie de distribution des lamelles lipidiques, anomalie du profil lipidique des
granules lamellaires a I’interface stratum granulosum/stratum corneum, présence de substance
amorphe formant des lacunes intercellulaires, perte de 1’agencement lipidique orthorhombique
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(augmentation de la phase liquide) (Jiang et al. 2006). De plus, cette dérégulation de la barriere
cutanée est associée avec une hyperplasie et une perte du gradient calcique épidermique, essentiel a
I’homéostasie de 1’épiderme (Jiang et al. 2007). Biniek et al. constatent également une fluidification
de I’arrangement lipidique a la surface de la peau, mais aussi une modification de la structure de la
kératine et une perte de cohésion des lipides intercellulaires aprées irradiation de peau cadavérique
humaine a des doses croissantes d’UVB (160, 320, 800 J/cm?) (Biniek et al. 2012).

Additionnellement a I’altération de la structure du stratum corneum, I’irradiation aux UV induit une
dégradation de la matrice extracellulaire du derme (Rittie and Fisher 2015). Bien que la synthése du
collagene ne soit pas affectée par I’exposition aux UVA, la transcription d’ARNm codant pour la
collagénase, dégradant le collagene interstitiel, est induite dans les fibroblastes in vitro (5, 15, 35 ou
60 J/cm?) et in vivo (50-60 J/cm?) (Scharffetter et al. 1991). Cependant, d’autres études plus
récentes montre une diminution du niveau de transcrits codant pour les fibres de collageéne,
indiquant une possible atteinte de la synthese des fibres de collagene (Rittie and Fisher 2015). De
plus, I’irradiation de volontaires a la lumiére solaire simulée (LSS) (UV de 290-400 nm) (0,5-4
DEM; 1 DEM = 2,3 a 5,4 Jlcm? selon les volontaires) montre une induction temps- et dose-
dépendante de la transcription de I’ARNm des collagénases (matrice métalloprotéase 1) (Lahmann
et al. 2001).

Au niveau macroscopique, les symptomes cliniques d’une exposition aigue aux UV sont la douleur,
mais également I’érytheme et 1’cedéme caractéristiques de 1’inflammation (Nicolaou et al. 2011).
Ces deux derniers symptomes proviennent de la dilatation locale et de 1’hyperperméabilité des
vaisseaux sanguins, ainsi que de I’afflux sanguin accru (Huggenberger and Detmar 2011), pouvant
théoriquement faciliter I’absorption des xénobiotiques.

Ainsi, plusieurs études démontrent une modification de la diffusion, de la pénétration ou de
I’absorption cutanée de certains xenobiotiques par les UV. Les deux premiéres datant de 1979 et
1985 montrent 1’augmentation de la pénétration de la cortisone et de 1’hydrocortisone chez le rat
apres irradiation par un mélange d’UVA/UVB (55/45) ou aux UVC (Bronaugh and Stewart 1985b;
Solomon and Lowe 1979). Aprés exposition a 20 J/cm? d’UVA, la diffusion de méthanol et
d’éthanol a travers 1I’épiderme isolé d’abdomen cadavérique humain est également plus élevée, alors

que celle des alcools de plus haut poids moléculaire reste inchangée (McAuliffe and Blank 1991).

Plus récemment, une augmentation de la pénétration de quantum dots appliqué sur la peau de souris
a été rapportée 3,5 a 4,5 jours apres irradiation aux UVB (360 mJ/cm?) (Mortensen et al. 2013). De
la méme maniére, la diffusion de caféine a travers la peau de rat est significativement accrue apres
exposition aux UVB (420 mJ/cm?) d’explants placés sur une cellule de diffusion dynamique (Gelis
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et al. 2002). Apres irradiation de peau dorsale de rat in vivo pendant 5 jours aux UVA (dose totale =
24 ou 39 J/cm?) ou des UVB (150, 200 ou 250 mJ/cm?2), Hung et al. ont mesuré la pénétration in
vivo ou la diffusion in vitro de tétracycline (antibiotique), de quercétine (anti-oxydant naturel) ou
d’oxybenzone (filtre UV ajouté aux cremes solaires). Globalement, les résultats montrent une
augmentation de la diffusion transcutanée lors de I’irradiation aux UVA et une diminution lors de
I’irradiation aux UVB, excepté pour I’oxybenzone dont les résultats sont extrémement variables
selon les conditions expérimentales. Ces résultats sont par ailleurs associés a une modification du
profil lipidique du stratum corneum, une hyperplasie, une diminution de la quantité de protéine du
stratum corneum, I’expression de la cyclooxygénase-2 et une diminution de 1’expression de

claudine-1, essentielle aux jonctions serrées (Hung et al. 2012).
111.3.2. Induction des capacités métaboliques cutanéees

Dans la littérature, peu de recherches détaillent I’effet des UV sur I’expression des enzymes du
métabolisme des xénobiotiques chez I’homme. Globalement, les recherches réalisées démontrent
une induction de I’expression des CYP450, enzymes centrales du métabolisme des xénobiotiques.
Si le mécanisme d’induction est encore mal connu, une hypothése repose sur 1’activation de 1’aryl
hydrocarbone receptor (AhR), un facteur de transcription régulant I’activation de I’expression des
CYP1A1l et 1B1, par les UV. Pour certains chercheurs, I’induction se ferait par liaison de
photoproduits du tryptophane a I’AhR (Ma 2011).

In vitro, I’induction de la transcription du CYP1B1 par des kératinocytes primaires est maximale
entre 4 et 6 heures apres irradiation aux UVB (20 mJ/cm?) et apres 6 heures d’incubation avec une
lignée cellulaire de kératinocytes immortalisés (HaCaT). L’expression du CYPIB1 par les
kératinocytes primaires redescend a un niveau d’expression basal aprés 10 heures d’incubation
(Villard et al. 2002). De maniére similaire, la transcription des CYP1A1 par les cellules HaCaT est
induite 3 heures apreés irradiation aux UVB (10-40 mJ/cm?2) (Wei et al. 1999). Sur cultures primaires
de kératinocytes, une induction de la transcription et de I’expression protéique du CYP4Al1 est
rapportée 24 heures apres irradiation par les UVA (17,5 J/cm?) ou par un traitement combinant
UVA et UVB (24 mJ/cm?). Cependant, I’expression constitutive du CYP1A1 n’est pas modulée
apres 24 heures d’incubation par les différents traitements aux UV (Gonzalez et al. 2008), ce qui

pourrait étre expliqué par une mesure tardive de 1’expression du CYP450.

Sur des biopsies de peau humaine, le CYP26A1 est plus exprimé dans les zones anatomiques
exposees a la lumiere solaire (Osanai and Lee 2011). Chez des volontaires atteint de psoriasis, le
traitement & la LSS (1-4 DEM, 290-400 nm) induit une expression plus grande de ’ARNm du

CYP2S1 au niveau des zones lésées que des zones saines (Smith et al. 2003). L’analyse de la
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transcription et de 1’expression des CYP1A1 et CYP1BI1 dans des biopsies de 9 volontaires sains
montrent ’induction de I’expression du CYPIAl dans la couche basale de 1’épiderme apres
irradiation aux UVB (1-4 DEM ; détermination de la DEM pour chaque individu) tandis que le
CYP1BL1 est exprimé dans les autres couches épidermiques. L’induction des CYP450 est maximale
a 48 heures apres un traitement aux UVB (4 DEM), démontrant le caractere dose- et temps-

dépendant de cette induction (Katiyar et al. 2000).
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IVV. Les hydrocarbures aromatiques polycycliques

IV.1.  Structure et caracteristiques physicochimiques

Les HAP sont une large famille comprenant plus d’une centaine de molécules carbonées constituées
au minimum de 2 cycles aromatiques fusionnés. lls revétissent une grande diversité de structures,
pouvant étre complexes, dont la lipophilie augmente avec le poids moléculaire. Par exemple, le Log
Kow du naphtaléne (Naph), composé de 2 cycles aromatiques fusionnés, est de 3,30 tandis que celui
du dibenzo[a,h]anthracéne (DB[a,h]A), comprenant 5 cycles, est de 6,84 (Tableau 1). Les HAP
peuvent étre également substitués par divers groupements chimiques : alkyl, amino, nitro ou encore
halogénes (-Cl, -Br, -F, -1, -At) (Bostrom et al. 2002).

Le partage des HAP entre la phase gazeuse et la phase particulaire de 1’atmospheére est déterminé
par leur tension de vapeur, dépendante de leur poids moléculaire. Lorsque celui-ci est élevé, la
tension de vapeur est faible et le HAP est par conséquent peu volatil (Abdel-Shafy and Mansour
2016). Les HAP possédant jusqu’a 4 cycles aromatiques, de poids moléculaire compris entre 128 a
178 g/mol, sont gazeux. Au-delad de 228 g/mol, les HAP sont adsorbés sur les particules fines
atmosphériques. Le fluoranthene (FIUA) et le pyréne (Pyr), composés de 3 et 4 cycles aromatiques
et pesant 202 g/mol, se distinguent par leur partition a la fois dans la phase gazeuse et dans la phase
particulaire. (Baek et al. 1991; Rehwagen et al. 2005).
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Tableau 1. Dénomination, numéro CAS, formule et caractéristiques des 16 HAP listés prioritaires par I'agence américaine de
protection de I’environnement (US-EPA). Les valeurs de Log K, proviennent du rapport de I’Agence pour les substances
toxiques et les maladies (ATSDR) (ATSDR 1995). D*apres (Lutier 2017).

o Formule Structure MW
N"CAS brute chimique (g/mol) Log Kow
Naphtaléne 91-20-3 | CuoHs 128 3,30
, \ o g
Acénaphtylene 208-96-8 CioHg OO 152 4,07
, X L)
Acénaphténe 83-32-9 CioHig OO 154 3,98
Fluoréne 86-73-7 | CuHuo (VY 166 4,18
Phénanthrene 85-01-8 CisH1o O‘o 178 4,45
Anthracéne 120-12-7 | CuHio 178 4,45
Fluoranthéne 206-44-0 Ci6H1o C’g 202 4,90
Pyréne 129-00-0 CisHa1o O‘OO 202 4,88
Benz[a]lanthracéne 56-55-3 CigH12 0”0 228 5,61
Chryséne 218-01-9 CigH1io 228 5,16
: )
Benzo[b]fluoranthéne 205-99-2 CooH1o Cr 8 252 6,04
Benzo[k]fluoranthéne | 207-08-9 | CaoH1s 99 252 6,06
: 3. )
Benzo[a]pyréne 50-32-8 CaoH12 CO) 252 6,06
. , N O e
Benzo[g,h,i]péryléne 191-24-2 CayoHio O,% ‘ 276 6,50
. \ e
Indéno[1,2,3-c,d]pyréne | 193-39-5 C,H1o S OQ 276 6,58
D
Dibenzo[a,h]anthracéne | 53-70-3 CyoH1s TI0 278 6,84
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IV.2.  Nomenclature

Afin d’obtenir la numérotation correcte des carbones extérieurs, les HAP parents sont orientés et les
carbones périphériques sont numérotés selon un protocole preécis : la plus longue chaine de cycles
aromatiques doit étre orientée selon 1’axe horizontale tandis que le plus grand nombre de cycles
aromatique doit étre situé en haut a droite de 1’axe verticale. Le carbone périphérique le plus a
droite est le premier carbone et la numérotation continue dans le sens des aiguilles d’une montre
(Figure 13) (Ehrenhauser 2015).

..........................

correct orientation incorrect orientation

Figure 13. Exemple d’orientation et de numérotation des carbones périphériques du benzo[a]pyrene pour la nomenclature
des cycles substitués d’aprés I’UICPA. Adapté de (Harvey 2011).

Les HAP présentent une diversité de taille et d’agencement structuraux amenant a la distinction de
régions moléculaires : il existe des HAP linéaires, d’autres angulaires ou en cluster (Abdel-Shafy

and Mansour 2016). Les régions K, L et M sont fréquemment décrites telles que (Figure 14) :

e La région K correspond a un «coude » formé par la fusion angulaire de deux cycles
aromatiques sur un troisieme noyau benzénique.

e Larégion L est située au niveau de I’enchainement de cycles aromatiques.

e La région M est une région moléculaire préférentielle pour les réactions d’oxydation
(Barbeau 2013).

e :
‘ M region
L region K region

Figure 14. Illustration des différentes régions K, L et M. Adapté d’apreés (Vijayalakshmi and Suresh 2008).
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Certains HAP sont planaires, c’est-a-dire plat dans 1’espace, tandis que d’autres sont non-planaires
car ils intégrent des régions moléculaires d’encombrement stérique important qui génerent une
torsion de la molécule dans I’espace. Dans la littérature, les auteurs distinguent les régions de Bay,
de Crique et de Fjord, bien que les désignations ne soient pas forcément cohérentes entre les
difféerents publications (Figure 15) (Ehrenhauser 2015; J. Carrell et al. 1995). Le terme de région de
Bay est cependant fréquemment utilisé pour la région (a) et le terme région de Fjord pour la région
(b). La région de Bay n’effectue naturellement qu’une faible torsion sur la molécule, néanmoins la
substitution de I'un de ses carbones engendre un encombrement stérique conséquent. Les HAP
comptant un cyclopentane au sein de leur structure sont appelés HAP non-alternants, a I’exemple du
benzo[K]fluoranthene (B[K]F) ou du benzo[b]fluoranthéne (B[b]F) (Tableau 1) (Ehrenhauser 2015).
Certaines régions moléculaires intégrant ces cyclopentanes présentent une forte ressemblance avec
les régions de Bay. Ces régions observables chez le FIUA, le B[K]F et le B[b]F (Tableau 1) sont

nommees pseudo-régions de Bay (Perin-Roussel et al. 1983).

a) b) C)%
4 SYSEES O@

Figure 15. Représentation des régions de (a) Bay et (b) Fjord selon (J. Carrell et al. 1995) et régions de (b) Bay et (c) Fjord
d’aprés (Ehrenhauser 2015).

IV.3.  Sources et exposition des populations

IV.3.1. Sources de HAP

Les HAP peuvent étre générés par altération de matiére organique suivant trois phénomenes
physico-chimiques distincts : la pyrolyse, la pétrogenése et la biogenése. Lors de la pyrolyse, la
combustion incomplete de la matiére organique, portée a des températures comprises entre 350 et
1200°C dans un environnement anoxique, est a 1’origine de la formation des HAP pyrogéniques.
Durant la pétrogenése, les HAP pétrogéniques sont produits a des températures inférieures
comprises entre 100 et 150°C, mais contrairement a la pyrolyse ce phénoméne se déroule sur une
échelle de temps de 1’ordre de plusieurs millions d’années. Enfin, certains organismes vivants, tels
que des algues ou des bactéries, sont dotés de voies métaboliques particuliéres aboutissant a la

synthese biologique de HAP, ou biogénese (Abdel-Shafy and Mansour 2016).
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Les HAP formés par pyrolyse ou biogénese sont émis en mélanges complexes dont le profil est
dépendant du procédé de production, au point de former une signature moléculaire. Les produits
pétroliers et leurs dérivés contiennent majoritairement des HAP de faibles poids moléculaires
comprenant 2 a 3 cycles. Seuls les produits pétroliers les plus lourds sont composés de quantités
non-négligeables de HAP de 4 cycles, tandis que les HAP haut poids moléculaires (5 cycles et plus)
ne constituent qu’une infime fraction des HAP et restent le plus fréquemment non-détectés.
Inversement, les HAP de 4 a 6 cycles sont plus abondants que les HAP de faibles poids
moléculaires lors d’une pyrolyse, et leur teneur dans les mélanges est proportionnelle a la
température de combustion (Stogiannidis and Laane 2015). La composition d’un mélange complexe
de HAP dépend a la fois de la source d’émission et du substrat de combustion (Ravindra et al.
2008).

Les sources d’émission de HAP sont généralement classifiées entre les sources naturelles et les
sources anthropiques. Les sources naturelles incluent des procédés pyrolytiques a haute température
tel que les feux de foréts, les feux de brousse et les éruptions volcaniques, mais aussi les procédés
de diagénése a température modérée menant a des phénomeénes de pétrogenése, ainsi que la
biogénese par les algues et les bactéries (Abdel-Shafy and Mansour 2016; Ravindra et al. 2008).
Elles comptent également les fuites naturelles de pétrole, 1’érosion de roche contenant des HAP
pétrogéniques ou encore la décomposition de la litiere forestiere (Abdel-Shafy and Mansour 2016).
Les sources anthropogéniques sont innombrables et se différencient entre les sources domestiques
(chauffage, procedes de cuisson...), les sources mobiles correspondant au secteur des transports, les
sources industrielles (production d’aluminium...) et les sources agricoles (combustion biomasse tels
que des déchets de culture ou des résidus de foréts pour préparer des terres cultivables) (Ravindra et
al. 2008).
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Figure 16. Représentation graphique de la variabilité géographique des émissions de HAP et des sources d'émissions ainsi
que de la contribution de chaque source aux émissions de HAP, d’aprés (Zhang and Tao 2009).

L’analyse de carottes sédimentaires méditerranéennes révéle une augmentation exponentielle des
émissions anthropiques de HAP dés le début du 20° siécle (Tolosa et al. 1996). Au niveau mondial,
le total des émissions dépasse les 500 Gg/an des les années 1970 avant de Iégerement redescendre
en-deca de ce seuil au cours des années 2000 (Shen et al. 2013). Au niveau planétaire, les types de
sources d’émission sont extrémement variables en fonction de la région géographique (Figure 16).
Ainsi, la consommation de biofuel représente 92,5% des émissions de HAP en Inde en 2004, tandis
que les feux de foréts associés a 1’agriculture constituent 66,0% des émissions au Brésil (Zhang and
Tao 2009). En 2007, environ 60% des émissions mondiales provenaient du feu de bois ou de
résidus de récoltes consommeés pour le chauffage (Shen et al. 2013). Les HAP majoritairement

produits par les activités humaines sont le Naph (45%), I’acénaphtyléne (17,1%) et le phénanthrene
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(Phe) (10,6%) tandis que les HAP de forts poids moléculaires représente moins de 7% du total des
émissions (Figure 17) (Shen et al. 2013). Les HAP émis dans I’air ambiant atteignent des
concentrations atmosphériques considérables suscitant des inquiétudes quant a leurs effets sur la

santé humaine (Bostrém et al. 2002).

th
o

X

j B Non-org. waste

’-5 40 Transporta_tion ‘

2- Deforestation/Wildfire

:§ Crop residue

% 30 Ind. Sources

g Res./Com. excluding biomass

220 Res./Com. Biomass

5 10 =

jumi

£

o e
A B C A B C A B C A B C A B C A B C A B C A B C
NAP ACY ACE FLO PHE ANT FLA PYR

© 1.6 '_ T

.

=

g 12

=]

2

3

g

£ 0.8 [r——

(=]

Q

= [ - —

4= Bl

w

Z 04

o

z

= 0
A B C A B C A B C A B C A B C A B C A B C A B C

BaA CHR BbF BkF BaP lcdP DahA BghiP

Figure 17. Composition des profils d’émissions en HAP des sept sources majoritaires en 2007 pour A) les émissions globales,
B) les pays en voie de développement et C) les pays développés (Shen et al. 2013). NAP : Naphtaléne, ACY : acénaphtyléne,
ACE : Acénaphtene, FLO : Fluoréne, PHE : Phénanthréne, ANT : Anthracene, FLA ; Fluoranthene, PYR : Pyrene, BaA :
Benzo[a]anthracéne, CHR : Chrysene, BbF : Benzo[b]fluoranthéne, BKF : Benzo[k]fluoranthene, BaP : Benzo[a]pyrene, IcdP
(Indo[1,2,3-c,d]pyréne, DahA : Dibenzo[a,h]anthracéne, BghiP : Benzo[g,h,i]péryléne. D’aprés (Shen et al. 2013).

1IV.3.2. Exposition des populations

Les HAP sont des polluants ubiquitaires identifiés dans tous les milieux terrestres, entrainant une
exposition de 1I’ensemble des populations humaines. En milieu professionnel, les niveaux de HAP
sont cependant considérablement plus élevé, amenant & différencier 1’exposition de la population
génerale de celle des travailleurs (IARC 2010). A titre de comparaison, la population générale est
exposée a des concentrations atmosphériques de HAP de I’ordre du ng/m® tandis que les expositions

professionnelles sont de I’ordre du pg/m® (Srogi 2007; Unwin et al. 2006).

65



IV.3.2.1. La population générale

La population générale est majoritairement exposee aux HAP a travers le tabagisme, 1’alimentation
et la pollution atmosphérique. Le tabagisme actif et passif constituent une des sources majeures en
population générale (Lewtas 2007) et 90% des cancers du poumon seraient dus a la consommation
de tabac. En outre, le risque de cancer du poumon est multiplié par 3,5 lorsque ’air d’une maison
est pollué par la fumée de tabac (Castro et al. 2011; Moorthy et al. 2015). Des estimations indiquent
que 96,2% de I’exposition journaliére des non-fumeurs provient de I’alimentation, mais ne compte
que pour 30% chez les fumeurs (Paris et al. 2018). La contamination alimentaire varie toutefois de
maniere considérable en fonction de la culture, du régime alimentaire (viande, fruits et Ilégumes) et
du mode de cuisson (Alomirah et al. 2011; IARC 2010; Paris et al. 2018; Stumpe-Viksna et al.
2008). La pollution de I’air intéricur provenant du chauffage ou des procédés de cuisson participent
a I’exposition de la population générale (Lewtas 2007). En milieu urbain, le trafic routier, le
chauffage résidentiel, 1’incinération de déchets et la restauration générent une pollution
atmosphérique conséquente associée avec une €lévation du risque de cancer variant selon la région
géographique (Lewtas 2007; Li et al. 2003; Marr et al. 2006; Mishra et al. 2016; Singh and Gupta
2016; Slezakova et al. 2013).

La contamination cutanée, considérée comme une spécificité du monde professionnel, peut
toutefois constituer une voie d’absorption des HAP au sein de la population générale. La pollution
atmosphérique, dont les HAP, pénétre au sein de la peau (Rembiesa et al. 2018). La pollution des
sols urbains, contenant entre 7 et 10 plus de HAP que les sols ruraux, représente un risque pour les
populations, puisque les concentrations de HAP possédant de 4 a 6 cycles aromatiques peuvent
atteindre jusqu’a 200 000 pg de HAP par kg de sol dans certaines garderies norvégienne (Wang et
al. 2017).

Le goudron de houille (coaltar), dérivé du charbon, contient approximativement 10 000 composes
chimiques différents dont au moins 100 HAP. Il integre la composition de produits cosmétiques
(shampooings antipelliculaires...) commercialisés de nombreuses régions du monde, excepté en
Europe ou son usage a des fins cosmétiques est interdit. Appliqué en combinaison avec une
irradiation UV, il se révele étre un traitement efficace contre I’hyperplasie symptomatique du
psoriasis ainsi que contre d’autres maladies cutanées chroniques telles que I’eczéma (CIR 2008).
L’absorption cutanée des HAP résultant de 1’application cutanée de goudron de houille sur la peau
de volontaires sains ou de patients est non-négligeable. Les niveaux de biomarqueurs urinaires sont
multipliés de 56 a 380 fois, en fonction de la quantité de produit appliqué, montrant le passage des
HAP dans la circulation systémique (CIR 2008; Veenhuis et al. 2002).
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Da maniere plus limitée, la contamination de la peau par les HAP pourrait également provenir d’une
migration depuis certains objets du quotidien tels que les journaux, des poignées de marteau en
caoutchouc ou des jouets pour enfant (Bartsch et al. 2016; Paschke et al. 2015).

IV.3.2.2. En milieu professionnel

Si I’inhalation est une voie de contamination commune en milieu professionnel, la voie cutanée
représente une voie d’absorption non-négligeable des HAP dans de nombreux secteurs d’activités
(IARC 2010). En milieu industriel, plusieurs études décelent un dépassement des seuils de risque de
cancer cutané établis par I’'US-EPA ou par la Cour Supréme des Etats-Unis (Chen et al. 2008; Tsai
et al. 2001; Wang et al. 2015).

Globalement, les niveaux d’exposition les plus élevés sont mesurés dans les secteurs industriels
nécessitant I’utilisation de charbon ou de produits dérivés. Les procédés industriels impactent
fortement 1’émission de HAP : a basse température, la distillation de charbon génere en moyenne
12,17 pg/m® de HAP en 8 heures, tandis qu’a haute température, la quantité de HAP totaux atteint
278,82 pg/m® (Unwin et al. 2006).

L’absorption cutanée constitue la voie d’exposition principale aux HAP dans divers secteurs
d’activité, tels que la production d’électrodes, ou dans certains postes, a I’exemple d’ouvriers de
maintenance (Angerer et al. 1997; Moen et al. 1996). Lors de ’application de revétements routiers,
la contamination cutanée semble également étre la voie d’absorption majoritaire des HAP (Sobus et
al. 2009), contribuant 8 fois plus que la voie respiratoire a la charge corporelle des travailleurs
(McClean et al. 2004). La contamination de 147 sujets travaillant dans la construction de route était
estimée a 85,8 ug de HAP, dont respectivement 1,1 pg de benzo[a]pyréne (B[a]P) et 7,4 pg de Pyr
(Fustinoni et al. 2010). Lors de I’étanchéification de toitures, les niveaux moyens de HAP sur la
peau pouvaient atteindre jusqu’a 900 ng/cm? de HAP pour les salariés les plus exposés (Mcclean et
al. 2006). Toutefois le remplacement du goudron par les bitumes a diminué grandement les
expositions actuelles dans ces 2 secteurs. Dans la production de coke, la contamination cutanée
totale estimée variait de 4 pug a 34 ug de Pyr selon le poste, représentant 28 a 95% du Pyr total
absorbé (VanRooij et al. 1993a).

L’importance de la contamination cutanée dépend également du port d’équipements de protection
individuelle (EPI). Ainsi, la contamination cutanée d’ouvriers, au contact d’huile de créosote, a été
réduite d’un facteur 4 aprés la mise en place de mesures d’hygiénes et le port d’EPI (VanRooij et al.
1993b).
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L’ampleur de la contamination et la répartition des HAP a la surface de la peau dépendent aussi du
poste de travail et du scénario d’exposition (déposition de HAP a travers les équipements de
protection, contact localisé avec une surface contaminée ou un produit contenant des HAP) (Fent et
al. 2014; Forster et al. 2008; Sobus et al. 2009; VanRooij et al. 1992). Dans le secteur de
I’aluminium, la contamination cutanée (mesurée au poignet, au cou/machoire et a 1’aine) par le Pyr
de trois groupes des salariés s’occupant du modelage de I’anode (N = 8), de la pré-cuisson de
I’anode (N = 5) et du brasquage (nettoyage de la cellule d’¢lectrolyse) (N = 7) est en moyenne
supérieure chez les salariés s’occupant du brasquage (225,1 ng/cm?) comparativement aux deux
autres groupes de travail (= 90 ng/cm?2) (VanRooij et al. 1992). Chez les pompiers, la contamination
de la peau résultant d’un passage des HAP a travers les vétements de protection est relativement
uniforme (dos, front, cou, poignet et doigts). Toutefois, les quantités retrouvées sur les doigts sont
significativement plus élevées du fait d’une contamination par contact direct avec une surface
contaminée lors du retrait des équipements de protection (casque...) (Fernando et al. 2016). Lors
d’un contact direct, la contamination de la peau est plus localisée, par exemple sur les poignets non-

protégés parmi des ouvriers imprégnant le bois avec de I’huile de créosote (VanRooij et al. 1993b).

IV.4.  Effets sanitaires des HAP : cancérogénicité

IV.4.1. Classification des HAP par le CIRC et ’Union Européenne

Les HAP sont tératogenes, reprotoxiques, immunotoxiques ainsi que cardiotoxiques. La toxicité
chronique est toutefois principalement liée a leur cancérogeénicité (Abdel-Shafy and Mansour 2016;
ATSDR 1995). Les cancers de la peau apparaissent suite a une exposition cutanée massive en
milieu professionnel, tandis que les cancers du poumon résultent d’une exposition par inhalation et
les cancers de la vessie, liés aux fortes expositions, sont toutefois moins nombreux (Boffetta et al.
1997). De maniére plus anecdotique, I’exposition aux HAP en milieu professionnel serait également
associée a des cancers des voies aériennes supeérieures, du rein, du sang, du rein et du pancréas
(IARC 2010).

Le B[a]P est le seul HAP individuellement classé cancérogéne par le CIRC. Hormis le
benzo[g,h,i]pérylene (B[g,h,i]P) (groupe 3), les HAP particulaires sont classés cancérogenes
possible (groupe 2B) ou probable pour I’homme (groupe 2A). A I’exclusion du Naph catégorisé
possiblement cancérogéne pour ’homme (groupe 2B), les HAP gazeux, le Pyr et le FluA sont
inclassables quant a leur cancérogénicité (groupe 3) (Tableau 2) (IARC 2002; IARC 2010).
L’Union Européenne et le CIRC ont également évalué la cancérogénicité de mélanges complexes

émis lors de certaines activités professionnelles (Tableau 3) (IARC 2010).
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Tableau 2. Classification individuelle des HAP par le CIRC et I’Union Européenne quant a leur cancérogénicité.

N°CAS Str_uc_ture Etat atmosphérique CIRC UE
chimique
Naphtaléne 91-20-3 Gazeux 2B 2
snaphtylé -96- -
Acénaphtylene 208-96-8 OO Gazeux
Acénaphténe 83-32-9 O‘O Gazeux 3
Fluoréne 86-73-7 /Q> Gazeux 3
e -
Phénanthrene 85-01-8 O‘O Gazeux 3
Anthracene 120-12-7 Gazeux 3
Fluoranthéne 206-44-0 Q.g Gazeux + particulaire 3
Pyréne 129-00-0 Y Gazeux + particulaire 3
Benz[a]anthracéne 56-55-3 ] Particulaire 2B 1B
0
Chryséne 218019~ IJJ] Particulaire 2B 1B
Benzo[b]fluoranthéne 205-99-2 (] 7/ \ Particulaire 2B 1B
Benzo[k]fluoranthene 207-08-9 Particulaire 2B 1B
Benzo[a]pyréne 50-32-8 OO‘.? Particulaire 1 1B
A Cl -
Benzo[g,h,i]péryléne 191-24-2 % ] Particulaire 3
dé 2,3-c,d s -39- e iculai 2B
Indéno[1,2,3-c,d]pyréne 193-39-5 QOO Particulaire
I
Dibenzo[a,h]anthracéne 53-70-3 ' Particulaire 2A 1B

‘/‘\I =
AN
Z
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Tableau 3. Classification par le CIRC et I’'Union Européenne de certains mélanges complexes émis en milieu professionnel.

CIRC UE

Gazéification du charbon 1
Production de coke 1 1A
Distillation de coaltar 1
Activité de ramonage 1
Manipulation de bitume 1
Production d'aluminium 1 1A
Manufacture d'électrode
de carbone 2A
Créosotes 2A 1B
p_r(_)o!uction de carbure de 3
silicium

1IV.4.2. Les cancers cutanés en milieu professionnel

Historiquement, le premier cas de cancer attribué aux HAP remonte a 1775, lorsque Sir Percivall
Pott observe un exces de cancer du scrotum chez les ramoneurs exposés a la suie, riche en HAP. Par
la suite, les HAP sont isolés en laboratoire et leur cancérogénicité est démontrée chez I’animal au
début du 19° siecle (IARC 2010). En milieu professionnel, ’attribution directe du risque de cancer
aux HAP est délicate du fait de I’exposition des travailleurs a des mélanges complexes de composés
chimiques. Dans la majorité des études épidémiologiques, le risque cancérogéne est ainsi imputé a

des produits contenant des HAP, constituant des facteurs de risque.

Les huiles minérales, dont la composition en HAP s’enrichit lors de I’échauffement mécanique des
appareils de production, provoquaient des cancers cutanés dans les secteurs de I’industrie du métal,
du coton et de la production de jute (Tolbert 1997). Dans un rapport de cas, Virich et al. exposent
’atteinte par la maladie de Paget extra-mammaire d’un ingénieur caucasien de 64 ans. Ce type
d’adénocarcinome intraépithéliale, rare, affecte les individus de 50 a 70 ans et se développe le plus
fréquemment autour des organes génitaux (scrotum, aisne, vulve) ou a Daisselle. D’apres les
auteurs, 1’étiologie la plus probable serait I’exposition professionnelle répétée aux HAP contenus
dans les huiles minérales pendant plus de 30 ans (Virich et al. 2008). Dans une étude cas-témoins
regroupant 376 travailleurs polonais atteints de cancer de la peau, 216 cas étaient
professionnellement exposés a 17 produits contenant des HAP (pétrole, coke, huiles minérales, suie,

bitume...). Apres ¢élimination des situations présentant un biais de confusion, seules les huiles
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minérales étaient liées a un exces de cancer de la peau (odds ratio = 1,48 [intervalle de confiance a
95%, 1,09 a 2,00]) (Kubasiewicz and Starzynski 1989; Kubasiewicz et al. 1991).

Dans le secteur du caoutchouc, une étude cas-témoins a été conduite chez 65 hommes atteints de
cancer de la peau et 254 témoins, de méme catégories d’age et d’emplois. Les individus furent
regroupés par produits d’exposition (caoutchouc, noir de carbone, solvants, huiles de lubrification,
huiles d’extension). Tandis que les résultats prouvent une augmentation du risque relatif de cancer
cutané avec les niveaux et la durée d’exposition, la quasi-totalité des associations restent non-
significatives. Seuls les salariés dont le cancer est diagnostiqué avant 70 ans et fortement exposés
aux huiles de lubrification (risque relatif = 28,3, p = 0,01) et au caoutchouc (risque relatif = 23,2, p

= 0,05) présentent une différence significative avec les témoins (Bourguet et al. 1987).

Dans les secteurs du revétement routier et 1’étanchéité des toitures, les activités professionnelles
afférentes a I'utilisation des dérivés de houille sont établies en tant que facteur de risque de cancer
cutané. Si les goudrons et brais de houille, riches en HAP, ne sont actuellement plus utiliseés,
I’exposition aux HAP était non-négligeable lors de leur utilisation (IARC 1985; IARC 2013). Dans
une méta-analyse, Partanen et al. avaient trouvé un risque de cancer de la peau accru mais non
significatif chez les étancheurs (4,0 [intervalle de confiance a 95%, 0,8 a 12]). En revanche, I’exces
de risque de cancer de la peau était significatif chez les applicateurs de revétement routier (2,2
[intervalle de confiance a 95%, 1,2 a 3,7]) (Partanen and Boffetta 1994).

Dans les pays nordiques, les registres de maladies professionnelles représentent des bases de
données particulierement intéressantes pour les études épidémiologiques. Sur une cohorte de 24 917
employés norvégiens travaillant sur des plateformes pétrolieres offshore, 1’excés de risque de cancer
de la peau, significatif au niveau des mains et des avant-bras, dépend de la durée d’emploi (p =
0,005) et du degré d’exposition au pétrole brut (p = 0,04) (Stenehjem et al. 2017). Parmi 16 422
pompiers scandinaves, 1’exposition professionnelle aux produits de combustion induit un risque de
cancer de la peau significativement plus élevé que dans la population générale (standard incidence
ratio = 1,40 [intervalle de confiance a 95%, 1,10 a 1,76]) (Pukkala et al. 2014).

Bien que de nombreux produits (brai de houille, coaltar, huiles minérales, huiles de schiste, suie,
créosote, bitumes), ainsi que plusieurs activités professionnelles (ramonage, gazéification du
charbon, distillation coaltar, production de coke, extraction huile de schiste), soient reconnus en tant

que facteurs de risque chez le travailleur, ’identification de cas de cancer cutané professionnel est

limitée (Boffetta et al. 1997; Yang 2011).
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1V.4.3. Influence des UV sur la cancérogénicité des HAP chez ’homme

Les expositions combinées aux HAP et aux UV sont courantes lors de certaines activités
professionnelles (asphalteurs, étancheurs de toitures, travailleurs sur des plateformes off-shore). Les
connaissances sur les effets sanitaires de I’exposition combinée a ces agents sont en revanche
extrémement limitées. L’évaluation du risque du traitement du psoriasis par une combinaison de
goudron et d’UV conclut que les données disponibles sont insuffisantes pour prouver son innocuité
(CIR 2008; Pittelkow et al. 1981). Le risque de développement de cancers de la peau autres que le
mélanome est augmenté chez les fumeurs professionnellement exposes aux UV (Erbagci and Erkilic
2002), cependant, ces recherches n’incluent pas la possibilité d’une exposition cutanée aux HAP
lors de I’activité professionnelle. En revanche, un exces de cas de cancers a été identifié sur les
plateformes pétroliéres norvégiennes due a 1’exposition combinée au pétrole brut et aux UV
(Stenehjem et al. 2017). De plus, I’association allemande compétente en matiére d’assurance
maladie professionnelle a récemment reconnu 4 cas de cancers cutanés en tant que maladie

professionnelle liées & une co-exposition aux HAP et aux UV (Dickel et al. 2016).
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V. Absorption cutanée, cancerogénése, UV, élimination des HAP

V.1.  L’absorption cutanée des HAP, un phénoméne multifactoriel

complexe

V.1.1. L’absorption cutanée

L’absorption cutanée des HAP est un processus complexe intégrant plusieurs étapes (pénétration,
métabolisme, diffusion passive) et dépend de nombreux facteurs (dose, scénario d’exposition,
mélange) (Figure 18). Cette complexité induit un délai dans I’absorption des HAP comparativement

a la voie pulmonaire et a la voie intestinale (Payan et al. 2008; Viau et al. 1995).

Véhicule

Stratum corneum

Autres couches

epidermiaues w VA Metabolism
e S

Derme
(vascularisé)

200 um

Figure 18. Schéma simplifié du processus d'absorption cutanée des HAP. 1 : pénétration des HAP dans le stratum corneum
en fonction de la biodisponibilité depuis le véhicule (huiles, bitumes...). Les HAP, lipophiles, diffusent difficilement a travers
les autres couches épidermiques, hydrophiles, et s’accumulent dans le stratum corneum, formant un réservoir cutané (2).
Leur absorption dépend largement de leur métabolisme au sein des kératinocytes (3). 4 : La fraction de HAP non-métabolisée
et les métabolites atteignent la circulation sanguine au niveau du derme papillaire, vascularisé.

Le scénario d’exposition, autrement dit la maniere dont les HAP contaminent la peau, influence
considérablement 1’étape de pénétration. L’exposition peut se faire par déposition et/ou
condensation des HAP atmosphériques, mais aussi par contact direct avec des surfaces contaminées

et des produits les renfermant (paragraphe 1V.3.2.2). Les caracteristiques physicochimiques de ces
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produits (huiles, sols, produits pétroliers...), ou de la matrice les contenant, impactent largement la

biodisponibilité des HAP (i.e. la proportion de HAP pénétrant la peau).

L’adsorption du B[a]P sur des particules de sol divise ainsi par 7 la biodisponibilité du B[a]P
comparativement a une application dans 1’acétone (Moody et al. 2007). En effet, le B[a]P est lié aux
particules de sol de diameétre inférieur a 150 um et seule la fraction directement au contact du
stratum corneum pénétre la peau (Yang et al. 1989). L’huile de lubrification utilisée dans I’entretien
des machineries industrielles réduit également la biodisponibilité des HAP (Sartorelli et al. 1999), et
ce d’autant plus que la viscosité du produit pétrolier augmente (Ingram et al. 1995). La pénétration
du B[a]P est déja réduite d’un facteur 15 a 20 lorsqu’il est appliqué dans un pétrole de faible
viscosité comparativement a un dépot dans 1’acétone (Ingram and Phillips 1993). De fait, la
biodisponibilité¢ des HAP semble négligeable lorsqu’ils sont contenus dans une matrice solide, telle
que du bitume ou de la poussiére de charbon (Potter et al. 1999; Sartorelli et al. 2001).

De plus, la pénétration des HAP est fortement impactée par la dose et la complexité des mélanges.
Ainsi, la proportion de Pyr et de B[a]P absorbée par la peau ex vivo diminue lorsque la dose
appliquée augmente (Jacques et al. 2010b; Ng et al. 1992). En mélange organique complexe, le
temps de résidence du B[a]P a la surface de la peau augmente lorsque le poids moléculaire des
constituants du mélange s’éléve. A haut point d’ébullition (>850°F), le temps de résidence du B[a]P
est multiplié par 7 (Dankovic et al. 1989).

Apres I’étape de pénétration, les HAP s’accumulent dans la peau, formant un réservoir cutané (Chu
et al. 1996; Miselnicky et al. 1988). A I’instar de nombreuses autres molécules lipophiles, la
diffusion des HAP a travers 1’épiderme, hydrophile, est limitée ce qui entraine leur accumulation

dans le stratum corneum (Jakasa et al. 2015).

Aprés formation du réservoir, le processus d’absorption des HAP dépend trés largement du
métabolisme par les kératinocytes, au sein de 1’épiderme (Brinkmann et al. 2013; Jacques et al.
2010b; Kao et al. 1985; Payan et al. 2009; Smith and Holland 1981). Chez le cochon d’inde sans
poil, les HAP atteignent progressivement la circulation sanguine au niveau du derme papillaire et ne
sont pas eliminés par desquamation graduelle des cornéocytes. (Chu et al. 1996). Chez le porc, les
explants ex vivo de peau viable absorbent 29,8% (dont 25,3% de métabolites) d’une dose de 200
nmol de B[a]P, tandis que seul 5,6% (non-métabolisés) de la dose diffusent a travers la peau apres
congélation des explants (Jacques et al. 2010b). La peau effectue ainsi un effet de premier passage
lors de I’absorption des HAP, produisant des métabolites issus de I’ensemble des voies de
biotransformation dont des intermédiaires métaboliques génotoxiques (Brinkmann et al. 2013;
Jacques et al. 2010b). Des expériences menées en laboratoire montrent la sensibilité des enzymes
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médiant cet effet de premier passage a la dose de HAP et a la quantité de produits chimiques
déposés sur la peau. Lorsque la dose appliquée augmente, 1’activité enzymatique est saturée,
ralentissant ainsi 1’absorption des HAP (Jacques et al. 2010b; Ng et al. 1992). Le méme résultat est
rapporté pour les mélanges complexes de composés organiques, ou il existe une compétition de ces

composeés envers les enzymes (Dankovic et al. 1989).

L’ensemble des processus d’absorption cutanée différent selon les HAP, en fonction du poids
moléculaire et donc de leur lipophilie. D’une maniére générale, I’effet matrice augmente avec la
lipophilie, diminuant ainsi leur biodisponibilité. L’adsorption des HAP sur les particules de sol est
notamment plus forte lorsque pour les HAP de haut poids moléculaire (Moody et al. 2011). La
biodisponibilité du Pyr (Logkow = 4,88) est réduite d’un facteur 24 par 1’huile de lubrification,
tandis que la migration de I’acénaphténe (Logkoew = 3,98) est uniquement divisée par 4 (Sartorelli et
al. 1999). La capacité des HAP a diffuser passivement a travers la peau diminue lorsque le poids
moléculaire augmente (Hopf et al. 2018; Ng et al. 1992; Sartorelli et al. 2001; VanRooij et al.
1995), induisant un effet de premier passage plus important. L’étude de I’absorption du Phe
(Logkow = 4,45), du Pyr (Logkow = 4,88) et du B[a]P (Logkow = 6,06) par des explants de peau de
cochon d’inde sans poils montre que 78%, 57% et 37% de la dose sont respectivement absorbés
apres 24h. Environ 10% de la quantité absorbée de Phe et de Pyr correspond a des métabolites, alors
que ce chiffre atteint 30% pour le B[a]P (Ng et al. 1992; Ng et al. 1991).

Les procédures de décontamination apres une activité professionnelle et 1’état de la peau modulent
¢galement 1’absorption cutanée des HAP. En effet, I’absorption du B[a]P augmente lors du
nettoyage de la peau animale avec de I’eau savonnée. Ce phénoméne, appelé « washing effect »,
indique une perturbation du réservoir cutané par 1’application de détergent (Moody et al. 1995). Les
stress mécaniques environnementaux altérent la structure de la peau (irritation, plaie, assechements,
griffures...), perturbent la barriére cutanée et augmentent 1’absorption cutanée (Jakasa et al. 2015;
Surber et al. 1990).

Enfin, ’absorption des HAP par la peau semble relativement homogene entre zones anatomiques
(VanRooij et al. 1993c), contrairement a d’autres substances pour lesquelles I’absorption varie de

maniere considérable (Feldmann and Maibach 1967).
V.1.2. UV et diffusion des HAP a travers la peau

Une seule étude s’est récemment intéressée aux effets des rayonnements UV sur la diffusion passive
des HAP (Hopf et al. 2018). Des explants ex vivo de peau abdominale de 800 um d’épaisseur,

prélevés sur 5 donneurs, sont placés dans des cellules de Bronaugh perfusées avec une solution
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saline supplémentée en Brij (6%), détergent non-ionique. La peau (1,77 cm?) est alors exposee a un
mélange synthétique constitué de Naph, anthracene (Ant), Pyr, chryséne (Chr) et B[a]P ([HAP]
individuelle = 5000 ng/uL) ou a un extrait de fumée de bitume (50 < [HAP] individuelle < 260
ng/uL) appliqués dans 60 pL d’acétone et irradiés avec 60 mJ/cm? (6 SED) (90,5% d’UVA et 9,5%
d’UVB).

Lors de I’exposition au mélange synthétique, la vitesse de pénétration augmente pour 1’Ant, le Pyr
et le Chr aprés irradiation, tandis qu’elle est divisée par 2 pour le Naph et le B[a]P. Inversement, la
vitesse de pénétration du Naph est multipliée par 4 en cas de traitement simultané a 1’extrait de
fumée de bitume et d’irradiation. Toutefois, ces résultats ne sont pas significatifs et sont dispersés.
De plus, les niveaux mesurés pour les HAP de plus haut poids moléculaire semblent étre en limite
de détection analytique aprés application de I’extrait de fumée de bitume. Il sera donc important de

confirmer les résultats de cette étude.
V.2. Métabolisme, cancérogeénicité des HAP et impact des UV

La phase de distribution des xénobiotiques dans 1’organisme précede classiquement le métabolisme
lors de la description de la toxicocinétique. De par son important effet de premier passage,
I’absorption cutanée des HAP est un cas particulier car elle génére localement des dérivés réactifs
toxiques des HAP tandis que seule une faible fraction des HAP parents cancérogenes atteint la
circulation systémique. L’irradiation de la peau par les UV antérieure ou concomitante a
I’exposition aux HAP pourrait accentuer le métabolisme de manicre synergique (paragraphe I11.3.2)
ou déclencher d’autres réactions toxiques. Aprés distribution dans 1’organisme, une nouvelle phase
de biotransformation des HAP ou des métabolites au sein des organes cibles tels que le foie et les
reins n’est pas a exclure (IARC 2010).

V.2.1. Métabolisme, bioactivation et génotoxicité des HAP

Hautement lipophiles, les HAP diffusent a travers les membranes cellulaires et s’accumulent dans le
cytoplasme sans emprunter les systemes de transport membranaires. Les HAP natifs ou parents sont
chimiquement stables et ne possédent en réalité qu’une faible réactivité intrinseque (Bostrom et al.
2002). Lors du métabolisme (paragraphe 11.2.3.1 sur les généralités sur le métabolisme des
xénobiotiques), les HAP sont actives en especes réactives électrophiles capables d’interagir avec les
macromolécules cellulaires dont I’ADN ou les protéines et acquiérent ainsi leur pouvoir
cancérogéne (Xue and Warshawsky 2005). Le meétabolisme des HAP, extrémement complexe,
produit une grande variété d’especes chimiques (diol-époxydes, dihydrodiols, phénols, quinones,
hydroquinones, triols, tetraols...). A ce jour, I’ensemble des métabolites des HAP n’ont pas encore
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été identifiés, méme pour le B[a]P dont la biotransformation a intensivement été étudié sur de

nombreux modeéles cellulaires et animaux (IARC 2010).

D’apres la littérature scientifique, la bioactivation des HAP se déroule majoritairement selon trois
principales voies métaboliques : la voie du diol-époxyde, la voie du radical cation et la voie de
1’ortho-quinone (Moorthy et al. 2015).

V.2.1.1. Phases de fonctionnalisation
V.2.1.1.1. Voie du diol-époxyde

Etudiée depuis des décennies, I’activation métabolique des HAP en diol-époxydes est la voie de
bioactivation la mieux caractérisée car elle génere des intermédiaires électrophiles capables de se
lier de maniére covalente a I’ADN. Elle est considérée comme la principale voie métabolique
cancérogene pour de nombreux HAP (Moorthy et al. 2015; Xue and Warshawsky 2005).

De facon comparable aux autres voies métaboliques, la voie du diol époxyde dépend
essentiellement de I’oxydation du squelette carboné des HAP par les CYP450. Les CYP450
constituent la principale catégorie d’enzymes du meétabolisme des xénobiotiques et intégrent a ce
jour 17 familles (Shimada and Fujii-Kuriyama 2004). Les CYP1Al, 1A2, 1B1, 2C9, 2W1, 3A4
appartenant aux familles 1, 2 et 3 explicitent une activité métabolique envers les HAP, cependant la
bioactivation des HAP repose principalement sur les CYP1Al, 1A2 et 1B1. Comparativement, la
vitesse de formation des principaux diols-époxydes des HAP par le CYP1A2 est inférieure a celle
par les CYP1AL et 1B1. Certains résultats contradictoires suggerent 1I’implication du CYP1A1 dans
la détoxication et la protection contre les HAP, plutbt que dans la bioactivation, mais ces
hypothéses nécessitent d’étre étayées (Nebert et al. 2004; Shimada 2006). In vitro, Pactivité
catalytique du CYP1BL.1 est supérieure a celle du CYP1A1 aprées expression par Escherichia Coli et
purification, mais inférieure aprés expression des CYP450 par des cellules eucaryotes (Kim et al.
1999; Shimada et al. 1996).

Trois réactions enzymatiques successives sont nécessaires pour générer un diol-époxyde
électrophiles au niveau des régions de Bay, pseudo-régions de Bay ou régions de Fjord (Perin-
Roussel et al. 1983; Xue and Warshawsky 2005). Lors de la premiére étape, un CYP450 catalyse la
formation d’un groupement époxyde (ou aréne oxyde) par oxydation d’une double liaison carbonée.
Instable, 1’époxyde produit est ensuite hydrolysé en dihydrodiol (= diol) de conformation trans par
une EH. Finalement, un deuxieme CYP450 oxyde la double liaison adjacente a la fonction trans-

diol pour former un diol-époxyde vicinal (Xue and Warshawsky 2005).

77



La voie du diol-époxyde est une voie de bioactivation complexe. Pour chaque diol-époxyde, il
existe plusieurs isomeéres dont la réactivité dépend de la position du groupement époxyde au niveau
de la région de Bay, mais également plusieurs stéreoisoméres d’activités variables pour chacun des
isomeres (Xue and Warshawsky 2005). Concernant le B[a]P (Figure 19), la formation de 1’époxyde
vicinale sur le B[a]P-7,8-trans-dihydrodiol (B[a]P-7,8-diol) en position 9,10- donne le B[a]P-7,8-
trans-dihydrodiol-9,10-époxyde (BDPE), I’isomére cancérogéne ultime du B[a]P (Bostrom et al.
2002; IARC 2010; Xue and Warshawsky 2005). Lors de la bioactivation du B[a]P, I’inversion des
fonctions diol et époxyde aboutit a la formation du reverse-BPDE. Les reverse-diol-époxydes ne
sont généralement pas des cancérogenes puissants. Le reverse-BPDE subit une conjugaison au
glutathion par les GST sur culture primaire d’hépatocytes, alors que celle du BPDE est limitée
(Upadhyaya et al. 2010).

0‘ CYP450 O,
O
HO™

B[a]P-9,10-trans-dihydrodiol reverse-BPDE

Figure 19. Cascade simplifiée de la biotransformation du B[a]P en BPDE (benzo[a]pyréne-7,8-trans-dihydrodiol-9,10-
époxyde) et en reverse-BPDE. Adapté d’aprés (Hecht et al. 2010). B[a]P : benzo[a]pyréne. CYP450 : cytochrome P450. EH :
époxyde hydrolase.

Les CYP450 et les EH possédent une forte stéreosélectivité et génerent des stéréoisomeres des diol-
époxydes. Ainsi, la voie du diol-époxyde produit 4 stéréoisoméres du BPDE (Figure 20).
L’hydrolyse du B[a]P-7,8-époxyde par les EH microsomales ne forme que du B[a]P-7,8-diol : le
B[a]P-7R,8R-dihydrodiol, majoritaire, et le B[a]P-7S,8S-dihydrodiol, minoritaire. Le B[a]P-7R,8R-
dihydrodiol est ensuite principalement converti en B[a]P-7R,8S,9S,10R-dihydrodiol-époxyde, le
diol-époxyde majoritaire du B[a]P et stéréoisomere du BPDE ayant la cancérogénicité la plus
élevée. Le B[a]P-7S,8S-dihydrodiol forme le B[a]P-7S,8R,9S,10R-dihydrodiol-époxyde de maniere

quasi exclusive (Xue and Warshawsky 2005).
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Figure 20. Schéma récapitulatif de la formation des 4 stéréoisoméres du BPDE (Benzo[a]pyréene-7,8-trans-dihydrodiol-9,10-
époxyde). Adapté d'aprés (Baird et al. 2005). B[a]P : benzo[a]pyréne. CYP450 : cytochrome P450. EH : époxyde hydrolase.

Les diol-époxydes peuvent ensuite réagir avec les résidus exocycliques des guanines ou d’adénines
et former des adduits covalents a I’ADN, ou étre hydrolysés par hydratation de I’époxyde et former
les différents énantiomeres du 7,8,9,10-tetrahydroxy-7,8,9,10-tetrahydroB[a]P (B[a]P-tétraol)
(Baird et al. 2005; Xue and Warshawsky 2005). La réactivité relative des diol-époxydes avec les
deux purines dépend de la structure chimique développée du HAP. Par exemple, les diol-époxydes
du B[a]P, de structure relativement planaire de par sa région de Bay, se lie préférentiellement a la
désoxyguanosine (dG). Inversement, les HAP non planaires interagissent principalement avec la
désoxyadénosine (dA). Au moment de la liaison a la dG ou la dA, la fonction époxyde du diol-
époxyde peut s’ouvrir en conformation cis ou trans. Tandis que le B[a]P-7R,8S,9S,10R-
dihydrodiol-époxyde produit des adduits en conformation trans avec la dG ou la dA, le B[a]P-
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7S,8R,9S,10R-dihydrodiol-époxyde se lie conformation cis avec la dG et en conformation trans
avec la dA (Xue and Warshawsky 2005). La conformation des adduits a I’ADN détermine la
persistance, la faculté du systéme enzymatique de réparation de I’ADN a identifier la 1ésion, soit la

capacité de I’adduit a engendrer une mutation (Baird et al. 2005).
V.2.1.1.2.  Voie du radical cation

La voie du radical cation repose sur I’activation des HAP par les peroxydases, telle que la
prostaglandine H synthase et de certaines CYP450 dotées d’une activité peroxydase (IARC 2010;
Moorthy et al. 2015). La premiére étape consiste a I’extraction d’un électron du systeme
électronique n des HAP par oxydation d’un unique électron (Figure 21).

“ CYP450 peroxydase “
B
prostaglandine H synthase

B[a]P

-e oxydant

O‘O reductant

Radical cation du B[a]P
(charge localisée en C6)

Figure 21. Exemple de la voie métabolique du radical cation pour le B[a]P (benzo[a]pyréne). Adapté d’aprés (Xue and
Warshawsky 2005). CYP450 : cytochrome P450.

La propension d’un HAP parent a subir cet enchainement de réactions chimiques dépend de
plusieurs facteurs ainsi que des conditions de réaction (Xue and Warshawsky 2005). La charge
positive du radical cation doit étre localisée a une certaine position du squelette carboné pour que
I’efficacité¢ réactionnelle et la configuration géométrique de la molécule permette la liaison
covalente avec les centres nucléophiles des macromolécules cellulaires (Cavalieri and Rogan 1992).
Pour le B[a]P, la charge est majoritairement localisée sur le carbone Cg (Cremonesi et al. 1989). De
plus, il est généralement considéré que le potentiel d’ionisation moléculaire d’un HAP doit étre
inférieur 7,35 eV pour que I’abstraction d’un électron se fasse en conditions biologiques et forme un

radical cation relativement stable (Cavalieri and Rogan 1992; Xue and Warshawsky 2005). A titre
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d’exemple, le potentiel d’ionisation du B[a]P et du DB[a,h]A deux HAP cancérogenes, sont
respectivement de 6,97 et 7,23 eV (Xue and Warshawsky 2005).

Les radicaux cations des HAP génerés sont extrémement réactifs et génerent immédiatement des
adduits a I’ADN stables et instables. Les adduits a I’ADN instables se forment par liaison du radical
cation en position N7 des dG et N3 ou N7 des dA. Chimiquement instables, ces adduits dépurinants
rompent la liaison glucosidique des bases formant des sites abasiques qui constituent le principal
dommage a I’ADN produit au cours de la voie du radical cation (Xue and Warshawsky 2005). Alors
que la voie du radical cation représente 80% des adduits a I’ADN au B[a]P formés par des
microsomes de rat in vitro (Cavalieri and Rogan 1992), I’abstraction d’un seul électron ne semble
étre qu’un mecanisme de bioactivation mineur ne comptant que pour une fraction limitée des

adduits totaux formés in vivo (Xue and Warshawsky 2005).
V.2.1.1.3.  Voie de I’ortho-quinone

A TDinstar de la voie du diol-époxyde, la voie de l’ortho-quinone débute par ’addition d’un
groupement époxyde catalysé par les CYP450 et son hydrolyse en trans-dihydrodiol par une EH
(Figure 22). Le trans-dihydrodiol formé est oxydé en cétol par une dihydrodiol déhydrogénase, et
plus précisément les aldo-keto réductases (AKR) dans le cas des HAP, nécessitant le NADP™ en tant
que cofacteur. Le cétol subit un réarrangement moléculaire pour former un catéchol par
tautomérisation (Penning 2014). Du fait de la régiosélectivité des AKR, seuls les trans-dihydrodiols
n’étant pas localisés sur une région K des HAP intégrent la voie de I’ortho-quinone (Palackal et al.
2001). Le catéchol formé réagit spontanément deux oxydations mono-électroniques successives
produisant une o-semiquinone, puis une o-quinone. Ces deux étapes d’oxydation 1’oxygene
moléculaire et génére des ERO dont le peroxyde d’hydrogéne (H,O,) au cours de la premiére

réaction et I’anion superoxyde (O;") lors de la seconde (Penning 2014).
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Figure 22. Schéma simplifié de la voie métabolique de I'ortho-quinone. Adapté d’aprés (Burczynski and Penning 2000).
CYP450 : cytochrome P450. EH : époxyde hydrolase. AKR : aldo-kéto réductase. CBR : carbonyl réductase. NQO :
(NAPDH):quinone oxydoréductase. GST : glutathion S-transférase . UGT : UDP glucuronidetransférase.

Les ERO sont responsables d’un stress oxydant a 1’origine de la peroxydation lipidique dont I’une
des conséquences est la déstabilisation des membranes cellulaires (Halliwell and Chirico 1993),

mais les ERO sont également responsables de dommages a I’ADN (Park et al. 2006).

Les o-quinones sont électrophiles et extrémement réactives envers les centres nucléophiles
endogenes. Leur conjugaison spontanée avec des groupements thiols cellulaires ou leur interception
par les enzymes de phase 2 ménent a leur élimination de la cellule (Zhang et al. 2012). Cependant,
leur interaction avec I’ADN induit la formation d’adduits stables et d’adduits instables dépurinants
(HAP o-quinone-N7-déguanosine) impliqués dans les processus de mutagénése (McCoull et al.
1999). En outre, les o-quinones peuvent également de nouveau étre réduites en catéchol et ainsi
entrer dans un cycle d’oxydo-réduction amplifiant la production d’ERO. La réduction en catéchol
est a la fois catalysée par des systemes non-enzymatiques (Cul/Cull) ou enzymatiques (AKR,
NQO...) consommateur de NADPH. A T’origine, la réduction de la quinone en hydroquinone (=
catéchol) semble bénéfique car I’hydroquinone peut étre pris en charge par les enzymes de phase 2,
protégeant ainsi du stress oxydant des quinones (Zhang et al. 2012). Cependant, si les capacités

cellulaires de conjugaison sont submergées (Zhang et al. 2012), ces cycles d’oxydo-réduction se
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perpétuent jusqu’a déplétion des cofacteurs enzymatiques nécessaires a la physiologie de la cellule

ou interception par les systemes de détoxication (Park et al. 2005; Penning 2014).

La réduction des o-quinones en catéchol implique plusieurs iso-enzymes de différentes familles
enzymatiques. Parmi les AKR, AKR1A1l est stéréosélective et ne métabolise que certains
stéréoisomeres a I’exemple du (-)-B[a]P-7(R),8(R)-dihydrodiol, majoritaire in vivo. A I’inverse,
AKRIBI10, surexprimée dans certains cancers du poumon a larges cellules, n’oxyde que le (+)-
B[a]P-7(R),8(R)-dihydrodiol, un isomere mineur. Les sous-familles AKR1C1-AKR1C4 sont moins
sélectives et métabolisent des mélanges racémiques de ces stéréoisomeres. En plus des AKR, cette
étape de transformation des o-quinones en catéchol implique la NQOL1 et deux isoenzymes de la
famille des carbonyl réductases (CBR), CBR1 et CBR3 (Zhang et al. 2012).

La toxicité intrinseque des o-quinones décroit lorsque le nombre de cycles aromatiques augmente.
La quantité de 8-oxo-dG formée in vitro par oxydation d’ADN isolé de plusieurs o-quinone et
dépend de la vitesse du cycle d’oxydo-réduction : naphtaléne-1,2-dione > benzo[a]anthracene-3,4-
dione > diméthylbenzo[a]anthracene-3,4-dione > B[a]P-7,8-dione (Park et al. 2005). In vitro, les
résultats de McCoull et al. suggérent également que la réactivité des o-quinones avec I’ADN

diminue lorsque le nombre de cycles aromatiques augmente (McCoull et al. 1999).
V.2.1.1.4. Voie des métabolites hydroxylés

La voie des phénols est initiée par 1’addition d’un époxyde par les CYP50 (Shimada 2006), le
devenir de I’époxyde dépend ensuite de sa stabilité chimique. Les époxydes localisés sur les régions
moléculaires M sont extrémement labiles et subissent des réarrangements non-enzymatiques
spontanés en phénols se faisant préférentiellement dans une direction, tandis que les autres
époxydes peuvent étre hydratés en trans-dihydrodiols par les EH. Par exemple, les époxydes en
positions 1,2- et 2,3- du B[a]P donnent respectivement les 1-hydroxyB[a]P et 3-hydroxyB[a]P (3-
OHB[a]P) (Figure 23). Le B[a]P-4,5-époxyde, treés stable, est métabolisé en B[a]P-4,5-trans-
dihydrodiol par les EH. Inversement, les 7,8- et 9,10-époxyde du B[a]P s’hydrolyse en 7- et 9-
hydroxyB[a]P, mais forment également les B[a]P-7,8-diol et B[a]P-9,10-trans-dihydrodiol (Harvey
1981).
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Figure 23. Schéma d'illustration de la voie des métabolites hydroxylés du benzo[a]pyrene. D'apres (Barbeau 2013).

Par conséquent, la voie des métabolites hydroxylés est fréquemment considérée comme la voie
métabolique de détoxication des HAP. A I’instar des autres voies métaboliques, ¢’est néanmoins au
cours de la conjugaison par les enzymes de phase 2 que ces intermédiaires métaboliques sont
définitivement inactivés. In vitro, le 9-hydroxyB[a]P est métabolisé en 9-hydroxy-trans-4,5-
dihydrodiolB[a]P par les systemes microsomaux et in fine se lie a I’ADN de maniére covalente en
absence d’enzymes de conjugaison (King et al. 1976). Par ailleurs, les triols formés par
biotransformation ultérieure des phénols sont impliqués de maniére non-négligeable dans
I’activation métabolique et la formation des principaux adduits a I’ADN de certains HAP dont le
Chr et le B[b]F (Hodgson et al. 1983; Weyand et al. 1993b).

Un autre exemple de I’implication des phénols dans ’activation métabolique des HAP est la voie du
radical cation. Le B[a]P est d’abord converti en radical cation par peroxydation en position Cg par
la prostaglandine H synthase ou les CYP450 (IARC 2010; Moorthy et al. 2015). Le radical cation
ainsi formé peut interagir avec les cibles cellulaires comme précédemment décrit mais peut
également étre métabolisé en 6-hydroxyB[a]P (6-OHBJ[a]P). Cette étape de conversion du radical
cation en 6-OHBJ[a]P est relativement mal connue. Une hypothese repose sur un mécanisme de
transfert d’oxygéne activé par les CYP450 en position Cg du B[a]P (Cavalieri et al. 1988). Le 6-
OHBIJa]P est ensuite converti en B[a]P-1,6-dione, B[a]P-3,6-dione et B[a]P-6,12-dione par les
CYP450 (Cavalieri et al. 1988; Harvey 1981; Lesko et al. 1975). Enfin, ces quinones sont réduites
en hydroquinones par la NQO, générant des ERO, ou subissent une conjugaison par les enzymes de
phase 2 (IARC 2010).
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V.2.1.2. Phase de conjugaison

La phase de fonctionnalisation génére de nombreux intermédiaires métaboliques électrophiles
toxiques dont la majorité est inactivée apres interception par les enzymes de conjugaison. Les
enzymes de détoxication de phase 2, comprenant notamment les UGT, les SULT et les GST (IARC
2010), greffent sur les métabolites activés des groupements (acide glucuronique, sulfate,

glutathion...) afin d’en augmenter le caractére hydrosoluble ainsi que le poids moléculaire.

Les composés les plus électrophiles et donc réactifs tels que les quinones, les arenes oxydes ou les
diol-époxydes sont rapidement conjugués au glutathion de maniere spontanée ou apres intervention
d’une GST (ATSDR 1995; Jernstrom et al. 1996; Zhang et al. 2012). Les o-quinones peuvent
également se lier spontanément au groupement thiol du glutathion libre, de la L-cystéine ou de la N-
acetyl-L-cystéine (Zhang et al. 2012). Au cours de la voie de I’0o-quinone, les catéchols subissent un
cycle d’oxydo-réduction interrompu par transfert d’un sulfate, acide glucuronique ou méthyl par la
SULT, I’UGT ou la catéchol-O-méthyltransférase (Penning 2014).

Les trans-dihydrodiols, les phénols et les triols, moins réactifs, sont glucuronidés ou sulfatés
(ATSDR 1995; IARC 2010). Apres conjugaison, les phénols et les trans-dihydrodiols constituent
des produits majeurs de détoxication in vitro, ex vivo et in vivo (Harvey 1981; Jacques et al. 2010b;
Moreau et al. 2015). Les phénols glucuronidés constituent les métabolites majoritaires lors de
I’application du B[a]P sur des explants de peau de porc (Jacques et al. 2010b).

V.2.1.3. Phase d’élimination

A cause de leur poids moléculaire et de leur caractére hydrophile, les métabolites de phase 2 ne
peuvent plus diffuser passivement a travers la membrane cytoplasmique. Afin de prévenir des effets
toxiques dus a leur accumulation dans le cytoplasme, ils doivent étre éliminés de la cellule par
transport actif, notamment gréace a la famille de transporteurs membranaires ATP binding cassette
(ABC). La famille ABC comprend les transporteurs multi drug resistance (MDR), multidrug
resistance protein (MRP) et la breast cancer resistance protein (BCRP) (Figure 24) (Schinkel and
Jonker 2003). Sur lignée cellulaire intestinale cancéreuse Caco-2, la BCRP situé au péle apical
reflux les conjugués sulfatés et glucuronidés de 1-hydroxypyréne (1-OHP) et 3-OHB[a]P a
I’intérieur de la lumiére intestinale (Ebert et al. 2005; Hessel et al. 2013). Aprés ajout d’inhibiteurs
spécifiques des transporteurs MDR1, MRP1 et MRP2, Buesen et al. observent toujours le transport
des métabolites du B[a]P suggérant I’implication d’une grande diversité de canaux dans le transport

des HAP au niveau de la barriere intestinale (Buesen et al. 2003).
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Figure 24. Structure des transporteurs membranaires de la famille ABC (ATP binding cassette). D’apres (Schinkel and
Jonker 2003). P-glycoprotein®: Multi Drug Resistance 1 (MDR1). MRP : multidrug resistance protein. BDRP : breast cancer
resistance protein.

Le rble de ces transporteurs membranaires ne semble pas s’arréter a une simple évacuation des
métabolites conjugués de la cellule. Lorsque 1’élimination des conjugués du BPDE au glutathion par
le MRP2 diminue par ajout d’un inhibiteur spécifique, les adduits a I’ADN au BPDE s’accumulent
sur lignée épithéliale rénale de canidé (Srivastava et al. 2002). Similairement, le MRP4 élimine le
B[a]P-7,8-diol des cellules humaines broncho-alvéolaires H358 avant sa conversion en BPDE ou
son entrée dans la voie de I’ortho-quinone (Gelhaus et al. 2012). Les résultats de Myllynen et al. sur
lignée cancéreuse de sein MCF-7 suggére une implication des transporteurs d’efflux MDR1, MRP1
et MRP2 (Myllynen et al. 2007).

Dans le tissu cutané, les MRP1, MRP2 et MRP4 sont modérément a fortement exprimés, tandis que
I’expression des MDR1 et BCRP est faible (Takenaka et al. 2013). L’implication de ces
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transporteurs dans 1’¢limination du cytoplasme des HAP et des métabolites par les kératinocytes

reste néanmoins a démontrer.
V.2.2.Modulation de I’expression des systemes de détoxication par les HAP

Apres diffusion passive a travers la membrane plasmique, les HAP se fixent des facteurs de
transcription cytoplasmiques, tels que I’ AhR, et activent ces « capteurs » cellulaires responsables de
la régulation de plusieurs douzaines de génes. Les indoles et les dérivés de tryptophane sont des
ligands endogénes de I’AhR, mais de nombreux xénobiotiques (dioxines...) possédent également
une grande affinité envers ce récepteur cellulaire (Nebert et al. 2004). L’ AhR régule I’activation de
plusieurs dizaines de génes impliqués dans le contréle du cycle cellulaire, I’apoptose (la mort
cellulaire génétiquement contrdlée et programmée) et les systéemes de détoxication dont les
CYP1A1, 1A2, 1B1 et les enzymes de conjugaison (Labib et al. 2016; Nebert et al. 2004). En outre,
I’AhR régule I’expression de certains systémes d’efflux a I’exemple du MRP4 (Xu et al. 2010).

L’AhR réside dans le cytoplasme ou il interagit avec la protéine chaperonne heat shock protein 90
(hsp90) et ’AhR interacting protein (AIP). L’association de I’AhR a hsp90 maintiendrait I’AhR
dans une conformation permettant la fixation des ligands, tandis que la combinaison a 1I’AIP
pourrait influencer la liaison du ligand et/ou la translocation de I’AhR. Aprés fixation d’un ligand,
I’AhR transloque dans le noyau ou il se dimérise avec 1’aryl hydrocarbon receptor nuclear
translocator (ARNT). Une fois ce facteur de transcription complet, il contient des motifs protéiques
(hélices, boucles) particuliers lui permettant de se fixer sur les xenobiotic response elements (XRE)
contenus dans la séquence promotrice de nombreux génes et notamment d’activer les genes codant

pour les enzymes du métabolisme des xénobiotique (Figure 25) (James P. Whitlock 1999).
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hydrocarbon receptor). Adapté d’aprés (James P. Whitlock 1999). Hsp90: heat shock protein 90. AIP: AhR interacting
protein. Arnt: aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator. CYP1ALl: cytochrome P450 1A1.
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Aprés expression de ces enzymes dont les CYP450, les HAP localisés dans le cytoplasme sont
biotransformés en intermédiaires métaboliques capables de se lier a I’AhR. Ainsi, le B[a]P-7,8-
dione généré par les AKR active I’AhR et induit I’expression du CYP1A1 (Burczynski and Penning
2000). De méme, les quinones du benzo[a]anthracéne (B[a]A) et du Chr induisent I’expression de
CYP1A1l et 1B1 par la lignée de kératinocytes humains HaCaT. Cependant, certains de ces
métabolites oxygénés sont également des inhibiteurs de D’activit¢é enzymatique du CYP1Al
(Wincent et al. 2016).

L’activité de I’AhR est soumise au rétrocontrdle d’un répresseur TCDD-inducible poly-ADP-ribose
polymerase (TIPARP). Suite a I’activation par les HAP, I’AhR est recruté au niveau du XRE du
promoteur de TIPARP et induit I’expression du répresseur dont le mode d’action est encore

méconnu (Grimaldi et al. 2018; Libalova et al. 2014).

L’impact des HAP sur les voies de transduction du signal et I’expression des enzymes de
détoxication ne se limite pas a la voie de I’AhR. Au niveau hépatique, le Pyr est capable d’induire
I’expression du CYP1A2 et de SULT1A1 par le biais du constitutive androstane receptor (CAR)
(Lee et al. 2007). De méme, les ROS générées au cours du métabolisme oxydatif des HAP active
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une cascade de signalisation encore inconnue aboutissant a 1’expression cellulaire des AKR
(Burczynski et al. 1999). L’activation de I’AhR est de plus potentialisée par d’autres facteurs de
transcription tels que le peroxysome proliferator activated receptor (PAPPa), montrant que la
complexité des voies de signalisation cellulaires déclenchées par les HAP, ainsi que leurs

interactions, est a ce jour loin d’étre élucidée (Fallone et al. 2005).
V.2.3.Cancérogénese et HAP

V.2.3.1. Meécanisme cancérogenes des HAP

La cancérogéneése est un processus classiquement décrit en trois étapes : I’initiation, la promotion et
la progression. Elle implique de nombreux mécanismes, depuis 1’événement génotoxique initial,
insuffisant pour prédire 1’apparition d’un cancer, jusqu’au développement de la tumeur. Certains
HAP sont des cancérogenes complets, impliqués au moins dans I’initiation et la promotion tumorale
par exposition répéetée (Baird et al. 2005; Bostrom et al. 2002). L’initiation de la cancérogénése est
fréquemment attribuée aux métabolites réactifs des HAP, tandis que les mécanismes de promotion
sont imputés aux HAP parents notamment par liaison a ’AhR (Sjogren et al. 1996). Néanmoins,
certains métabolites tels que les o-quinones sont également des ligands de I’AhR, et par conséquent

pourraient également étre impliqués dans les mécanismes de promotion tumorale (Penning 2017).

L’initiation tumorale nécessite le succes de plusieurs évenements clefs successifs. Dans le cas d’une
cancérogénese chimique due aux HAP, les intermédiaires métaboliques causent tout d’abord des
lésions a I’ADN (cassures, adduits dommages oxydatifs, sites abasiques...) sans seuil de dose, dont
la nature dépend de I’espéce chimique réactive (paragraphes V.2.1.). A I’exception d’une
¢limination de la cellule de 1’organisme par mort cellulaire (apoptose...), les Iésions non-réparées
causées par ces agents s’inscrivent irréversiblement dans le génome sous la forme de mutations

apres réplication de I’ADN (Bostrém et al. 2002).

Apreés attaque électrophile de I’ADN par les diol-époxydes, les adduits covalents sont repérés et pris
en charge par différents mécanismes de réparation de I’ADN. Les adduits covalents a I’ADN tels
que ceux formés par le BPDE sont éliminés par exclusion nucléotidique, tandis que les adduits
dépurinants du B[a]A et du B[b]F sont réparés par des mécanismes d’excision de base nucleique.
La mutagénicité de la lésion induite dépend ainsi de sa persistance au sein du génome, autrement dit
d’un équilibre entre la formation et la réparation des lésions (Braithwaite et al. 1998). L’efficacité
de la réparation est modulée par la conformation de 1’adduit, rigide et planaire en cas de d’adduit
issu région de Bay ou entortillé et entravant si I’adduit provient d’une région de Fyord, influengant

la faculté des enzymes a identifier la lésion (Wu et al. 2002). Lors de la réplication de I’ADN, les
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erreurs de lecture des adduits au BPDE par les ADN polymérases engendrent des transversions G
— T ou G — C, de maniere tributaire de I’ADN polymérase impliquée et de la stéréochimie de
I’adduit (Zhang et al. 2002). Les ERO générées par le métabolisme des HAP au cours de la voie de
I’0-quinone provoquent des cassures simples ou doubles brins de la molécule d’ADN. Les ERO
proviennent par ailleurs des cycles d’oxydo-réduction des o-semiquinones ou des o0-gquinones
intercalées entre les bases de I’ADN. Aprés attaque des nucléotides par les ERO, les réarrangements
moléculaires engendrés aboutissent a la rupture de la liaison phosphodiester et la cassure de 1’un ou
des brins d’ADN (Penning 2017). La cellule met alors en ceuvre des mécanismes de réparation par
recombinaison homologue ou non-homologue, pouvant étre des sources d’erreur (lliakis et al. 2004;
Mufoz and Albores 2011; Tung et al. 2014).

Les ERO sont également responsables d’autres dommages oxydatifs de la liaison d’ADN, dont 22
bases oxydées identifiées a ce jour, parmi lesquelles la 8-0x0-dG constitue le produit d’oxydation
majoritaire. En fonction du mécanisme de réparation mis en ceuvre, la 8-0xodG peut produire des
sites abasiques générant des mutations (transversions C — T ou transversions G — T). L’o-quinone
forme également des adduits dépurinants par liaisons covalentes a I’ADN. Aprés fixation en N7
d’une guanine ou N3 d’une adénine, les sites abasiques résultants provoquent respectivement des
transversions G — T ou A — T. Le B[a]P-7,8-dione produit en outre des adduits stables a I’ADN.
Pour les quinones, les dommages oxydatifs semblent cependant étre responsables de la plupart des
dommages a I’ADN et le r6le des adduits covalents reste encore a éclaircir (Penning 2017). Pour
I’ensemble des HAP, D’initiation tumorale proviendrait plutdt des adduits stables que des sites
abasiques (Melendez-Colon et al. 1999).

La cancérogénicité de la mutation dépend de sa localisation dans la molécule d’ADN. Si la mutation
est localisée au niveau de genes proto-oncogenes et suppresseurs de tumeurs impliqués dans la
transduction du signal, alors la mutation constitue un évenement clef dans la cancérogénése
(Bostrom et al. 2002). Les études montrent que les hotspots de la séquence d’ADN de p53, sont des
cibles privilégiées des especes réactives produites par la biotransformation des HAP. Cet acteur
protéique est essentiel dans la suppression de tumeur, car il induit 1’apoptose ou les mécanismes de
réparation en fonction de la gravité des dommages cellulaires. Les adduits au BPDE se forment
préférentiellement au niveau des guanines des codons 157, 248 et 273, hotspots majeurs des
mutations majeures identifiées dans les cancers du poumon (Denissenko et al. 1996). De méme,
25% des mutations provoquées par les ERO sur la séquence d’ADN sont situees au niveau de
hotspots, associés a I’inactivation de p53 (Yu et al. 2002). La formation de 8-oxo-dG causée par les
ROS contribue aux transversions G — T dans les séquences des oncogenes K-ras et p53 (Zhang et

al. 2012).
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La promotion tumorale, postérieure a ’initiation, correspond a la reprogrammation conférant a la
cellule une capacité de prolifération échappant a tout rétrocontrdle. En tant que cancérogenes
complets, les HAP ou leurs métabolites sont capables de modifier I’expression genique au niveau de
la traduction, de la transcription ou au niveau épigénétique (Bostrom et al. 2002). Les HAP inhibent
notamment la communication intercellulaire via les jonctions gap, essentielles au contrdle de la
prolifération cellulaire. Les HAP de bas poids moléculaire tels que le FIUA ou le Pyr sont les
inhibiteurs les plus puissants, tandis que les HAP de haut poids moléculaire a I’instar du B[a]P ne
posseédent qu’au plus un modeste potentiel d’inhibition (Blaha et al. 2002; Weis et al. 1998). Les
HAP créent un environnement inflammatoire favorable a I’initiation, 1a promotion et la progression
tumorale. Pour le B[a]P, I’inflammation pourrait étre en partie liée a I’activation de la voie de
signalisation cellulaire c-Jun N-terminal Kinase (JNK) et de p53 (Dreij et al. 2010). Par ailleurs, le
développement spontané de Iésions inflammatoires chez des souris transgéniques, modifiées pour
exprimer de maniéere constitutive une forme active de I’AhR, montre 1’implication du facteur de
transcription dans les processus inflammatoires induits par les HAP (Tauchi et al. 2005). De plus, le
traitement de cellules épidermiques de souris C141 avec du BPDE montre une activation de
nombreux acteurs cellulaires impliqués dans la division, la croissance, la prolifération et la

différenciation cellulaire (Li et al. 2004).

Plus récemment, I’analyse du transcriptome de poumon, le foie et ’estomac de souris exposées par
gavage au B[a]P et a 6 autres HAP (B[a]A, B[b]F, B[g,h,i]P, B[K]F, DB[a,h]A, indéno[1,2,3-
c,d]pyrene (1[1,2,3-c,d]P), Chr) révele la modulation de 5 catégories de voies de régulation et de
processus impliqués dans la réponse aux dommages a I’ADN, la signalisation cellulaire, la réponse
immune et inflammatoire, le métabolisme et I’organisation du cytosquelette. Bien qu’il y ait des
similitudes entres HAP, les voies de régulation altérées ainsi que la magnitude de la modification
est propre a chaque HAP. Par exemple, le B[a]P altere spécifiquement la signalisation cellulaire
dont la voie de ’AhR, I’endocytose, la différenciation, 1’ubiquitination (voie de dégradation des
protéines cytosoliques), mais aussi des voies de régulation impliquées dans 1’échappement a la
réponse immunitaire, I’inflammation, la résistance a I’apoptose, I’immortalité réplicative, le

métabolisme énergétique ou une prolifération cellulaire soutenue (Labib et al. 2016).

Les HAP semblent également étre impliqués dans des processus liés a la progression tumorale,
considérée irréversible. L’instabilit¢ du génome s’accroit et évolue vers une croissance maligne
autonome échappant a tout contrble externe et envahissant les tissus environnants. Les HAP
activent notamment de voies de signalisation impliquée dans I’invasion, la formation de métastases

ou I’angiogenése (Bostrom et al. 2002; Labib et al. 2016).
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V.2.3.2. Susceptibilité individuelle

La cancérogeénicité des HAP repose sur leur activation métabolique en espéce chimique réactive
capable de se lier a ’ADN, des processus mutagénes ainsi qu’une réponse tumorale. Pour chaque
individu, le risque cancérogéne dépend donc d’une balance entre la bioactivation et la détoxication
des HAP, de la quantité d’adduit a I’ADN formés et de leur distribution, mais aussi de 1’efficacité
des processus de réparation de I’ADN. Ainsi, le risque cancérogéne de chaque individu face aux
HAP, autrement dit la susceptibilité individuelle, dépend de ’efficacité de ces différents processus,
entre autre liée au polymorphisme genétique. Au sein d’un individu ou d’une population, les
combinaisons d’all¢les semblent étre des déterminants importants de la susceptibilité individuelle
(Bostrom et al. 2002).

Concernant les enzymes de fonctionnalisation, le risque de cancer du poumon augmente de 53%
avec ’allele de I’EH sur 1’exon 4, avec une augmentation significative chez les individus de moins
de 64 ans et les fumeurs (Zhao et al. 2002). De méme, le risque de cancer du poumon est multiplié
par 1,84 chez les porteurs du génotype AKR1C3 GIn-GIn exposés aux émissions de combustion de
charbon (Lan et al. 2004). L’allele CYP1B1*7, intégrant 4 substitutions (Arg48Gly, Alal19Ser,
Leud32Val et Ala443Gly), se caractérise par une plus faible conversion du B[a]P en B[a]P-7,8-diol
comparativement aux variants *1, *2, *3, *4 et *6 (Aklillu et al. 2005). Cependant, le
polymorphisme du CYP1BI n’est pas associé avec une augmentation du risque de cancer de la
vessie au sein d’une population italienne fortement exposée aux HAP (Hung et al. 2004). Le risque
de carcinome pulmonaire a petites cellules est multipli¢ par 2,4 lorsqu’au moins un des alleles

correspond au variant CYP1A1 Msp1 chez les fumeurs (Marchand et al. 1998).

D’aprés Bartsch et al., le risque relatif lié au polymorphisme des CYP450 seul est modéré. En
revanche, la combinaison de polymorphisme CYP1A1/GSTML susciterait un risque de cancer plus
éleve (Bartsch et al. 2000). Chez les fumeurs, la combinaison d’une délétion en GSTMI et du
variant CYP1A1 Mspl génére un risque de cancer du poumon plus élevé que lorsque le
polymorphisme du CYP1A1 seul est considéré (Marchand et al. 1998).

Pour les enzymes de phase 2, le risque de cancer de la vessie augmente significativement pour les
individus possedant un (odds ratio = 1,82 ; intervalle de confiance a 95% : 1,16 - 2,85) ou deux
alleles (odds ratio = 2,58 ; intervalle de confiance a 95% : 1,27 - 5,23) non-fonctionnels des
GSTM1 ou GSTT1 comparés aux sujets normaux. Le polymorphisme SULT1Al Arg213His
semble a associé a un effet protecteur modéré (Hung et al. 2004). En outre, le polymorphisme sur
I’exon 6 du systeme de réparation de I’ADN par excision de nucléotide XPD est corrélé avec le

nombre d’adduit a I’ADN type « B[a]P » (Binkova et al. 2007).
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V.2.4.Problématique des mélanges complexes de HAP

Historiquement, la toxicologie s’est longtemps focalisée sur la caractérisation du risque des
xenobiotiques, individuellement ou en combinaisons simples (binaires). Plus aisé dans sa mise en
ceuvre, cette approche est aujourd’hui supplantée par la considération des effets des mélanges
complexes et des interactions entre toxiques, plus proche du risque sanitaire réel. L’étude des
mélanges est particulierement primordiale dans la caractérisation du risque résultant de 1’exposition
aux HAP, toujours émis en mélanges complexes de compositions et donc de toxicités variables. La
cancérogénicité des HAP est un processus comportant de multiples étapes dont 1’absorption, la
distribution, le métabolisme, la détoxication, 1’élimination, les dommages aux macromolécules, les
mutations ou les dommages chromosomiques, la réparation a I’ADN, I’altération de I’expression
des génes, la prolifération cellulaire et 1’apoptose (Nesnow et al. 1998). La compréhension et la
prédiction de la toxicité des mélanges se révele donc étre un défi consequent devant la diversité des
processus biologiques impliquées, des compositions des mélanges et des interactions possibles entre

xénobiotiques (antagonisme, additivité et synergisme) (Jarvis et al. 2014).

De maniére théorique, I’additivité de 1’action combinée de deux xénobiotiques se définit telle que
I’effet toxique final correspond & la somme des effets que ces deux substances auraient
indépendamment ’une de I’autre. L’antagonisme se caractérise par un effet toxique combiné plus
faible que la somme des effets de deux xénobiotiques pris séparément alors que le synergisme se
définit comme un effet plus grand (Reif 1984). Ce dernier effet se produit lorsque chaque
cancérogene agit sur une phase différente de la cancérogénese (Gibb and Chen 1986). Autrement
dit, le synergisme apparait lorsque I’étape limitante dans I’apparition d’un type de tumeur différe

entre deux carcinogénes (Reif 1984).

Pour I’évaluation des risques sanitaires, des approches réglementaires telles que les Relative
Potency Factors (RPF) ou les Toxic Equivalency Factors (TEF) sont utilisées afin de caractériser le
risque cancérogéne relatif aux mélanges complexes de HAP dans diverses matrices
(atmosphériques, alimentaires, eaux de surface...) (SCHER et al. 2012). Les TEF constituent un cas
particulier de RPF (Backhaus et al. 2010). En pratique, un facteur de pondération théorique est
attribué a chague HAP en fonction de sa toxicité par rapport a celle du B[a]P. Cette approche
permet d’estimer et de caractériser la toxicité d’un mélange de HAP par calcul d’une concentration
équivalente en B[a]P, également appelé B[a]P équivalent. L’application des TEF nécessite
cependant plusieurs conditions : (1) un composeé de toxicité relativement bien caractérisée est utilisé
comme référence pour I’ensemble de la famille chimique, (2) D’effet toxique doit étre

qualitativement similaire entre le composé de référence et I’ensemble de la famille toxique, (3) les

93



TEF sont similaires pour les différents critéres de toxicité afin d’assigner les TEF a partir d’un
nombre limité de mesures, (4) les effets toxiques combinés des différents composés présents dans le
mélange sont additifs (Nisbet and LaGoy 1992).

Ainsi, il est en principe possible d’estimer la cancérogénicité d’un mélange de HAP en quantifiant
quelques HAP cancérogénes servant de biomarqueurs. Néanmoins, ces approches sont lourdement
remises en question car la représentativité de quelques HAP face a la composition, complexe et
extrémement variable (saison, source...), des mélanges réels est limitée (Jarvis et al. 2014).
Toutefois, la caractérisation de la composition des mélanges complexes constitue toujours un
challenge en chimie analytique a I’heure actuelle. Il est rare que des HAP substitués, dont la toxicité
est parfois trés supérieure a celle du B[a]P, soient intégrés a ces biomarqueurs (Andersson and
Achten 2015).

En outre, aucune TEF n’est attribué a la majorité des HAP, du fait d’une méconnaissance de leur
potentiel cancérogéne. De plus, les TEF sont extrémement disparates pour un méme HAP en
fonction du systéme expérimental a partir duquel ils sont calculés. A titre d’exemple, le TEF du
DB[a,h]A varie entre 0,1 et 10 suggérant une toxicité 10 fois supérieure ou 10 fois inférieure a celle
du B[a]P (Jarvis et al. 2014).

De plus, les critéres d’applicabilité de ces approches sont remis en question (Jarvis et al. 2014) :

e Absence de mécanisme d’action toxique commun a I’ensemble des HAP. La cancérogénicité
des HAP est phénoméne complexe impliquant I’initiation et la promotion tumorale.
Premierement, la génotoxicité des HAP provient d’une pluralité¢ de voies de bioactivation et de
mécanismes d’action (paragraphes V.2.1 et VV.2.3.1) (Bostrom et al. 2002; IARC 2010; Xue and
Warshawsky 2005). Deuxiémement, les mécanismes d’induction de I’expression des enzymes
du métabolisme (CYP450, AKR...) différent selon les HAP (Paragraphe V.2.2). De plus, le
profil d’expression génique différe selon les HAP, indiquant des mécanismes de promotion
différents (Labib et al. 2016). D’autre part, la génotoxicité des HAP, a I’instar de la quantité
d’adduits a I’ADN, n’est pas nécessairement corrélée a la cancerogénicité (Siddens et al. 2012).

e L’utilisation des TEF ne tient pas compte des interactions toxicologiques entre HAP ou
xénobiotiques. Les TEF reflétent a la cancerogénicité relative d’'un HAP en rapport au B[a]P,
mais ignore d’autres mécanismes tels que la modulation de I’expression des CYP450. Ainsi, la
valeur des TEF des HAP de trois cycles aromatiques, notamment de 1’ Ant (groupe 3 d’apres le
CIRC (IARC 2010)) est faible et ne participent que faiblement a la valeur du B[a]P équivalent

calculé (Jarvis et al. 2014). Pourtant ces HAP, tres abondants dans les mélanges, sont de
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puissant inducteur des CYP450. Chez la souris, la surexpression hépatique du CYP1A2 apres
injection par voie intrapéritonéal d’un mélange de standard de HAP dépend majoritairement de
la fraction de HAP de 3 cycles aromatiques (Chaloupka et al. 1995). L’expression des CYP450
est donc généralement beaucoup plus forte avec un mélange de HAP que pour un HAP
individuel, ce qui pourrait moduler la bioactivation des HAP cancérogenes dont le B[a]P. In
vivo, I’induction de I’expression des CYP1A1 et CYPIBI1 dans I’épiderme de souris par un
extrait de goudron de houille est plus forte que pour le B[a]P ou le dibenzo[a,l]pyréne (Marston
et al. 2001). Sur lignée de cellule pulmonaire humaine A549, les extraits de pollution
atmosphérique urbaine induisent une expression du CYP1Al 6 fois supérieure a la
concentration équivalente de B[a]P seul. Parmi I’ensemble des HAP contenus dans le mélange,
le B[K]F, moins cancérogéne que le B[a]P, serait responsable de la plupart de 1’induction
mesurée du CYP1A1 (Libalova et al. 2014). De plus, les cocarcinogenes et autres éléments
contenus dans les mélanges complexes peuvent également influencer I’expression des enzymes
du métabolisme des xénobiotiques. Par exemple, les métaux lourds réduisent la bioactivation
des HAP par inhibition 1’activité des CYP50 (Vakharia et al. 2001).

Remise en question du principe d’additivité des mélanges. Globalement, les effets des
mélanges de HAP sont encore mal définis. Néanmoins, de nombreuses études démontrent des
effets plus qu’additifs ou moins qu’additifs selon les protocoles expérimentaux (modeles,
mélanges, doses...) (Jarvis et al. 2014). Alors que différents mélanges (fumée de diesel,
condensat de fumée de cigarette...) induisent autant de tumeurs cutanés qu’une forte dose de
B[a]P sur souris FVB/N (Siddens et al. 2012), le nombre de tumeurs cutanées développées par
des souris SENCAR est divisé par 2 lors de I’application d’un extrait de coaltar en comparaison
au B[a]P ou au dibenzo[a,l]pyréne (Marston et al. 2001). In vitro, les cellules de carcinome de
sein MCF-7 exposés au B[a]P pendant 24 heures forment entre 9 et 15 fois plus d’adduits a
I’ADN qu’avec trois mélanges artificiellement reconstitués (coaltar, poussiére urbaine et fumée
de diesel) (Mahadevan et al. 2004). Des résultats similaires sont obtenus aprés exposition de
cellules pulmonaires humaines A549 aux extraits de pollution atmosphérique urbaine de 4 villes
tchéques (Libalova et al. 2014). In vivo, I’administration de faibles doses de mélange de 5 HAP
(B[a]P, B[b]F, D[a,h]A, 5-méthylchrysene et cyclopenta[cd]pyrene) exerce néanmoins des
effets plus qu’additif sur souris A/J, mais moins qu’additifs a fortes doses (Nesnow et al. 1998).
De maniére générale, 1’effet des mélanges semble ainsi étre lié a la dose. A fortes doses, la
génotoxicité et la cancérogeénicité des mélanges de HAP diminue par compétition inhibitrice des
HAP et des autres constituants des mélanges envers les CYP450 (Jarvis et al. 2014; Libalova et
al. 2014; Mahadevan et al. 2007).
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Afin de pallier aux carences des TEF, d’autres approches se sont orientées vers 1’évaluation de
I’effet des mélanges complets, en combinant 1’évaluation du potentiel cancérogéne dans un
protocole d’initiation/promotion sur peau de souris in Vvivo et 1’analyse de voie biologiques
(dommages a I’ADN, apoptose, réponse au stimuli chimiques et interféron gamma) afin de classer

et d’estimer la cancérogénicité des mélanges complexes de HAP (Tilton et al. 2015).

En résumé, la prédiction de la toxicité des melanges de HAP par les approches réglementaires
(RPF, TEF) ne semble pas étre représentative de la toxicité réelle des mélanges, puisqu’elles
reposent sur des hypothéses remises en question et notamment du fait que ces approches négliges
les interactions moléculaires. Etant donné que les HAP agissent a travers de multiples mécanismes
d’action, 1’étape limitante de leur cancérogénicité pourrait différer et 1’effet global des mélanges
pourrait étre synergique. Cependant, I’effet des mélanges reste mal défini, puisque les études sur
mélanges complets rapportent des résultats variables. Ceci peut s’expliquer par 1’étude de mélanges
de compositions différentes, mais également par des disparités dans les méthodologies appliquées.
L’un des biais récurrent est 1’application de fortes doses de mélanges complexes, irréalistes en
regard des expositions humaines, menant a des phénoménes saturation enzymatiques (Jarvis et al.
2014). Ainsi, I’effet des mélanges complexes sur la bioactivation et la génotoxicité des HAP reste

inconnu.
V.2.5.Impact des UV : bioactivation, photochimie et phototoxicité des HAP

La toxicité des HAP peut étre modulée, inhibée ou exacerbée, par interaction avec des agents
physiques tels que les UV. En effet, des études montrent une augmentation de 1’incidence des
tumeurs cutanées in vivo lors de 1’exposition combinée aux UV et au B[a]P (Wang et al. 2005). Il

est donc essentiel d’en tenir compte lors de I’évaluation du risque (Yu 2002).

La littérature décrit plusieurs modes d’interaction entre les HAP et les UV. Premiéerement, les
rayonnements UV induisent I’expression des enzymes du métabolisme des xénobiotiques dont les
CYP450 au sein de la peau (paragraphe 111.3.2). Par conséquent, la bioactivation ou la détoxication
des HAP au sein des kératinocytes pourraient étre modulées lors d’une irradiation de la peau. De
plus, les HAP sont phototoxiques car leur structure aromatique assimile 1’énergie des UVA (320-
400 nm) et la lumiére visible (> 400 nm) (Fu et al. 2012; Yu 2002). En dehors de certaines
exceptions (Ali et al. 2011; Mujtaba et al. 2015), les HAP de 3 a 4 cycles aromatiques absorbent les
UVA, tandis que les HAP de 5 cycles et plus ainsi que les HAP substitués (amino, phénol ou nitro)
de 3 a 4 cycles absorbent la lumiére visible (Fu et al. 2012; Yu 2002).
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Aprés absorption de 1’énergie des UV ou de la lumiére visible, les HAP entrent dans un état
d’excitation et atteignent des niveaux d’énergie supérieurs, singlets ou triplets (Figure 26). Les HAP
excités a 1’état singlet peuvent retourner a un état d’énergie basal par fluorescence, en émettant un
photon ou atteindre un état triplet. Néanmoins, il existe d’autres mécanismes de déperdition
d’énergie, tels que la conversion interne, le transfert d’électron ou d’énergie a d’autres molécules,

pouvant devenir cytotoxiques (Yu 2002).
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Figure 26. Etats de photoexcitation et photochimie des HAP. PAH? : état énergétique basal. PAH! : état énergétique singulet.
PAH? : état énergétique triplet (= T,). ISC : inter system crossing (= transfert d’éerngie ou d’électron a une autre molécule).
D’apreés (Yu 2002).

V.25.1. UV et bioactivation des HAP

Les études sur I’impact des UV sur la bioactivation des HAP sont en nombre limité, mais rapportent
avec I’induction de I’expression des CYP450 au sein des kératinocytes apreés irradiation avec les
UV.

Lors du traitement bihebdomadaire avec 400 nmol de B[a]P et 50 kJ/cm? d’UVA sur la peau
dorsale de souris @ SKH-1, les niveaux d’adduits au BPDE et de 8-oxo-dG augmentent
significativement lorsque les animaux sont traités de maniere combinée au B[a]P et aux UVA,
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comparativement aux traitements individuels. A plus faibles doses (20 nmol de B[a]P et 40 kJ/cm?
d’UVA), les niveaux d’adduits a ’ADN et de 8-0x0-dG augmentent de maniére temps-dépendant
au cours de 10 semaines d’exposition. Dans les deux études, les dommages a I’ADN sont associés a
une hyperplasie et a un épaississement de la peau. L’augmentation des adduits au BPDE
proviendrait d’une hausse de la bioactivation métabolique du B[a]P médiée par les UV, alors que
les dommages oxydatifs seraient dus & une phototoxicité du B[a]P et des intermédiaires
métaboliques (Saladi et al. 2003).

V.2.5.2. Phototoxicité des HAP

La phototoxicité se définit comme la capacité d’une molécule a déclencher des processus toxiques,
suite a son irradiation par une source de lumiere. La phototoxicité inclue la toxicité aigle
conduisant a la mort cellulaire mais aussi la génotoxocité aboutissant a la formation de tumeurs (Yu
2002).

La phototoxicité des HAP et de leurs intermédiaires métaboliques est un phénomene complexe qui
varie en fonction du poids moléculaire, de I’arrangement des cycles aromatiques et de Ia
substitution des HAP (Fu et al. 2012; Yu 2002). In vitro, 9 des 16 HAP classés prioritaires par 1’US-
EPA exercent une phototoxicité sur lignée de kératinocytes humains HaCaT lors d’une irradiation
au spectre de la lumiére solaire. Excepté le Chr, tous les HAP comprenant 4 cycles aromatiques et
plus induisent une diminution de la viabilité cellulaire (Wang et al. 2007b). A I’instar du B[a]A, le
Chr, dont le maximum d’absorption des rayonnements solaires se situe entre 280 et 320 nm, produit
une phototoxicité conséquente sur lignée cellulaire HaCaT apres irradiation aux UVB (Ali et al.
2011; Mujtaba et al. 2015). Alors que le B[a]P et le Pyr sont moins phototoxiques que leurs
métabolites respectifs ou des HAP substitués (Ekunwe et al. 2005; Xia et al. 2015), la phototoxicité
varie également entre les métabolites. Ainsi, le 3-OHB[a]P pourrait étre le dérivé métabolique le

plus phototoxique des métabolites du B[a]P (Xia et al. 2015).

La phototoxicité des HAP se divise en deux phénomeénes distincts : la génération de photoproduits
apres irradiation des HAP par les UV (photochimie), et la phototoxicité directe des HAP et des
métabolites activés par les rayonnements UV, recoupant plusieurs mécanismes d’action (Fu et al.
2012; Yu 2002).

V.2.5.2.1.  Génération de photoproduits toxiques

La photoréaction des HAP engendre différents dérivés et de produits de photomodification ou de
photodégradation : HAP oxygéneés, phénols, quinones, nitro-HAP, HAP halogénés... (Fu et al.

2012). A titre d’exemple, plus d’une vingtaine de photoproduits sont détectés lors de 1’irradiation de
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Pyr a la lumiére solaire sur papier filtre. La principale réaction photochimique des HAP est la
réaction avec I’oxygeéne moléculaire qui aboutit a la formation de dérivés oxygénés hydrosolubles

ou de produits organiques de plus bas poids moléculaire (Yu 2002).

Des expériences menées en solution aqueuse mettent en évidence la production des quinones 1,6-,
3,6 et 6,12- du B[a]P (Figure 27). L’ouverture d’un cycle aromatique a également été montrée lors
de I’irradiation du B[a]P dans le benzene. L’étude mécanistique démontre que I’irradiation du
B[a]P génére du B[a]P-6-oxyde, ensuite oxydé en 6-OHB[a]P et en quinones du B[a]P. Des
processus analogues existent pour le B[a]A, dégradé en B[a]A-7,12-dione, et de nombreux autres
HAP tels que le Naph, I’Ant ou le Pyr (Fu et al. 2012).
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Figure 27. Produits issus de la photodégradation du benzo[a]pyrene. D’aprés (Fu et al. 2012).

Ainsi, D’irradiation des HAP avec les UV et la lumiere solaire génere une multitude de
photoproduits issus de processus de photomodification ou de photodégradation. Ces phénomenes
constituent 1’un des processus de phototoxicité des HAP (Fu et al. 2012; Yu 2002). Certains de ces
photoproduits sont des composés génotoxiques, impliqués dans les voies d’activation métabolique
des HAP, tels que des quinones responsables de la génération d’ERO et d’adduits instables a I’ADN
(IARC 2010; Xue and Warshawsky 2005). D’autres produits de dégradation, photosensibles, sont
activés par les UV ou la lumiere solaire a travers d’autres mécanismes de phototoxicité (Fu et al.
2012; Yu 2002).
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V.2.5.2.2.  Autres mecanismes de phototoxicité

Les HAP irradiés transferent de 1’énergie ou un électron a de 1’oxygeéne moléculaire ou des
molécules biologiques générant des radicaux libres et des ERO (production d’énergie, 1ésions a
I’ADN, attaques des membranes cellulaires...), mais aussi des especes réactives toxiques capables
d’interagir avec les macromolécules cellulaires telles que I’ADN et les protéines (Fu et al. 2012; Yu

2002).

Le stress oxydant résultant de la génération d’ERO constitue 1’'un des principaux mécanismes de
phototoxicité des HAP (Fu et al. 2012; Yu 2002). Le B[a]P et ses principaux métabolites, dont le
BPDE, induisent une peroxydation lipidique in vitro apres irradiation aux UVA, probablement
initiée par la production d’oxygéne singulet (*O,) (Xia et al. 2015). Sur lignée HaCaT, le stress
oxydant généré par I’irradiation du Chr aux UVB est associé avec une déplétion en glutathion et
I’induction de I’apoptose due aux lésions oxydatives a I’ADN (Ali et al. 2011). De méme, les
lésions oxydatives a ’ADN causées par la photoirradiation du B[a]A sont corrélées avec des
cassures simples et doubles brins de la molécule d’ADN, activant la voie apoptotique
mitochondriale (Mujtaba et al. 2015). L’exposition simultanée de kératinocytes primaires humains
aux UVA et au B[a]P ou a I[1,2,3-c,d]P induit la production intracellulaire et intramitochondriale
d’ERO dont I’anion superoxyde (027). Le stress oxydant induit épuise ainsi les réserves de
glutathion et altére le fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale, provoquant une
déplétion en ATP et donc une diminution de la prolifération cellulaire (Soeur et al. 2017). Outre les
HAP et leurs métabolites, les adduits au BPDE, situés au sein de la molécule d’ADN, sont
également responsables de 1’apparition de 1ésions oxydatives a I’ADN (8-0x0-dG) (Douki et al.
2008).

Aprés photoirradiation, les HAP activés se lient a I’ADN pour former des adduits covalents sans
nécessiter d’activation métabolique préalable. Ce mécanisme a été identifié pour plusieurs HAP
dont I’Ant, le B[a]P ou le DBJ[a,h]A, mais aussi pour certains métabolites non-toxiques tel que le 1-
OHP. Les HAP activés produisent également des adduits aux protéines (Fu et al. 2012; Yu 2002),

entrainant un dysfonctionnement cellulaire.

L’ensemble de ces atteintes, dommages oxydatifs et adduits covalents, génerent des zones de
faiblesse ou induisent des torsions sur la molécule d’ADN. A terme, ces stress produisent des
cassures simple ou double brins (Botta et al. 2009; Fu et al. 2012; Mujtaba et al. 2015; Yu 2002).
L’analyse in vitro des micronoyaux montre un effet clastogene voire aneugéne du traitement
combine aux HAP et aux UV (Botta et al. 2009), et le nombre de cassures a I’ADN dépend a la fois

de la concentration en HAP et du temps d’irradiation (Dong et al. 2000). La capacité d’'un HAP a
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induire des cassures a I’ADN est fonction de la structure du HAP, du poids moléculaire et de
I’arrangement des cycles aromatiques. Un fort poids moléculaire n’indique ainsi pas forcément un
pouvoir clastogéne éleve. L’ Ant (3 cycles aromatiques) et le B[a]P (5 cycles aromatiques) induisent
un clivage de ’ADN équivalent (Yu 2002). En plus des cassures simple et double brin de I’ADN,
I’irradiation augmente la mutagénicité des HAP sans nécessiter d’activation métabolique (Fu et al.
2012).
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V.3. Distribution des HAP

Il n’existe pas d’informations relatives a la distribution des HAP chez I’homme aprés une

exposition cutanée et les données obtenues sur animal sont en nombre restreint (ATSDR 1995).

Au sein de la circulation sanguine, le B[a]P s’associe aux lipoprotéines de faibles et de fortes
densités qui jouent un role essentiel dans son transport plasmatique et modulent son internalisation
au sein des différents types cellulaires (Busbee et al. 1990). Apres injection en intraveineuse de 40
pumol/kg de B[a]P a des rattes, les volumes de distribution calculés pour le B[a]P et le 3-OHB[a]P
sont respectivement de 250 mL et de 390 mL suggérant une importante distribution tissulaire par

comparaison au volume sanguin moyen du rat (18 mL) (Marie et al. 2010).

Aprés application de 20 pg/cm? de B[a]P sur la peau de rat, la quantité de B[a]P mesurée dans le
sang reste toujours inférieur a 0,6% de la dose appliquée jusqu’a 24h alors méme que la proportion
de B[a]P absorbé atteint 40,28% (Payan et al. 2009). Les résultats sont similaires aprés application
topicale de 200 pg/cm? de Pyr (Payan et al. 2008). L’équilibre entre les concentrations sanguines et
tissulaires semble étre atteint entre 4 et 8h apres le début de 1’exposition cutanée (Payan et al. 2008;
Payan et al. 2009). Chez le cochon d’inde sans poil, I’accumulation du B[a]P dans 1’organisme
atteint un maximum entre 24 & 48h post-exposition (Chu et al. 1996). L’application de 2, 6 ou 15
mg/kg de Pyr sur la peau de rat montre que les organes cibles des HAP sont le foie, les reins et le
tissu adipeux (Withey et al. 1993).

V 4. Elimination

Aprés absorption, les HAP sont éliminés de 1’organisme par excrétion urinaire et par sécrétion
hépatobiliaire entrainant ainsi de fortes concentrations en HAP au sein du tractus gastro-intestinal
(IARC 2010). Lorsque le poids moléculaire des HAP est élevé, 1’élimination dans les feces devient

majoritaire.

Chez le rat, 61,1% du B[a]P (Logkow = 6,06) radiomarqué déposeé a la surface de la peau est éliminé
dans les féces, alors que la proportion mesurée dans les urines atteint 8,2%. Chez le cochon d’inde
sans poil, I’excrétion hépatobiliaire est également majoritaire (43,1%), bien que 24,6% du B[a]P
applique soient quantifiés dans I’urine, indiquant une variabilité inter-espéce (Moody et al. 1995).
Le B[a]P non-métabolisé n’est pas détecté dans les urines, tandis que sa proportion atteint 4,31%
dans les féces de rat. La quantité de métabolites éliminée par voie hépatobiliaire est de 8 a 141 fois

supérieure a celle mesurée dans les urines (Moreau and Bouchard 2014).
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Pour le Pyr (Logkow = 4,88), la voie d’élimination semble dépendre de la dose. Alors que les
proportions de Pyr eliminés par voie urinaire et par voie fécale sont équivalentes (20%) jusqu’a la
dose de 6 mg/kg aprés application de Pyr radiomarqué sur la peau de rat, la voie hépatobiliaire est
majoritaire pour une exposition de 15 mg/kg (Withey et al. 1993).

Capable de catalyser une grande diversité de réactions métaboliques, la flore intestinale hydrolyse
les métabolites du B[a]P majoritairement éliminés dans la bile sous forme conjuguée (Renwick and
Drasar 1976; Sousa et al. 2008). Des lors, les métabolites, mais aussi le B[a]P non-métabolisé,
peuvent a nouveau étre absorbés par la paroi intestinale et subir une nouvelle phase de métabolisme
au sein des entérocytes. La culture d’explants ex vivo de colon humain montre la formation des
principaux métabolites génotoxiques du B[a]P et d’adduits a I’ADN au sein du tissu intestinal
(Autrup et al. 1978). D’autre part, le B[a]P et ses métabolites hydrolysés traversent également la
paroi intestinale et atteignent la circulation systémique, entrant dans un cycle entéro-hépatique
prolongeant le temps de demi-vie des composés dans 1’organisme et le risque cancérogéne di a une

nouvelle phase de bioactivation (Chipman et al. 1981).
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V1. Suivi de I’exposition aux HAP et biomarqueurs d’exposition

VI.1.  De I’importance de la surveillance de I’exposition

L’exposition des salariés aux HAP, composés cancérogénes présents en mélanges complexes,
représente un risque sanitaire conséquent nécessitant d’étre évalué. D’aprés la réglementation
européenne EC 178/2002, le risque se définit comme la probabilité de développement d’un effet
néfaste sur la santé et de la gravité de cet effet, en conséquence de I’exposition a un danger.
L’évaluation du risque se découpe en 4 étapes distinctes : identification du danger, évaluation de la
dose-réponse, évaluation de 1’exposition, caractérisation du risque (risque = danger X exposition)
(Araujo et al. 2009).

La surveillance de 1’exposition peut se faire par quantification de la dose externe ou par mesure de
la dose interne. La dose externe représente la quantité de HAP a laquelle un individu est exposé. La
méthode la plus courante consiste a mesurer les HAP présents dans 1’atmosphére par prélévement
d’air, mais s’avere inadéquate en cas d’exposition cutanée (Jongeneelen 2001). D’autres méthodes
consistent a quantifier la déposition des HAP sur la peau par lavage avec des compresses, par tape-
stripping permettant d’extraire les premieres couches cellulaires du Stratum corneum ou encore par
utilisation de pad d’exposition (Fernando et al. 2016; Kammer et al. 2011; Sobus et al. 2009). Ces
techniques sous-estiment cependant la contamination de la peau ainsi que la dose absorbée et
comportent une variabilité incompatible avec une évaluation quantitative de 1’exposition (VanRooij
et al. 1993b). La mesure de la dose interne ou SBE évalue la dose ayant réellement été absorbée par

I’organisme, mais ne discrimine pas les voies d’exposition.
VI.2.  Lasurveillance biologique de I’exposition professionnelle aux HAP

En milieu professionnel, la SBE consiste au mesurage de biomarqueurs dans les matrices
biologiques de travailleurs exposes a des composés chimiques. Elle est régulierement appliquée sur
des groupes de travailleurs comparés a des groupes témoins afin de déterminer le risque sous-jacent
d’une activité professionnelle. La SBE présente de nombreux avantages : quantification de la dose
interne a de multiples polluants permettant 1’identification d’interactions entres xénobiotiques,
estimation d’une exposition passée, ¢évaluation de D’efficacité d’équipements de protection
individuels et collectifs. Ces informations sont utilisées pour le bénéfice de 1’individu (Manno et al.
2010). L’objectif ultime de la SBE est d’extrapoler le niveau d’exposition en regard d’un risque
sanitaire potentiel par comparaison avec un niveau limite de référence (Angerer et al. 2007) afin de

mettre en place des moyens efficaces de prévention avant la survenue de la maladie.
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Certaines approches consistent a mesurer la dose biologique efficace (quantité de xénobiotique
ayant réagi avec une cible cellulaire critique) ou les effets génotoxiques résultant de 1’exposition
aux HAP : mesure des adduits totaux, des adduits nucléiques ou protéiques au B[a]P, du stress
oxydatif (i.e. 8-oxo-dG), des effets clastogénes (test des cometes) ou cytogénétiques (test des
micronoyaux, aberrations chromosomiques ou recombinaison intra-chromosomiques) (Angerer et al.
2007; Brandt and Watson 2003; Crebelli et al. 2002; Hopf et al. 2009; Mensing et al. 2005; Wang et al.
2007a). Ces différents biomarqueurs présentent 1’intérét d’étre proches du risque sanitaire et reflétent la
variabilité interindividuelle (absorption, distribution, métabolisme), cependant leur interprétation en
terme d’évaluation du risque est délicate du fait d’un manque de sensibilité, de spécificité et de valeur
prédictive (Angerer et al. 2007; Gyorffy et al. 2004; Hopf et al. 2009; Scherer et al. 2000). De plus, une
des difficultés de ces approches est liée au caractére invasif du prélévement nécessaire a leur analyse
(sang, biopsie tissulaire...) rendant difficile voire impossible la mise en place de campagne de

prélevements (Esteban and Castafio 2009).

La SBE s‘est ainsi orientée vers la mesure de biomarqueurs d’exposition reflétant une exposition
récente tels que le dosage des HAP et de leurs métabolites. Bien que 1’élimination des HAP se produise
majoritairement par voie hépatobiliaire, la matrice urinaire est le milieu de prélévement le plus adéquat
en milieu professionnel pour des raisons évidentes de faisabilité.L’analyse des HAP non-métabolisés
dans les urines de sujets exposés est possible (Sobus et al. 2009). Cependant, cette approche souffre
d’un risque important de contamination des échantillons par les niveaux ambiants de HAP lors du
prélévement, d’une sous-estimation des concentrations en HAP gazeux et d’un manque de
sensibilité pour les HAP particulaires. Pour pallier ces difficultés, la SBE s’est tournée vers le

dosage urinaire des métabolites des HAP.

Historiquement, le 1-OHP urinaire est le premier métabolite urinaire a avoir été propose en tant que
biomarqueur d’exposition aux HAP. A I’heure actuelle, le dosage du 1-OHP est utilisé a grande
échelle du fait de méthodes analytiques robustes et de concentrations urinaires élevées, due a
I’abondance du Pyr dans les mélanges (Jongeneelen 2001). Dérivé du Pyr, le 1-OHP ne reflete
néanmoins pas I’exposition aux HAP cancérogénes. Globalement, les proportions d’HAP non-
cancérogénes (Naph, Phe, Pyr...) dans les mélanges sont supérieures aux proportions d’HAP
cancérogenes (B[a]P, Chr, B[a]A...) (IARC 2010). Actuellement, le risque cancérogene est mieux
caractérise grace aux développements analytiques récents permettant le dosage urinaire du 3-
OHBIJa]P et du B[a]P-tétraol (Barbeau et al. 2017; Barbeau et al. 2011; Hecht et al. 2010; Zhong et
al. 2011). Néanmoins, ces biomarqueurs dérivent uniquement du B[a]P ce qui pose un probleme de
représentativité dans 1’analyse du risque cancérogéne résultant de 1’exposition aux mélanges

complexes de HAP, dont le profil en HAP cancérogénes varie considérablement en fonction de la
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source ou de la saisonnalité. L’analyse urinaire des métabolites mono-hydroxylés du Chr ou du
B[a]A ont été proposé mais il serait intéressant d’¢largir le panel de biomarqueurs urinaires pour

évaluer I’exposition aux mélanges d’HAP cancérogenes (Ifegwu and Anyakora 2015).

106



VII. Synthése, objectifs et organisation du travail de thése

Synthése

Les HAP sont une famille de toxiques composés de cycles aromatiques fusionnés, toujours
identifiés en mélanges complexes. L’exposition humaine résulte de la combustion incompléte de
matiére organique, fréquente lors des procédes industriels, mais également de 1’emploi de produits
dérivés du charbon ou du pétrole. Au cours de nombreuses activités professionnelles, les HAP
contaminent la surface de la peau en traversant les vétements de protection, ainsi que par contact
avec des produits bruts ou des surfaces contaminées. Les HAP pénetrent alors le tégument et
s’accumulent dans la couche la plus externe de 1’épiderme, le stratum corneum. Cette strate
cutanée, constituée de cellules inactives aplaties remplies de fibres protéiques insolubles et
encerclées par une riche matrice lipidique, est particuliérement favorable a la formation d’un
réservoir cutane, notamment du fait de la diffusion limitée des HAP & travers les autres couches
épidermiques. Ce n’est qu’aprés biotransformation en composés plus hydrophiles au sein des
kératinocytes qui possédent un arsenal complet d’enzymes du métabolisme que survient leur

élimination de la peau.

Les HAP induisent I’expression des enzymes de phase 1 et de phase 2 par les kératinocytes et sont
convertis en une multitude de métabolites diffusant dans le derme superficiel jusqu’a la circulation
sanguine. Le métabolisme des HAP est complexe et comprend plusieurs voies de bioactivation dont
certaines génerent des composés réactifs capables de se lier a ’ADN ou de générer des ERO,
engendrant des adduits ou Iésions oxydatives a I’ADN. Ces altérations peuvent s’inscrire dans le
génome sous la forme de mutations déléteres. En outre, les HAP sont capables de reprogrammer les
cellules en interférant avec les voies signalisation, leur conférant une capacité de prolifération
¢chappant a tout rétrocontrole. A terme, les expositions peuvent étre responsables de 1’apparition de

cancers de la peau, pathologie reconnue comme maladie professionnelle.

La cancérogénicité cutanée des HAP est un phénomene complexe comprenant plusieurs étapes dont
I’absorption et la bioactivation (Nesnow et al. 1998). Si I’absorption cutanée est bien caractérisée
pour quelques HAP (Pyr, Phe, B[a]P), ces connaissances découlent majoritairement d’études
conduites a fortes doses sur des explants de peau animale. A ce jour, le comportement des HAP
appliqués sur la peau a des niveaux proches des expositions humaines reste encore méconnu. De
plus, I’effet des mélanges complexes sur I’absorption et la bioactivation des HAP reste une

préoccupation majeure.

107



Dans certains secteurs industriels, 1’exposition de la peau aux mélanges de HAP s’accompagne
d’une irradiation aux rayonnements UV. Cancérogeénes notoires, ces rayonnements altérent
I’intégrité de la barriere cutanée et induisent I’expression des CYP450, enzymes centrales de la
bioactivation des HAP. Photosensibles, les HAP sont activés par le rayonnement solaire provoquant
leur conversion en composés génotoxiques mais aussi la formation d’ERO, de radicaux libres et
d’especes réactives. De ce fait, la cancérogénicité des HAP pourrait étre exacerbée par les UV.
Toutefois, ces mécanismes ont été décrits in vitro et I’impact des UV sur I’absorption cutanée, la
bioactivation et la génotoxicité des HAP nécessitent d’étre évaluées dans des conditions

d’expositions réalistes afin d’améliorer la compréhension du risque cancérogeéne chez I’homme.

En milieu professionnel, I’évaluation de I’exposition aux HAP est réalisée préférentiellement par
SBE car plus proche du risque cancérogeéne. Aprés leur formation au sein de 1’épiderme et leur
diffusion jusqu’a la circulation systémique, une fraction des métabolites générés par la peau est
excrétée dans I'urine et quantifiée en tant que biomarqueurs d’exposition afin de caractériser
I’exposition aux HAP cancérogénes. A 1’heure actuelle, le faible nombre de biomarqueurs aux HAP
cancérogenes limite cependant la représentativité des mesurages en termes d’évaluation du risque
li¢ a I’exposition a des mélanges complexes. En outre, une meilleure connaissance de I’action des
UV sur les HAP est nécessaire car ceux-ci sont susceptibles d’influencer qualitativement et

quantitativement la production des différents métabolites.
Objectifs

Ce travail de thése a pour objectif de caractériser 1’absorption cutanée et le métabolisme des HAP
liée a la contamination de la peau par des mélanges complexes de HAP et a I’exposition combinée
aux UV solaires. La mise en ceuvre de conditions représentatives des expositions professionnelles
tant en terme de dose que de mélanges mais aussi l’utilisation d’explants de peau humaine ont
constitué les bases de notre travail afin d’améliorer la compréhension du risque cancérogene, et

I’évaluation du risque sanitaire en milieu professionnel.
Organisation du travail de these

La premiére phase de ce travail a consisté au développement d’un modele d’exposition cutanée
réaliste a partir d’explants de peau humaine obtenus apres chirurgie mammaire, ce modele étant
considéré comme le «gold standard » pour I’é¢tude de I’absorption et du métabolisme des

xenobiotiques.
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Aprés mise au point des méthodes d’extraction et d’analyses du B[a]P et de ses métabolites, son
absorption cutanée et son métabolisme ont été étudiés apres application de faibles doses afin de
déterminer le comportement du B[a]P au sein de la peau et d’identifier le biomarqueur d’exposition

le plus pertinent en terme de SBE lors d’une exposition cutanée (Publication n°1).

La deuxieme phase de ce travail correspond a une synthése de la littérature sur le métabolisme des
HAP cancérogénes autres que le B[a]P. L’objectif était d’identifier les métabolites impliqués dans
les voies de bioactivation et de détoxication et ceux pour lesquels une mise au point analytique était
possible afin d’étudier le métabolisme des mélanges complexes de HAP et de disposer de nouveaux

biomarqueurs d’exposition des populations.

La troisieéme partie de ce travail a consisté a I’étude de I’impact des mélanges complexes de HAP et
des rayonnements UV sur I’absorption cutanée et le métabolisme des HAP. L’objectif était
d’améliorer la compréhension de I’absorption cutanée, de la bioactivation des HAP en mélanges et
en combinaison avec les UV dans des conditions expérimentales proches des expositions
professionnelles (Publication n°2).

Ces travaux font partic d’un projet plus large mené en collaboration avec 1’équipe Chimie en
Interface avec la Biologie en Environnement, Santé et Toxicologie (CIBEST) du Centre d’étude
Atomique de Grenoble. Afin d’apporter une compréhension globale de la génotoxicité des HAP, les
chercheurs de cette équipe ont mesuré I’expression des enzymes du métabolisme (CYP450...) et
des lésions a I’ADN parallelement aux dosages de HAP que nous réalisions. Leurs premiers
résultats centrés sur la toxicité de la combinaison B[a]P/UV ont été publiés (von Koschembahr et al.
2018) et ceux centrés sur les mélanges de HAP et les UV seront publiés prochainement. Les
communications scientifiques produites par cette équipe étant complémentaires de nos résultats sont

introduites en annexes.

L’ensemble de ce travail devrait permettre d’améliorer la compréhension du risque cancérogene
résultant des expositions cutanées aux mélanges de HAP en milieu professionnel, I’évaluation du

risque sanitaire ainsi que les stratégies de SBE.
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Chapitre 2 : Etude de I’absorption cutanee et du metabolisme

du benzo[a]pyréne

110



111



I. Contexte scientifique

La peau est la voie d’absorption majoritaire dans certains secteurs d’activités professionnelles,
provoquant un exces de cancers cutanés. L’absorption des HAP au niveau de la peau dépend
essentiellement de leur métabolisme, événement crucial a leur élimination du compartiment cutané
mais qui génére des intermédiaires métaboliques hautement réactifs et génotoxiques. Pour le B[a]P,
la principale voie de bioactivation débute par la formation du B[a]P-7,8-diol. Ce métabolite est a la
fois impliqué dans la voie de I’o-quinone, responsable de la production de divers adduits a I’ADN et

d’ERO, et dans celle du diol-époxyde générant du BPDE qui se lie de maniére covalente a I’ADN.

La SBE permet de quantifier I’exposition cutanée aux HAP et d’estimer les risques sanitaires
associés. En milieu professionnel, le 3-OHB[a]P et B[a]P-tétraol, deux biomarqueurs urinaires, sont
respectivement utilisés en tant qu’indicateurs des voies de détoxication et de bioactivation du B[a]P.
La pertinence de ces deux biomarqueurs pour €valuer 1’exposition cutanée reste néanmoins a

confirmer.

A cet effet, les modeles d’exposition cutanée sont appropriés a la condition que le design du mode¢le
et que le plan expérimental soient adaptés. L’ensemble des données identifiées dans la littérature
sont cependant obtenues a fortes doses trop souvent irréalistes, sur peau animale qui est plus

perméable que la peau humaine, ou sur peau non-viable, inadéquate pour 1’étude du métabolisme.

L’¢étude a donc trois objectifs : (1) développer un modele d’exposition réaliste a partir d’explants de
peau humaine, (2) étudier I’absorption cutanée et le métabolisme de doses de B[a]P reflétant une
exposition professionnelle, afin de (3) sélectionner le biomarqueur le plus pertinent pour la SBE des

populations afin d’estimer le risque cancérogene.
I1.Développement du modéle d’exposition cutanée

La premiere étape a consisté au développement du modéle d’exposition cutané. Tel que décrit dans
le chapitre 1 (paragraphes I1.3 et I1.4), il existe plusieurs modeles et systémes d’étude de
I’absorption cutanée mais les explants de peau humaine constituent le « gold standard » pour 1’étude
de I’absorption et du métabolisme des xénobiotiques. Bien que la variabilité des résultats rende
I’interprétation des données délicates, celle-ci représente bien la réalité et est liée aux facteurs de
susceptibilité individuelle. Le choix du systéeme d’exposition s’est porté vers le systéme d’inserts et
de puits développé par Jacques et al. (Jacques et al. 2010b). Les criteres de selection et le design du

modele expérimental sont détaillés dans la discussion de I’article (paragraphe III).
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La deuxi¢me étape a permis la mise au point des méthodes d’extraction des HAP et des métabolites
de la surface de la peau, de la peau, du milieu, et du systéeme d’exposition. Les méthodes de
récupération du B[a]P résiduel a la surface de la peau et sur le systéme d’exposition ont été
adaptées du travail de Jacques et al.(Jacques et al. 2010b). Afin d’améliorer le rendement
d’extraction des HAP du systéme d’exposition, une étape de sonication dans un bain a ultrason a été
ajoutée. Le milieu a été dilué avec du solvant afin de précipiter les protéines présentes et de
stabiliser les analytes avant 1’injection dans le systéme chromatographique. L’étape la plus difficile
a été I’extraction du B[a]P et de ses métabolites de la peau. La peau est un tissu tres gras ce qui rend
difficile I’extraction des molécules lipophiles, et est doublée d’une grande ¢lasticité, et donc d’une
résistance trés importante. La littérature décrit plusieurs méthodes pour extraire les xénobiotiques:
broyage mécanique (Jacques et al. 2010b; Ng et al. 1992; Storm et al. 1990), hydrolyse
enzymatique (Brinkmann et al. 2013; Kao et al. 1985), ou digestion chimique (Chu et al. 1996;
Payan et al. 2009). La plupart de ces techniques sont employées afin d’établir une « mass balance »
par mesure de radioactivité et un profil de distribution des molécules étudiées au sein de la peau. En
pratique, aucune de ces méthodes ne permet a elle seule I’extraction et 1’analyse du B[a]P et de ses
métabolites. In fine, plusieurs techniques ont été associées : hachage de la peau pour faciliter
I’hydrolyse enzymatique des fibres protéiques du derme, broyage de la peau et saponification telle

que décrite par Grova et al. (Grova et al. 2011), avant extraction des composés d’intérét.
I11. Exposition de la peau au B[a]P

Les échantillons de peau humaine, provenant de 11 donneuses agéees de 19 a 60 ans, ont été obtenus
apres chirurgie pour réduction mammaire. Les prélevements ont été réalisés anonymement avec le
consentement des patientes respectant les réglementations et les recommandations en vigueur
(notamment d’apres I’article L1245-2 du code publique francais). Apres excision, les échantillons
de peau ont été transportés en moins d’une heure jusqu’au laboratoire et immédiatement désinfectés

et préparés (@ : 12 mm ; 7 : 250 um).

Les explants de peau ont ensuite été exposés en triplicats a 2 faibles doses de B[a]P (1, 10 nmol) et
une forte dose (25 nmol) pour comparaison a la littérature, puis incubés pendant 8h, 24h ou 48h
(37°C, 5% CO,) avec un milieu de survie simple (DMEM-F12, 4% de sérum bovine albumine, 1%
pénicilline/streptomycine) afin d’établir une cinétique d’absorption et de métabolisme. A la fin de
I’exposition, les explants ont aussitot été congelés a -80°C afin d’arréter toute activité métabolique,
puis stockés a -20°C avant analyse des échantillons. Le B[a]P et ses métabolites (3-OHB[a]P,
B[a]P-7,8-diol, B[a]P-4,5-trans-dihydrodiol, B[a]P-tétraol) ont ensuite eté extraits de tous les
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compartiments du mod¢ele (surface, peau, milieu, systeme d’exposition) et quantifiés en

chromatographie liquide couplée & un detecteur a fluorescence.

Les données ont été analysées au moyen d’un modele de régression linéaire a effet mixte afin
d’évaluer I’effet de la dose, du temps et de 1’age sur la pénétration, le métabolisme et la diffusion

dans le milieu.
V. Article scientifique
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Abstract

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are ubiguitous pollutants, among which benzo[a]pyrene (B[a]P) is the only com-
pound classified carcinogenic to humans. Besides pulmonary uptake, skin is the major route of PAH absorption during
occupational exposure. Health risk due to PAH exposure is commonly assessed among workers using biomonitoring. A
realistic human ex vivo skin model was developed to explore Bla]P diffusion and metabolism to determine the most relevant
biomarker following dermal exposure. Three realistic doses (0.88, 8.85 and 22.11 nmol/em®) were topically applied for 8,
24, and 48 h. B[a]P and its metabolites were quantified by liguid chromatography coupled with fluorimetric detection. The
impact of time, applied dose., and donor age were estimated using a linear mixed-effects model. B[a]P vastly penetrated the
skin within 8 h. The major metabolites were 3-hydroxybenzola]pyrene (3-OHB[a]P) and 7.8.9,10-tetrahydrox y-7.8.9, 10-
tetrahydrobenzolalpyrene (Bla]P-tetrol). This latter predominantly derives from the most carcinogenic metabolite of Bla]P,
benzo[alpyrene-T.8-diol-9, | 0-epoxide (BPDE), as well as benzo[a]pyrene-9,10-diol-7.8-epoxide (reverse-BPDE). Benzofa]
pyrene-trans-7 8-dihydrodiol (B[a]P-7.8-diol) was a minor metabolite, and benzol alpyrene-trans-4.3-dihydrodiol (B[a]P-4.5-
diol) was never quantified. Unmetabolized B[a]P bioavailability was limited following dermal exposure since less than 3%
of the applied dose could be measured in the culture medium. Bla]P was continuously absorbed and metabolized by human
skin over 48 h. Bla]P-tetrol production became saturated as the applied dose increased, while no effect was measured on
the other metabolic pathways. Age had a slight positive effect on B[a]P absorption and metabolism. This work supports the
relevance of Bla]P-tetrol to assess occupational exposure and carcinogenic risk after cutaneous absorption of Bla]P.

Keywords Ex vivo human skin model - Polyeyelic aromatic hydrocarbons - Benzo[a]pyrene - Cutaneous absorption -
Metabolism - Biomonitoring
Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are ubiquitous pol-
lutants produced during incomplete combustion of organic
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compounds composed of two or more aromatic fused rings.
They are emitted in the atmosphere as complex mixtures
and their composition depends greatly on the emission
spurces (TARC 2010). In 1976, the United State Environ-
mental Protection Agency classified 16 PAH as priority
substances regarding their abundance and carcinogenicity
(Andersson and Achten 2013). Amongst them, benzofalpyr-
ene (B[a]P) is the only PAH to be classified “carcinogenic
to humans™ by the International Agency for Research on
Cancer (IARC) (IARC 2010}. In France. around 1.6 million
workers involved in different industrial sectors are exposed
to PAH, according to the 2010 SUMER study (Cavet and
Leonard 2013). Besides pulmonary uptake, skin is the main
occupational absorption route that can lead to high internal
doszes (IARC 2010). Indeed, about 51% of absorbed Bla]P
resulted from skin contamination amongst coke oven work-
ers (VanRooij et al. 1993a). Skin is an important absorption
pathway due to direct contact with materials containing PAH
or indirect contact with contaminated occupational uniforms
or particle skin deposition (Fernando et al. 2016; Firster
et al. 2008; Sobus et al. 2009). In addition to lung and blad-
der cancers, PAH are responsible for skin cancer developed
during occupational activities, such as shale oil extraction,
creosote applying, coal tar roofing and road paving. and
chimney sweeping (Boffetta et al. 1997).

Dermal absorption of PAH depends greatly on their
metabolism within the epidermis by cytochrome P430
mono-oxygenase (CYP450) (Ngo and Maibach 2010),
including CYP1A1 and CYPIB1 (Hewitt et al. 2013). After
being converted into more hydrosoluble compounds, they
can easily reach the blood stream and be eliminated from the
skin, whereas the diffusion of unmetabolized lipophilic PAH
is limited (Jacques et al. 2010; Kao et al. 1985; Ng et al.
1992). Furthermore, PAH metabolic activation is respon-
sible for the formation of highly mutagenic and carcino-
genic metabolites in the skin (Shimada 2006). The major
Bla]P bicactivation pathway begins with the formation of
benzola]pyrene-trans-7,8-dihydrodiol (B [a]P-7,8-diol). This
metabolic intermediate is involved in the o-quinone pathway,
thereby producing unstable DNA adducts and reactive oxy-
gen species (IARC 2010), and in the production of benzo[a]
pyrene-1,8-diol-9, 10-epoxide (BPDE). the ultimate carcino-
gen metabolite of B[a]P, which reacts with cellular content
to form stable DNA adducts.

Oceupational dermal exposure is generally assessed using
“hand wiping”, exposure pads, or “tape-stripping” (Fernando
et al. 2016; Kammer et al. 2011; Sobus et al. 2009), but
those methods evaluate skin deposition and not the amount
of PAH absorbed through skin. To take into account all
exposure routes and personal protective equipment, the most
relevant method is the measurement of internal dose. PAH
biomonitoring is routinely conducted by measuring urinary
metabolites among workers using 1-hydroxypymene which
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is the major metabolite of pyrene, a non-carcinogenic PAH
(Jongeneelen 2001). 3-hydroxy benzoalpyrene (3-OHBE[a]P)
has been used, although this metabolite derives from a Bla]
P detoxification pathway (Lutier et al. 2016). Urinary assay
of 7.8.9. 10-tetrahy droxy-7.8.9. 1 0-tetrahy drobenz of a]py rene
(B[a]P-tetrol) which reflects B[a]P bioactivation pathway
has been proposed for assessing PAH carcinogenic exposure
(Hecht et al. 2010; Zhong et al. 201 1). However, the current
issue is to confirm that these biomarkers are suitable for
CULANEOUS £XPOSUTE ASsessment.

Due to restrictions of animal use, ex vivo skin models
were used to study cutaneous absorption and metabolism
of B[a]P since in vivo and in vitro ex periments demonstrate
a great correlation, as long as the exposure protocols are
appropriately matched (Lehman et al. 2011). However, many
of those percutaneous penetration studies reflect a bias that
influence Bla]P cutaneous absorption and metabolism. Since
access to human skin is limited, absorption has been fre-
quently studied using mice, rat, rabbit or guinea pig skin
samples, but rodent skin was shown to more permeable to
PAH than human skin (Payan et al. 2009; Storm et al. 1990
#104). Frozen skin, which is non-viahle, and therefore, una-
ble to metabolize B[a]P, was used to study PAH cutaneous
absorption (Sartorelli et al. 1998). Furthermore, high expo-
sure doses unrepresentative of human ex posure are usually
applied on skin, but such amounts of B[a]P decrease cutane-
ous absorption and saturate skin metabolism (Jacques et al.
2010; Ng et al. 1992). Finally, absorption and metabolism
were mostly evaluated using radioactivity, but metabolites
were rakly individually identified in those studies (Kao et al.
[985; Ng et al. 1992).

The current study had three aims: (1) the development
of a representative ex vivo penetration model via freshly
excised human skin for studying PAH dermal uptake path-
way; (2) the investigation of cutaneous absorption and
metabolism of realistic B[a]P exposure, by analysis of B[a]
P and its different metabolites on the skin, in the skin, and
in the culture medium; and {3) the selection of the most rel-
evant biomarker for menitoring occupational exposure and
assessing carcinogenic risk after dermal exposure.

Materials and methods
Chemicals and reagents

All aqueous solutions were prepared with water purified
using the Milli-Q} treatment system (Merck Millipore,
Germany). Acetate buffer AVS titrinorm (pH = 4.66) solu-
tion, formic acid (HCOOH) Anala® Normapur solution
{99-100%), and potassium hydroxide Prolabo® Norma-
pur were obtained from VWR chemicals (USA). Metha-
nol (MeOH) Chromasolv V (=99.9%), Bla]P, and Bovine
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Serum Albumin (BSA) came from Sigma-Aldrich (USA).
Ammonium acetate and ethyl acetate RPE for analysis ACS
(99.9%) were purchased from Carlo Erba Reagents (France).
p-glucuronidase/arylsulfatase solution and liberase™ TH
Research Grade powder were supplied by Roche Diagnos-
tics GmbH (Germany ). Giboo™ Dulbeceo’s Modified Eagle
Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12), Phosphate
Buffer Saline (PBS), and Gibco™ Penicillin—Streptonmy-
cin (Pen/Strep; 5.000 U/mL) were purchased from Thermo
Fizher Scientific (USA). 3-OHB[a]P was obtained from LGC
Standards (France). B[a]P-tetrol, benzo[alpyrene-trans-
4 5-dihydrodiol (B[a]P-4,5-diol), and B[a]P-7 8-diol were
supplied by the Mational Cancer Institute Chemical Carcino-
gen Reference Standards Repository (MRIGlobal, USA].

Human skin preparation

Human skin was obtained from breast reduction surgery at
Centre Hospitalier Universitaire de Grenoble, (Grenoble,
France). Skin samples of 11 donors, aged from 19 to 60 years
old were obtained, under informed consent and anonymous
donation, in accordance with relevant guidelines and regula-
tions. Experiments were especially conducted from article
L1245-2 of the French Public Health Code on the use of
surgical wastes for research purposes. Collection, storage,
and use of human skin samples were declared to the French
authorities and validated in the CODECOH DC-2008-444
document. After surgery, the skin was immediately trans-
ported to the laboratory within one hour at ambient tem-
perature in 50 mL falcon tubes (Becton Dickinson Labware,
USA). Skin was disinfected with PBS supplemented with
0.4% Betadine for 15 min and rinsed twice with PBS con-
taining 10% Pen/Strep. Then. the skin was dermatomized
to a thickness of 230 pm (SOBER, Humeca, Netherlands)
and cut into 12-mm diameter skin discs with sterile punches
(Help Medical, France). These skin biopsies included the
epidermis and a minimal part of the dermis. The structural
integrity on application areas was ensured, as skin damage
could impact Bla]P diffusion and metabolism.

Treatment of human skin samples

Skin biopsies were placed dermal side down into polysty-
rene ThinCert™ inserts (14 mm inner diameter, | um pore
size filter, Greiner Bio-One, Austria) maintained in 12 well
non-treated culture plates (Greiner Bio-One, Austria). Three
doses of B[a[P (1, 10, 25 nmol, corresponding to 0.88, 8.85
and 22.11 nmolfcm?, respectively) were applied in 5 pL of
acetone on the epidermal surface. Acetone evaporation was
permitted and then 500 pL. of medium were added into the
well, under the insert, ensuring that the epidermis was not
touched. The culture medium used was DMEM-F12 supple-
mented with 1% Pen/Strep, and 4% BSA. Afterwards, skin

biopsies were placed at 37 “C in 5% CO; air incubator for
three different time points: 8, 24, and 48 h. For the longest
exposure, the medium was emoved and renewed with fresh
culture medium at 24 h. Collected medium from samples
was immediately stored at — 20 °C. After exposure, plaes
were frozen at — 80 °C to stop any metabolic activity, and
then stored at — 20 °C until analysis. Experiments were per-
formed in triplicates and were repeated on different donors’
skin when possible.

BlalP and metabolites collection from skin surface,
skin, medium, and insert/well

After thawing plates at ambient temperature, skin discs
were removed from inserts and placed on parafilm (Para-
film, USA, Neenah). The skin surface was softly washed
twice with cotton swabs plunged in 1 mL MeOH. and then
sonicated for 30 min (Bransonic® ultrasonic cleaner 5510E-
MT, Branson, USA). Thirty pl. MeOH were injected into
high-performance liquid chromatography with fluorimetric
detection (HPLC-FLIY) for analysis.

After mincing skin samples and adding | mL acetate
butfer (pH="7.4). skin was digested with 1 U/mL Liberase ™
TH enzyme at 37 °C for 2 h. One mL of acetate buffer
(pH =4.66) was added, and the skin was next ground with
an ultra turrax (IKA werke®, Germany), then incubated with
30 pl. p-glucuronidase/arylsulfatase at 37 “C for 30 min.
The next step was skin saponification in 1M of potassium
hydroxide at 60 °C for 1 h. After cooling at ambient temper-
ature, Bla]P and its metabolite s were extracted by liguid-lig-
uid extraction. Two millilitres of ethyl acetate saturated with
water were added. Mixture was placed on rotary agitator for
30 min. and then centrifuged at 4000 rpm for 10 min at 4 °C.
The upper phase corresponding to the organic phase was
recovered. The liquid-liquid extraction was repeated twice,
and the organic phases were pooled before a 1:4 dilution
in MeOH. Thirty pl. were injected into HPLC-FLD. The
recovery of Bla]P and metabolites extracted from the skin
was assessed using untreated skin samples spiked with Bla]
P and metabolites reference standards before applying the
whole extraction protocol.

The medium was removed from the well and pooled with
the related previous medium stored at —20 °C in the case
of a 48 h exposure. Hydrolysis step of conjugated metab-
olites was performed by adding 50 pl. acetate buffer (pH
4.66) and 10 pl. f-glucuronidase arylsulfatase to 100 pL of
the medium by incubation at 37 “C for 2 h. This step was
stopped by addition of 130 pl. MeOH. After sample cen-
trifugation at 4000 rpm for 10 min at 4 °C, 30 pL of the
supernatant was injected into HPLC. Alongside this pro-
cedure, inserts and wells were washed and sonicated twice
for 2 min with 1 mL MeOH. Thirty pl. was injected into
HPLC-FLD for analysis.

'@ Springer
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HPLC analysis of B[a]P and its metabolites

The analysis of B[a]P and its metabolites was performed
using a HPLC Waters® (USA) Model 2695 separation
module equipped with a quaternary pump, a thermostated
compartment for the chromatographic column, an auto-
sampler. an automatic injector, and an integrated degasser.
Fluorescence detection was performed with a Waters® 2475
multi-wavelength detector. A Waters® PAH-C18 column
(3.0 250 mm, 3 pm) was used for analytes separation. The
column temperature was maintained at 30 °C and samples
temperature at 12 °C. Mobile phases, used at a flow-rate
of 0.5 mL/minute, consisted of formic acid (13,2 pM),
and MeOH. The gradient of mobile phases is described in
Table 1. Excitation and emission wavelengths were fixed
at: 345 and 389 nm for Bla]P-Tetrol, 265 and 365 nm for
Bla]P-4,5-diol, 349 and 398 nm for B[a]P-7.8-diol. 363
and 430 nm for 3-OHB[a]P, and 296 and 405 nm for B[a]
P, respectively.

Data analysis

Concentrations of B[a]P and metabolites below the quantifi-
cation limit (QL) were replaced by the half of the QL value.
Their levels were expressed in the percentage of the applied
dose. The results were presented in 3 parts: unmetabolized
B[a]P distribution in human skin model, B [a]P-tetrol/B [a]P
ratios in skin and culture medium, and metabolites produc-
tion by human skin. In each part, results were graphically
presented before describing modelling results. Figures were
created using Microsoft Excel or R 3.3.2 software.

Due to repeated measures, either at the same time (repli-
cates) or at different times (from 8 to 48 h) and the inclusion

Table 1 Composition of mobile phases and gradient curves during
the whole run

Time {min} Mobile phases Gradient curves
Formic acid (%) McOH (%)
0.0 o0 .o 100 Comvex (n=1/3)
)] o0 .o 100 Comvex (n=1/3)
- 1 1 Comvex (r= 1/3)
210 0.0 1000 Comvex (n= 1/3)
240 0.0 1000 Lincar (n=1)
- 1 1 Linear (n=1)
250 0o 100 Linear (a=1)
350 0o 100 Linear (a=1)

Lt gradient in progress. % of MeOH variation was calculated by the
Waters™ softwar according to the following equation:

B = B + (%8B — ToBipe ) % [/\%)

%T @5 percemtage of time passed in the gradient segment n is
described for cach gradient curve:
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of several donors, linear mixed effects models were used.
Data analysis was performed using R 3.3.2 software (R
foundation for Statistical Computing). The normality of the
distributions was ensured or approached using Shapiro-Wilk
test following Box-Cox transformation. Metabolites data
obtained after 8 h exposures were excluded from the model
as a great majority of concentrations were below the QL:
BlalP-tetrol was below the QL for all the skin samples while
Bla]P-tetrol, B[a]P-7.8-diol, and 30HB[a]P were below the
QL in 21, 20, and 24 out of 24 medium samples, respec-
tively. The relations between B[a]P dose, time, and age of
donors with total unmetabolized B [a]P (B[a]P on skin sur-
face, in skin, and adsorbed on the insert'well), unmetabo-
lized B[a]P and metabolites in the medium, B [a]P-etrol/B|a]
P ratios in the skin and in the medium were studied using
the “Ime” function from “nime”™ package (Pinheiro and Bates
2000}. Bla]P dose, time, and age of donors were included
as fixed effects, while random effects were defined by repli-
cates nested in the same subject’s samples. Data from 24 to
48 h exposures were compared to those of 8 and 24 hexpo-
sures, respectively, while data from 10 nmol-exposure and
25 nmol-exposure were both compared to those of 1 nmol-
exposure. For all tests, a p value below 0.05 was considered
significant.

Results

Analysis and skin extraction efficiency of B[a]P
and its metabolites

BlalP and its four metabolites were well separated by HPLC
coupled with fluorescence detection (Fig. 1). The QL for
Bla]P-tetrol, Bla]P-4,5-diol, B[a]P-7,B-diol, 3-OHB[a]
P, and B[a]P were 0.07,0.14, 0.08, 0.13 and 0.31 ng/mL,
respectively.

The recoveries for Bla]P, B[a]P-tetrol, and B[a]P-4.5-diol
from skin samples spiked with standards were 99.2 + 0.5%,,
105.0+1.3% and 106.5 +2.8% (n=9), respectively. How-
ever, B[a]P-4.5-diol was always below the QL in the skin
or medium samples. On the contrary, 3-0OHB[a]P recov-
ery from skin was very low (extraction mean=35.9+1.5%;
n="9), and B[a]P-7 .8-diol recovery was variable (extraction
mean==00.6+ 16.0%; n=9). Besides B[a]P, B[a]P-tetrol
was the only metabolite that could be quantified in the skin,
whik B[a]P-etrol, B[a]P-7.8-diol, and 3-OHB[a]P could be
analysed in the medium.

Unmetabolized B[a]P distribution in the 4
compartments of the skin model

The distribution of unmetabolized Bla]P quantified in the
four compartments of skin model after Bla]P exposure at
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Fig.1 Chromatographic separation of (1) B[a]P-tetrol, (2) Bla]P-4.5-diol, (3) B[a]P-T 3-diol, {(4) 3-0HB[a]P and (5) B[a]P afier injection of (A)
standards mixture, (B} culture medium sample of human skin explants exposed to B[a]P {25 nmol, 24 h). X unknown impurity

different doses (1, 10, 25 nmol), and at different exposure
times (8, 24, 48 h) is presented on Fig. 2. The percentage of
total unmetabolized Bla]P out of the applied dose globally
decreased with the exposure time, whatever the dose. While
the percentage was around 93% after 8 h exposure for all the
doses, it ranged from 54 to 94% at 24 h and from 22 to 48%
at 48 h, according to the dose.

The percentage of B[a]P emaining on the skin surface
reduced with increasing exposure time. For 1 nmol, B[a]P
decreased from 25% after 8 h to 10-15% after 24 and 48 h.
For 10 and 25 nmaol, the decline was more important as the
percentage of Bla]P decreased from 45% after 8 h to 3%
after 48 h of exposure. The percentage of B[a]P remaining
on the skin surface rose with increasing applied dose for
the two first exposure times. After § h, B[a]P found on the
skin surface was about 28% for 1 nmol, while it was 45% for
10 and 25 nmol. After 24 h, B[a]P on the skin surface was
2-3 times higher for 25 nmol than for | and 10 nmol. The
percentage of Bla]P measured in the skin varied according

to applied dose and exposure time. At § h of exposure, 64%
of the applied dose was located in the skin for 1 nmol, while
it was around 43% for 10 and 25 nmol. The decrease of
unmetabolized B[a]P with rising exposure time seemed
faster for 1 nmol than for the two other doses. Indeed, after
24 and 48 h, 32% and 9% of applied dose were in the skin
for 1 nmol, respectively. For 10 and 25 nmol, 43% and
55% remained in the skin after 24 h, respectively, and then
decreased to 12% and 35% after 48 h. B[a]P in the medium
and on the insert/well remained below 3% and 12%, respec-
tively, whatever the time and dose.

The impact of applied dose and exposure time on unme-
tabolized Bla]P quantified in the different compartments of
skin model was analysed using a linear mixed-effect model
iTable 2). Results confirmed that total unmetabolized Bla]
P and B[a]P remaining on the skin surface decreased as
exposure time increased. For total unmetabolized Bla]P,
a very high negative coefficient (— 16) was calculated for
the 824 h period, and it was multiplied by two during the
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Fig.2 Unmetabolized B[a]

P distribution in human skin
mode] in function of exposumr
time and topically applied
dose. Data are expressed in

the percentage of applied dose
(ri=number of donors, mean of
donors + standard deviation of
donors’ mean total recovery)

% of applied dose

2448 h period. Coefficients for skin surface were lower
(—2). but comparable for the 2 time periods. While time had
a great negative effect (—9) on unmetabolized Bla]P found
in the skin during the second period, it had no significant
effect during the first period. On the contrary, time had a
low, positive impact (4+0.5) on B[a]P found in the medium
for the two time periods. While it had a low positive impact
on B[a]P found on the insertfwell during the first period, it
had a low negative effect for the second.

The increase of Bla]P applied dose had an important
positive effect on total unmetabolized Bla]P. The coefficient
which was around + 10 when the dose increased from | to
10 nmol, was multiplied by two when the dose rose from
10 to 25 nmol. A moderate positive effect (+ 1.5) of applied
dose was observed on B[a]P remaining on skin surface for
the 2 dose increases. For B[a]P in the skin, only the highest
dose had a great significant positive effect (+3.3), although
the intermediate dose was close to being statistically signifi-
cant. Conversely, applied dose did not influence the percent-
age of BlalP found in the medium or on the insertfwell.

Age had a roughly positive effect on the B[a]P found in
the medium. Inter-individual variability was higher than
residual variability. except in the skin.

BlalP-tetrol/BLalP ratios in skin and culture medium

The ratios of B[a]P-etrol level out of Ba]P level found in
skin and in medium were calculated after B[a]P exposure at
different doses (1, 10, 25 nmol) and different exposure times
(8, 24, 48 h) (Fig. 3). After an 8 h exposure, the ratios were
close to zero in the skin and in the medium, whatever the
dose applied. These ratios increased over time in the skin
and in the medium, but increases in the medium were higher
than those in the skin. However, these increases were lower
when the applied dose was extended, whether in the skin
or in the medium. While the ratios reached 0.23 in the skin
and 1.05 in the medium for 1 nmol after 48 h exposure, they
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were 2-3 times lower for 10 nmol, and 5-6 times lower for
25 nmol, respectively.

These results were confirmed using a linear mixed
effects model (Table 3). Time had a positive effect on the
Bla]P-tetrol/B[a]P ratios, while increasing applied dose
had a negative effect. whether in the skin or in the culture
medium. The coefficient which was equal to — 0.8 when
the dose increased from 1 to 10 nmol, was multiplied by
two when the dose raised from 10 to 25 nmol. These coef-
ficients were in the same order of magnitude in the skin
and in the medium. Age had no effect on Bla]P-tetrol/B[a]
P ratio. While inter-individual variability was twice lower
than residual variability in the skin, it was comparable in
the medium.

BlalP metabolites in the culture medium

BlalP-tetrol, B[a]P-7,8-diol and 3-OHB[a]® were quantified
in the medium following Bla]P exposure at different doses
(1, 10, 25 nmol) and different exposure times (8, 24, 48 h)
iFig. 4). B[a]P-tetrol and 3-OHB[a]P were the main metabo-
lites released at comparable levels in the medium, while Bla]
P-7.8-diol levels were around seven times lower. The per-
centage of Bla]P-tetrol and 3-OHBE[a]P cut of the total Bla]
P applied dose increased in the medium with exposure time.
Bla]P-tetrol production was lower when the Bla]P applied
dose increased after 24 and 48 h exposure times, whereas
this difference was unclear for 3-OHB [a]P after 48 h.

Data analysis with a linear mixed effects model confirmed
that the lkevels of Bla]P-etrol and 3-OHB [a]P increased dur-
ing the 24-48 h period (+ 1.4), whereas this factor had a
lower negative effect on B[a[P-7.8-diol production (— (L&)
iTable 4). Increasing the B[a]P applied dose had noeffect on
3-OHE[a]P and B[a]P-7.8-diol production, whereas it had a
negative effect on Bla]P-tetrol production. The coefficient,
which was equal to — 0.5 when the dose increased from 1
to 10 nmol, was doubled when the dose raised from 10 to
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Fig.2 Ratios B[a]P-etrol/B[a]P 2 i
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Table3 Results from lincar mixed effects model for the ratios B[a]
P-tetrol/B [a]P calculated in the skin and in the medium

Skin Medium
Estimate (SE)  pvalee Estimate (SE)  pvaloe
Intercept — 3094 {0.536) 0.0 09180756 0234
Age 002600012y 0067 —0002@018) 0898
Dose
| Ref Ref
10 —08330.172) 00M 073902100 0.001
25 — 145402200 Do — 139202650 (L0000
Time
43-24 1.226(0.147) 0000 0977 (0177)  0.000
Random e ffects
o 0.159 0.353
Residual 0234 0.328

Significant p values are in bold
SF standard error, 6: inter-individual variability

Fig.4 Appearance of B[a] 16
P-tetrol, Bla]P-7.8diol and
3-OHB[a]P in medium as a e
function of ime. Data are 13
expressed in % of applied dose g
{r=number of donors, meen of Lo
donors + standard deviation) ; 08
[ -9
(-9
£
5 06
#
(11
02
0
Bla]Ptetiol
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25 nmol. Age had a slight positive effect on the production
of B [a]P-tetrol and 3-OHB [a]P. but had no influence on B[a]
P-7.8-diol formation. Inter-individual variability was lower
than residual variability for Bla]P-tetrol and 3-OHB[a]P,
while it was higher for Bla]P-7.8-diol.

Discussion

Dermal uptake is a major concern in pharmaceutical and
toxicological sciences. Increasing restrictions in animal e st-
ing has led to the development of diversified in vitro skin
models, from artificial membrane and reconstructed human
skin models to ex vivo skin models (Flaten et al. 2015). In
the present study, using ex vivo samples from freshly excised
human skin serves as the best representative model to repro-
duce realistic cutaneous exposure in humans. Moreover, it
suppresses the uncertainty between species (Kao et al. 1985;

1 nmol
O 10 ol

EA25 nmol

B[a]P-7 E-diol
Time [hours)

IOHE[a)P
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Table4 Results from linear Bla]P-tetrol Ba]P-7.8 dial 3-OHB[z]P
mixed effects models for Bla]
P-tetrod, Bla]P-7.8-diol and Estimate (SE)} pvalee  Estimate (SE) pvalee  Estimate (SE) pvalue
J-0OHB[a]P in medium
Intercept —2E0R (0.546) D000 3285 (1.095) 0.0 — 2713400339 0000
Age 0044001 3) 0.ns —0021 (0.026) 0437 0042 00.007) 0.0
[hose
1 Ret Ref Ref
10 —0533 00176} 0005 —0.142 00,195y 0473 —0053940.1s0y 0714
25 — 1006 (0224 0000 0341 0.244) 0.171 —032500.208) 0123
Time
45-24 1425 40.150) 100 —0634 00,1630 0. 1 AZ3 00141 LN
Random effects
:rg 0165 0.Eal 0026
Residual 0.243 0.259 0.254
Significant p values ane in bold

SE standard error, .u-'i inter-individual variahility

Payan et al. 2009). The use of human skin is cumbersome,
since the experimental plan has to be adapted to the operat-
ing program of surgeons, as well as to the sire and quality of
skin biopsies obtained following surgery. Acetone was cho-
sen as the deposition vehicle, as in number of studie s (Brink-
mann et al. 2013; Jacques et al. 2010; Moody et al. 2009). A
restricted volume (5 pl.) was applied on the skin to limit its
impact on cutaneous absorption and metabolism (Ibrahim
and Li 2009; Kontir et al. 1986). Culture plates with inserts
(static membranes) were used because this model of organ
culture system maintains the skin at an air-liquid interface
and nutrients diffuse across the insert to feed the dermis/
epidermis. Additionally, numerous experimental conditions
can be conducted simultaneously and low amounts of xeno-
biotics can be applied (Jacques et al. 2010). Other systems
were used in the literature as Franz cells (static cells) or
flow-through cells (dynamic cells) (Kao et al. 1985), but no
difference was showed between them (Bronaugh and Stew-
art 1985; van de Sandt et al. 2004). The proportion of B[a]
P recovered from the insert/well was comparable to those
previously measured (Jacques et al. 2010).

Breast skin was recovered immediately after plastic
surgery, whereas other studies were usually conducted on
abdominal skin (Brinkmann et al. 2013; Hopf et al. 2018;
Payan et al. 2009; Storm et al. 1990), but differences in
PAH permeation between anatomical skin sites were low
in humans in vive (VanReoij et al. 1993b). Moreover,
breast skin was reproducibly dermatomized to 250 pm with
a SOBER mechanical dermatome while other anatomi-
cal pieces, such as abdominal skin, require the use of an
electrodermatome, due to higher thickness and resistance
(Brinkmann et al. 2013; Hopf et al. 2018; Payan et al.
20093, A thickness of 250 um was chosen because most of
the absorbed chemicals enter the bloodstream through the
skin capillaries located in the dermis at a depth of 200 pm

(Bronaugh and Stewart 1986). This is in agreement with
the literature, as most authors use a skin thickness rang-
ing from 200 pm to 300 pm (Jacques et al. 2010; Ng et al.
1992: Payan et al. 2009; Storm et al. 1990). Unmetabolized
Bl[a]P in the medium, as substitute of B[a]P uptake, was
limited and remained below 3% of the applied dose. This
result demonstrated the great importance of metabolism in
BlalP cutaneous absorption. Similar results were previously
obtained using either human or pig skin (Jacques et al. 2010;
Moody et al. 2009). A study recently confirmed that unme-
tabolized B[a]P diffusion through human skin was limited,
while lighter and thus more hydrosoluble PAH were shown
to cross human skin more easily (Hopf et al. 2018). Since
Bla]P is a lipophilic compound, special attention was made
to help its partitioning in the medium, while avoiding com-
ponents likely to artificially influence skin metabolism, such
as fetal bovine serum. Indeed, absence of substances help-
ing the diffusion of lipophilic compounds was responsible
for the guantification of B[a]P traces only (Brinkmann et al.
2013). Thus. BSA was added to the medium., as previously
published (Jacques et al. 2010; Moody et al. 1995; Payan
et al. 2009). Unmetabolized Bla]P uptake increased over
time, but the dose had no significant effect on the propor-
tien in the medium, demonstrating the proportionality to
applied dose up to 25 nmol in accordance with a passive
diffusion mechanism. Due to a great first-pass metabolism,
unmetabolized Bla]P is poorly bioavailable following der-
mal exposure, which indicates that B[a]P carcinogenicity is
mostly located on the skin contamination site.

Skin samples were recovered from the hospital and
treated within two hours to ensure viability. This operating
mode was previously shown to conserve skin integrity using
transepidermal water loss measurements (Hopf et al. 2018).
In this study, human skin metabolized B[a]P to a great
extent, especially after 24 h. This time point corresponds
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with the maximum activity of CYP430 enzymes in human
skin following a treatment with coal tar (Bickers and Kappas
1978). CYP450 production is dependent of the activation
of aryl hydrocarbon receptor (AhE) via PAH binding to the
AhR complex (Moorthy et al. 2015), resulting in a latency in
their production {Genies et al. 2013). The core of the present
study was the specific analysis of four Bla]P metabolites
selected as potential biomarkers, according to the current lit-
erature. Bla]P-tetrol and B[a]P-7 .8-diol were selected for the
evaluation of B[a]P carcinogenic bioactivation. Bla]P-7.8-
diol constitutes the proximate carcinogenic metabolite of
BlalP, while Bla]P-tetrol is the hydrolysis product of both
the ultimate carcinogen, BPDE. and the non-carcinogenic
reverse-BPDE. Bla]P-tetrol quantified in the present study
corresponded to the sum of the two enantiomers deriving
from BPDE (B[a]P-(TR,85,9R, 108 )-tetrol) and reverse-
BPDE (B[a]P-(75,88 .95, 10R }-tetrol). Nevertheless, the Bla]
P-(TR.85.9R..105)}-tetrol e nantiomer repre sented T8% of Bla]
P-tetrol measured in the urine of occupationally exposed cre-
osote workers (Hecht et al. 2010). Therefore, racemic B[a]
P-tetrol analyzed in this study seems to be a relevant PAH
exposure biomarker linked to the B[a]P proportion involved
into carcinogenic BPDE pathway (Barbeau et al. 2017).
3-OHEB[a]P is used as biomarker of exposure among occu-
pationally exposed workers and represent a detoxification
pathway (Barbeau et al. 2011; TARC 2010). Along with B[a]
P-4.5-diol, those two metabolites are used as biomarkers for
in vivo studies (Morean and Bouchard 2014). Bla]P-9.10-
diol was excluded as potential biomarker, contrary to other
studies (Brinkmann et al. 2013), as this metabolic interme-
diate belongs to the reverse-BPDE pathway and was not
detected in rat urine following exposure to B[a]P (Bouchard
and Viau 1996). Three of these metabolites (B[a]P-7.8-diol,
Bla]P-tetrol, and 3-OHB[a]P) were quantified in the culture
medium while Bla]P-4,5-diol was constantly be low the QL.
Although Bla]P-4.5-diol was the second major metabolite
in rats, this is consistent with in vitro studies showing lim-
ited formation in humans (Plakunov et al. 1987; Schwarz
et al. 2001). Bla]P-etrol and 3-OHB[a]P were the two major
metabolites, steadily produced by human skin at comparable
levels, whereas B[a]P-7,8-diol production was minor. Levels
of Bla]P-tetrol and 3-OHB[a]P increased over time, while
time had a low negative effect on the production of Bla]
P-7,8-diol. 3-OHB[a]P was the major metabolite in vivo in
rats after cutaneous exposure to Bla]P, while B[a]P-7.8-diol
was minor and Bla]P-ietrol was barely detectable (Moreau
and Bouchard 2014). B[a]P-7.8-diol is an intermediate
metabolite involved in several metabolic pathways (Penning
2014); further metabolism could thus explain its low levels.
Brinkmann ef al. obtained a different metabolic profile after
application of 50 nmol/em” of B[a]P on abdominal human
skin explants. B[a]P-7.8-diol was among the major metabo-
lites whereas 3-OHB[a]P and B[a]P-tetrol were the minor
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metabolites. This discrepancy in the metabolic profile prob-
ably comes from differences in experimental procedures.
Brinkmann et al. used the EFT-400-ASY medium designed
by MatTek for the production and maintenance of EpiDer-
mFT™, a reconstituted human skin mode ] (Brinkmann et al.
2013). Among other components (epidermal growth factor
and other proprietary stimulators of epidermal differentia-
tion), the medium composition includes hormones (insulin
and hydrocortisone ) and lipid precursors added to induce
cellular growth and differentiation, but which may also be
involved in the regulation of CYP450 expression (Zanger
and Schwab 2013). A previous in vitre study underlined
the dramatic impact of various hormones (triiodothyronine
and growth hormone ) on the expression of CYP3A4 by pri-
mary cultured hepatocytes (Liddle et al. 1998). In addition,
the absence of BSA in the EFT-400-ASY medium greatly
impacts the metabolic profile measured from the medium.
Thus, in preliminary experiments in our study, 3-OHE[a]
P and Bla]P-tetrol levels were mspectively divided by 8.5
and 1.5 when BSA was excluded from medium composition
(Fig. 52). This discrepancy may also result from the use of
explants coming from different anatomic regions. Neverthe-
less, the few data available in the literature demonstrates a
relatively even skin metabolism according to anatomic site
and equal constitutive expression of xenobiotic metabolizing
enzymes between breast and abdominal skin (Cheung et al.
1999; VanRooij et al. 1993b). The increase of metabolite
levels after 48 h demonstrates that skin is viable at the end
of exposure, as previously described with pig skin (Jacques
et al. 2010).

With the goal of representing occupational exposures
while being able to measure metabolites, two low Bla]
P doses (0.88 and 8.85 nmol/cm?®) and one high dose
(22.12 nmol/cm?®) for comparison with the literature. were
deposited on skin explants. Indeed. applied doses usually
ranged from 6 to 293 nmolem®, with a great majority higher
than 30 nmol/em? (Brinkmann et al. 2013; Jacques et al.
2010; Kao et al. 19853; Ng et al. 1992; Payan et al. 2009).
In our study, the deposited amounts were close to dermal
exposures measured in industrial settings using coal tar raw
material. Dermal contamination remained below 5 fmol/
cm? for asphalt workers (Fustinoni et al. 2010), whereas it
reached | nmol/em? for workers exposed to coal tar in alu-
minium production or roofing (Mcclean et al. 2006; Van-
Rooijet al. 1992). Results demonstrale a great permeability
of human skin up to 25 nmoel. More than half of the applied
dose penetrated the skin within & h, which corresponds to the
duration of a full working day. The remaining B[a]P steadily
penetrated the skin, since lipophilic compounds like B[a]
P accumulate in the stratum comeum by passive diffusion,
resulting in a skin reservoir (Bronangh and Maibach 2005;
Chu et al. 1996). However, Bla]P penetration and metabo-
lism were slower at higher doses resulting in unmetabolized
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B[a]P accumulation both in and on the skin, which was also
demonstrated on pig skin over 50 nmol/cm® and hairless
guinea pig skin over 32 nmolfcm” (Jacques et al. 2010; Ng
et al. 1992). The decrease in penetration at high doses may
indicate a saturation of the skin reservoir. As a result, Moody
et al. measured more than 40% of B[a]P remaining on the
skin surface after an application of 39 nmol/cm® for 24 h
(Moody et al. 1995). B[a]P-tetrol metabolic pathway was
saturated above .88 nmol/cm?, whereas no significant effect
wis ohserved on 3-OHB[a]P formation. Indeed, sulfate and
glucuronide conjugated 3-OHB[a]P and 9-OHB[a]P were
the major metabolites after application of high doses of
B[a]P on pig skin, whereas B[a]P-tetrol represented only
a limited amount of metabolites. Comparatively to Bla]
P-tetrol, the saturation of OH-B[a]P glucuronide and sulfate
conjugates production observed with pig skin started over
200 nmolicm® (Jacques et al. 2010). This limitation in B[a]
P-tetrol production may be due to a saturation of epoxide
hydrolase (EH). Indeed, B[a]P conversion to Bla]P-tetrol
requires three successive biochemical reactions involving
xenobiotic metabolizing enzymes like CYPLAL/IB] and
EH to form BPDE. and a spontaneous hydrolysis step from
BPDE to Bla]P-tetrol. In contrast, 3-OHB[a]P metabolism
counts only one step involving CYP430 to form arene oxide
(Shimada 2006; Zhong et al. 2011), and a spontaneous non
enzymatic marrangement from intermediate arene oxide to
phenol. The saturation in B[a]P-tetrol production indicates
a limitation of BPDE metabolic pathway as the applied dose
increases. In vitro, BPDE adducts were quantitatively the
main mechanism of B[a]P carcinogenicity, whereas o-qui-
none and radical cation pathways were minor contribu-
tors even when the dose increased (Genies et al. 2013). In
addition. DNA adducts produced during the radical cation
pathway is a minor activation mechanism of PAHs in vivo
(Xuve and Warshawsky 2005). Altogether, this may indicate
that B[a]P carcinogenicity might not increase even when
skin contamination increases (in concentration or number of
exposure times). These results demonstrate that the applied
dose has a great influence on B[a]P metabolism and needs to
be carefully discussed before using data of in vitro or in vivo
model for human risk assessment. The importance of meta-
bolic considerations in the use of in vitro skin model for risk
assessment was previously underlined (Hewitt et al. 2013).

Dhata analysis was ensured using a linear mixed-effect
model to take into account the use of the 11 different skin
donors. The accuracy of the linear mixed effect model was
confirmed by homoscedasticity distributions of standardized
residues over fitted values (Fig. 51). Besides underlining
the significant trends, the linear mixed effect model quanti-
fied the inter-individual and the residual variabilities in B[a]
P skin absorption and metabolism. A high inter-individual
variability was observed for unmetabolized B[a]P penctra-
tion as various skin donors were exposed to different applied

doses during various durations. Inter-individual variability
in B[a]P uptake was rather limited, contrary to previous
studies (Hopf et al. 2018; Payan et al. 2009). Donors’ ages
were declared as a fixed effect, although it only had a lim-
ited impact on permeation and metabolism. In the literature,
high inter-individual variabilities are also described toward
skin absorption of numerous other drugs (Farahmand and
Maibach 2009). Several factors contribute to inter-individ-
ual variability such as ethnicity, gender, genotype, general
health, local blood flow, and formation and duration of skin
depot (Aklillu et al. 2005; Farahmand and Maibach 2009;
Payan et al. 2009; Shimada 2006). Residual variability was
sometimes higher than inter-individual variability, since
intra-individual variability, as well as analytical or experi-
mental imprecisions were not defined in the model. This
increase in model error remained limited since variances
were low in such cases.

Conclusion

Ex vivo human skin models are relevant to study absorption
and metabolism of xenobiotics after cutaneous exposure,
but our results highlight the great influence of applied dose
and ex perimental conditions on skin absorption assays. Due
to the large amount of Bla]P cutaneous absorption, wear-
ing protective equipment during occupational activities is
essential. as well as skin decontamination following work
completion. Unmetabolized Bla]P and B[a]P-7,8-diol are
not good biomarkers. Indeed, samples can become contami-
nated by Bla]P when collecting at the workplace. Moreover,
Bla]P uptake was limited, while B[a]P-7.8-diol was a minor
metabolite. Conversely, both 3-OHB[a]P and Bla]P-tetrol
are the two major metabolites found in the culture medium
and these biomarkers can be quantified in the urine of work-
ers exposed to PAH. For assessing carcinogenic risk, race-
mic B[a]P-tetrol is more relevant than 3-OHB[a]P because
it is representative of the main B[a]P bio-activation pathway.
Furthermore, Bla]P-tetrol metabolic pathway was rapidly
saturated, whereas no significant effect was observed on
J-OHB[a]P formation. Thus, the quantification of this last
metabolite could overestimate the carcinogenic risk when
skin contamination increase, due to increased concentrations
or occurrences. Due to metabolism interactions of differ-
ent PAH and other pollutants present in complex mixtures
emitted by occupational and environmental sources, further
studies are required to evaluate cutaneous absorption and
metabolism of B[a]P using commercial products used in dif-
ferent types of companies.
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Fig. S1 Plots representing fitted values calculated by linear mixed effect modelling (X axis) as finction of
standardized residues (Y axis) for total unmetabolized B[a]P (A), unmetabolized B[a]P on skin surface (B), in
the skin (C). in the medium (D). on the insert‘well (E), ratios B[a]P-tetrol/B[a]P in the skin (F). ratios B[a]P-
tetrol/B[a]P in the medium (G). B[a]P-tetrol (H). B[a]P-7.8-diol (I) and 3-OHB[a]P in the medium (J).
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Fig. S2 Preliminary experiments for the companson of B[a]P and Pyrene (Pyr) uptake and metabolic profile with
or without addition of BSA (4%:) In medium composition after application of 50 nmol of B[a]P and 5 nmol of
Pyt on human skin explants (one skin donor) during 72 hours. Medium was renewed every 24 hours. Diata are
expressed i nmol + standard deviation, n=3.
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V. Principaux résultats

Le B[a]P pénétre trés rapidement la peau avec une absorption d’au moins 50% de la dose appliquée
en 8h d’exposition, quelle que soit la dose. Il est ensuite progressivement métabolisé au sein de la

peau.

Si la pénétration du B[a]P est trés rapide dans un premier temps, elle diminue lorsque la dose
appliquée dépasse 1 nmol a I’instar du métabolisme, indiquant une saturation du métabolisme et du
réservoir cutané. Dans la peau, la quantité de B[a]P non-métabolisé baisse rapidement a 1 nmol,
tandis qu’il s’accumule plus longtemps a 10 et 25 nmol a I’instar des expérimentations conduites
avec de fortes doses sur la peau de porc ou de cochon d’inde sans poil (Jacques et al. 2010b; Ng et
al. 1992).

Le pourcentage de B[a]P non-métabolisé quantifié dans le milieu reste inférieur a 3% de la dose
appliquée, en accord avec les études précédentes conduites sur peau humaine et de porc (Jacques et
al. 2010b; Moody et al. 2009). Ainsi, la cancérogénicité du B[a]P semble essentiellement

s’exprimer au niveau du site de contamination.

Les niveaux de biomarqueurs mesurés dans le milieu s’accroissent durant 48h, prouvant le maintien
de la viabilité des explants de peau sur cette période d’exposition. Le 3-OHB[a]P et le B[a]P-tétraol
sont les métabolites majoritaires. A I’inverse, le benzo[a]pyréne-4,5-trans-dihydrodiol n’a jamais
été détecté, ce qui est en accord avec les études in vitro (Plakunov et al. 1987; Schwarz et al. 2001).
Le B[a]P-7,8-diol est quantifiable mais est un métabolite minoritaire ce qui différe des résultats de
Brinkmann et al. (Brinkmann et al. 2013). Ceci peut étre lié a la composition du milieu de survie
employé dans cette derniere étude puisqu’il n’inclut pas de sérum albumine bovine, ce qui influence
grandement la nature des profils métaboliques, et qu’il contient des hormones et des précurseurs
lipidiques modulant I’expression des CYP450 (Liddle et al. 1998; Zanger and Schwab 2013).

La dose impacte difféeremment les voies métaboliques desquelles proviennent le 3-OHBJ[a]P et le
B[a]P-tétraol. La quantité de 3-OHB[a]P, dont le métabolisme dépend uniquement des CYP450
(Shimada 2006), ne sont pas influencés par I’augmentation de dose de 1 a 25 nmol. Ceci correspond
aux données de la littérature puisque la saturation de la voie des métabolites hydroxylés a été
rapportée uniguement pour des doses 10 fois supérieures (Jacques et al. 2010b). Inversement, la
formation du B[a]P-tétraol, dépendante des CYP450 et des EH (Zhong et al. 2011), chute lorsque la
dose appliquée s’accroit ce qui pourrait étre dii a la saturation des EH. Les autres voies de

bioactivation étant minoritaires (Genies et al. 2013; Xue and Warshawsky 2005), ces résultats
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pourraient indiquer que la cancérogénicité du B[a]P n’augmente pas lorsque la contamination de la

peau augmente.
V1. Conclusion

Globalement, les résultats obtenus démontrent la pertinence des explants de peau humaine pour
I’¢tude de 1’absorption et de métabolisme des xénobiotiques. En revanche, le design expérimental et
le choix des doses impactent largement les processus cutanés et doivent étre considérés avec
attention lors de I’extrapolation en terme de risque sanitaire. L’absorption importante et rapide du
B[a]P par la peau atteste de I’importance du port des équipements de protection lors des activités
professionnelles mais aussi des procédures de décontamination de la peau a la fin du temps de

travail.

En matiere de SBE, le B[a]P, le B[a]P-4,5-trans-dihydrodiol et le B[a]P-7,8-diol ne sont pas de
bons biomarqueurs d’exposition. D’une part, ces composés sont en trés faibles quantités, et d’autre
part, les échantillons urinaires pourraient étre contaminés par le B[a]P lors du prélevement en
milieu professionnel. Inversement, le 3-OHBJ[a]P et le B[a]P-tétraol sont les deux métabolites
prédominants et sont par ailleurs quantifiables dans les urines de salariés (Barbeau et al. 2017;
Barbeau et al. 2011). Le B[a]P-tétraol, provenant de la voie du diol-époxyde, est le métabolite le
plus pertinent pour la caractérisation du risque cancérogéne. De plus, le métabolisme du 3-OHBJ[a]P
par la peau n’étant pas impacté par 1’augmentation de la dose, contrairement au B[a]P-tétraol, le

dosage urinaire du 3-OHBJ[a]P pourrait entrainer une mésestimation du risque sanitaire.
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Chapitre 3 : Métabolisme des HAP particulaires autres que le

benzo[a]pyréne
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I. Contexte scientifique

La caractérisation de 1’effet des mélanges, ou «effet cocktail », constitue I'un des enjeux
prioritaires de la toxicologie contemporaine. Les HAP, toujours identifiés en mélanges complexes,
sont composés de larges proportions de HAP gazeux (Phe, Pyr...) et de plus faibles quantités de
HAP particulaires (B[a]P, Chr, B[a]A...). Ces derniers représentent la fraction cancérogene des
mélanges complexes de HAP (Tableau 2), dont la génotoxicité s’exprime apres bioactivation par les
enzymes du métabolisme des xénobiotiques, telles que les CYP450 (IARC 2010). Une des
approches pour étudier I’effet des mélanges sur la génotixicité des HAP est la métabolomique ciblée
par mesurage de la quantit¢ de métabolites. Cette approche tient compte de 1’ensemble des
processus aboutissant a la génotoxicité des HAP particulaires, depuis I’internalisation des HAP par
la cellule, I’induction de I’expression des enzymes de biotransformation, a la métabolisation par les
enzymes. Elle nécessite cependant I’identification de dérivés métaboliques pertinents utilisés en tant

que biomarqueurs.

La biotransformation des HAP est extrémement complexe et se divisent en de nombreuses voies
métaboliques (Paragraphe V.2.1), résultant en une grande diversité de metabolites : diol-époxydes,
quinones, phénols... D’apres une théorie basée sur 1’étude du B[a]P (Lehr et al. 1985), les diol-
époxydes localisés au niveau d’une région de Bay ou de Fjord sont considérés comme la forme
métabolique cancérogene ultime des HAP (Shimada et al. 1996; Xue and Warshawsky 2005). Les
diol-époxydes sont cependant des composés tres réactifs qui ne sont pas quantifiables. Il est
néanmoins possible d’estimer la quantité de diol-époxyde formeée a travers la quantification des
dihydrodiols précurseurs (ou proximaux) ou des tétraols, correspondant aux produits d’hydrolyse
des diol-époxydes. A I’inverse, d’autres métabolites, tels que les phénols conjugués, représentent
des produits de détoxication.

Alors que le métabolisme et la bioactivation du B[a]P ont été caractérisés sur de nombreux modeéles
in vitro, in situ et in vivo, et sont détaillés dans plusieurs revues de la littérature, les informations
relatives a la biotransformation du B[a]A, Chr, B[b]F, B[K]F, benzo[j]fluoranthene (B[j]F),
benzo[e]pyréne (B[e]P) et du DBJ[a,h]A sont parcellaires. L’objectif de ce chapitre est de réaliser
une synthese bibliographique sur le métabolisme de ces HAP particulaires afin de sélectionner des

métabolites représentatifs des voies de bioactivation et de détoxication.

In fine, ces métabolites pourront également étre utilisés pour la SBE aux HAP cancérogenes, afin
d’élargir le panel de biomarqueurs disponibles, pour I’instant limités au B[a]P, au Chr et au B[a]A
(Barbeau et al. 2017; Barbeau et al. 2011; Hecht et al. 2010; Ifegwu and Anyakora 2015; Zhong et
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al. 2011). De plus, la mesure en parallele des métabolites issus des voies de détoxication et de
bioactivation pourrait permettre d’évaluer la susceptibilit¢ individuelle liée au polymorphisme
enzymatique. En regard de la complexité des processus biologiques mis en ceuvre (métabolisme au
sein de la cellule, ¢limination de la cellule, distribution dans I’organisme, ¢limination de

I’organisme...), la validité de I’approche reste cependant encore a démontrer.
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I1.Synthese de la littérature

1.1. Le benzo[a]anthracene

I1.1.1.Quantification de biomarqueurs urinaires chez I’homme

Chez ’homme, les études se focalisent sur les métabolites monohydroxylés du B[a]A urinaires.
Toutefois, les niveaux urinaires sont majoritairement inférieurs aux limites de détection (LD) des
méthodes d’analyse. Ainsi les niveaux de 1-hydroxyB[a]A (1-OHB[a]A) et 3-hydroxyB[a]A (3-
OHBJa]A) sont respectivement inférieurs a 1,32 et 1,47 ng/L dans des urines poolées d’individus
exposés aux HAP de maniere non-professionnelle (Smith et al. 2002). Dans les urines de 73
individus habitant prés d’une usine de production d’aluminium, les 1-OHBJ[a]A (LD =5 ng/L) et 3-
OHBJa]A (LD = 10 ng/L) ont été identifiés au maximum dans 21% des échantillons (Bouchard et
al. 2009). Lors de I’étude de I’exposition de familles a faible revenu, le 1-OHB[a]A (LD = 17 ng/L)
est quantifié a 220 ng/L et le 3-OHB[a]A a 280 ng/L (LD =17 ng/L) chez 24 adultes, tandis que les
niveaux de 1-OHBJ[a]A et de 3-OHB[a]A sont respectivement de 80 et 49 ng/L chez 24 enfants
(Chuang et al. 1999). Enfin, Li et al. identifient le 1-OHB[a]A (LD = 3,9 ng/L) et le 3-OHB[a]A
(LD = 10,4 ng/L) dans 9,5 et 12% des 2748 urines collectées au sein de la population générale
américaine dans le cadre de I’étude NHANES, bien que toutes les concentrations mesurées soient
inférieures a la LD (Li et al. 2008). Analysant également les urines du projet NHANES, Grainger et
al. obtiennent néanmoins des résultats légerement différents. Le 1-OHB[a]A (LD = 4,6 ng/L) est
inférieur a la LD chez 2084 individus de la population générale mais le 3-OHB[a]A (LD = 5,4
ng/L) est quantifié a 11,6 ng/L dans le 95° percentile d’une population comprenant 2152 individus
(Grainger et al. 2006).

Parmi 49 travailleurs d’extérieurs (28 policiers, 10 constructeurs de route et 11 travailleurs dans
I’enrobage des routes), le 3-OHBJ[a]A urinaire (LD = 0,1 nmol/L ou 97,7 ng/L) reste en-dessous de
la LD (Szaniszlo and Ungvary 2001). Tandis que des traces de 1-OHB[a]A (LQ = 1 ng/L) sont
décelées chez 1 des 57 salariés travaillant dans une aciérie, le 2-hydroxyB[a]A reste inférieur a la
LQ (2 ng/L) dans I’ensemble des échantillons urinaires (Onyemauwa et al. 2009). De la méme
maniere, Xu et al. mesurent 20 nmol de 1-OHBJ[a]A par mol de créatinine (LD = 3,05 ng/L) chez
seulement 1 des 7 salariés travaillant dans les fours de production du coke (Xu et al. 2004). Des
niveaux élevés (15 a 1871 ng/L) de 3-OHBJ[a]A (LD = 8 ng/L) sont dosés dans les urines de 19

travailleurs produisant des équipements résistants au feu (Gundel and Angerer 2000).
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11.1.2.Quantification de biomarqueurs in vivo

Chez le rat, les analyses se focalisent également sur les OHB[a]A. Ces études sont globalement peu
informatives a cause de faibles niveaux dans les matrices analysées et de phénomenes de co-élution

chromatographique des métabolites.

Des métabolites monohydroxylés du B[a]A sont quantifiés dans une étude exposant 20 rats males
Lister Hooded a 0, 10, 100 et 1000 mg/kg d’un mélange de HAP solubilisés dans 1’huile végétale
par voie intrapéritonéale trois fois par semaine pendant 28 jours avant sacrifice. Les 1-, 2-, 3-, 4-, 5-
, 8-, 9-, 10-, 11-hydroxyB[a]A (OHB[a]A) sont ensuite analysés par chromatographie gazeuse
couplée a un détecteur de masse en tandem (GC-MS/MS) dans le cerveau des rats. La méthode
d’analyse permet de séparer individuellement le 1-OHBJ[a]A (limite de quantification (LQ) = 0,1
pg/mg de cerveau) et le 10-OHBJ[a]A (LQ = 0,2 pg/mg), tandis que le 11-OHB[a]A élue avec le 6-
hydroxyChr (6-OHChr) (LQ = 0,1 pg/mg), les 2-, 5- et 8-OHB[a]A (LQ = 0,1 pg/mg) eluent
ensemble, le 3-OHB[a]A n’est pas séparé¢ du 9-OHB[a]A (LQ = 0,2 pg/mg) et le 4-OHBJ[a]A élue
avec le 1-OHChr (LQ = 0,1 pg/mg). Aprés analyse des échantillons, une médiane de 0,4 pg/mg de
cerveau (quartiles : <LQ-0,9) en 1-OHBJ[a]A est mesurée, tandis que les 4-OHB[a]A et 1-OHChr
sont quantifiés ensemble a 2 pg/mg (0,4-3,2) aprés exposition a 1 mg/kg de mélange de HAP. Les
11-OHBJ[a]A et 6-OHChr, 2- + 5- + 8-OHBJ[a]A et 3- + 9-OHB[a]A sont inférieurs a la LQ, tandis
le 10-OHBJ[a]A n’est jamais détecté (Grova et al. 2011).

Appliquant le méme protocole d’exposition, cette équipe quantifie cette fois les métabolites dans les
poils de rats. Les LQ sont de 0,3 pg/mg de poils pour le 1-OHBJ[a]A, 0,2 pg/mg pour les 2- et 5-
OHBJa]A , 0,2 pg/mg pour les 3- et 9-OHBJ[a]A , 0,2 pg/mg pour les 4-OHBJ[a]A et 1-OHChr, 0,3
pg/mg pour le 8-OHBJ[a]A , 1 pg/mg pour le 10-OHB[a]A et 0,2 pg/mg pour les 11-OHB[a]A et 6-
OHChr. Les rats Lister Hooded ayant un pelage noir et blanc, les métabolites sont analysés dans les
poils des deux couleurs. En moyenne (quartiles), 0,35 (0,35-0,35) pg/mg de poils blancs et 0,28
(0,28-0,28) pg/mg de poils noirs de 11-OHB[a]A et 6-OHChr sont mesurés. Pour les 4-OHBJ[a]A et
1-OHChr, 0,31 (0,24-0,45) et 0,46 (0,34-0,54) pg/mg sont respectivement quantifiés dans les poils

blancs et noirs (Grova et al. 2013).
11.1.3.Métabolisme et cancérogénicité

Les études in vitro et ex vivo s’intéressent au métabolisme général du B[a]A : ils quantifient les
métabolites monohydroxyles, les dihydrodiols et parfois les quinones. En 1965, une étude du
métabolisme de 10 mg de B[a]A sur des homogenats de foie de rat détecte les 3- et 4- OHB[a]A,

mais aussi des dihydrodiols du B[a]A en position 1,2- 5,6- et 8,9- (présumés en conformation trans)
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ainsi que le B[a]A-7,12-quinone (Boyland and Sims 1965). Suite a la transformation du B[a]A (20
pumol) par des microsomes ou homogénats de foie de rat (prétraités ou non au 3-méthylcholanthréne
pour augmenter la quantité d’enzymes de détoxication hépatique), les B[a]A-5,6-dihydrodiol et
B[a]A-8,9-dihydrodiol (présumés en conformation trans) sont identifiés comme les métabolites
majoritaires (respectivement 34 et 26 umol/g de foie de rat non-traités) alors que les 3- et 4-
OHBJ[a]A sont minoritaires (5 et 7 umol/g de foie de rat) (Sims 1970b). Aprés incubation in vitro
de peau de souris Swiss en presence de 0,4 umol B[a]A, les trans-1,2-, trans-3,4-, trans-5,6-, trans-
8,9- et trans-10,11- dihydrodiols du B[a]A en sont quantifiés dans le milieu de culture et la peau.
Les B[a]A-3,4-trans-dihydrodiol (B[a]A-3,4-diol) et B[a]A-8,9-trans-dihydrodiol (B[a]A-8,9-diol)
(respectivement 0,44 a 0,45 nmol et 0,40 a 0.42 nmol) sont majoritaires tandis que les trans-
dihydrodiols du B[a]A en position 5,6- et 10,11- sont minoritaires (respectivement 0,17 & 0,19 nmol
et 0,11 a 0,12 nmol) et le B[a]A-1,2-trans-dihydrodiol n’est jamais détecté (MacNicoll et al. 1980).

En 1977, une étude de cancérogéneése cutanée sur des souris femelles CD-1 identifie le B[a]A-3,4-
diol en tant que dihydrodiol le plus tumorigene du B[a]A, alors que le B[a]A lui-méme n’induit que
peu de tumeurs (Wood et al. 1977). En 1978, ces résultats sont confirmés sur des souris femelles
CD-1 ainsi que in vitro sur cellules de hamster chinois V79 (Slaga et al. 1978). Le B[a]A-3,4-diol
semble étre le métabolite cancérogéne proximal du B[a]A, étant par la suite métabolisé en trans-
3,4-dihydrodiol-1,2-époxyde-B[a]A, identifié comme le métabolite cancérogéne ultime du B[a]A
(Levin et al. 1978a; Slaga et al. 1978). Les auteurs expliquent la faible cancérogénicité du B[a]A
par la faible production de B[a]A-3,4-diol. Le B[a]A serait majoritairement métabolisé en B[a]A-
8,9-diol puis en trans-8,9-dihydrodiol-10,11-époxyde-B[a]A (Slaga et al. 1978; Wood et al. 1977).
Une étude du métabolisme du B[a]A (100 nmol) par des microsomes préparés a partir du foie de
rats « Long-Evans » confirme en effet que le B[a]A-3,4-diol ainsi que les dihydrodiols en position
1,2- et 10,11- sont minoritaires tandis que les deux métabolites majoritaires du B[a]A se trouvent
étre le B[a]A-5,6-trans-dihydrodiol et le B[a]A-8,9-diol (> 80% du métabolisme total). La
conversion du B[a]A en phénols et en quinones par les microsomes de foie de rat reste faible
(Thakker et al. 1979). Une autre étude montre cependant que le B[a]A-8,9-diol, métabolisé en anti-
8,9-dihydrodiol-10,11-époxyda-B[a]A, forme autant d’adduits a ’ADN dans la peau de souris
Swiss et sur des cellules embryonnaires de hamster que 1’anti-3,4-dihydrodiol-1,2-époxyde-B[a]A
(Cooper et al. 1980). La réactivité de 1’anti-8,9-dihydrodiol-10,11-époxyde-B[a]A avec I’ADN est
cependant limitée en comparaison a celle de 1’anti-3,4-dihydrodiol-1,2-époxyde-B[a]A (Hall et al.
1988).
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11.1.4.Synthese

Le métabolisme du B[a]A est représenté a I’aide d’un schéma récapitulatif (Figure 28). L’analyse
des métabolites monohydroxylés du B[a]A en population humaine, au niveau professionnel ou
environnemental, quantifie généralement le 3-OHB[a]A a des niveaux plus élevés que les autres
phénols. Pour des raisons de co-élution des analytes, les études in vivo ne permettent pas d’obtenir
des informations probantes sur la biotransformation du B[a]A. L’exploration in vitro du
métabolisme du B[a]A démontre que les dihydrodiols sont les métabolites majoritaires, car les
époxydes du B[a]A, stables, sont pris en charge par I’EH alors que I’hydrolyse spontanée des
époxydes apparait secondaire. Cependant, I’analyse quantitative et les informations en regard de la
cancérogénicité du B[a]A varient selon le modéle d’étude. Globalement, la génotoxicité du B[a]A
semble provenir de 1’anti-3,4-dihydrodiol-1,2-époxyde-B[a]A, formé par métabolisme ultérieur du
B[a]A-3,4-diol, métabolite cancérogene proximal. Le B[a]A-8,9-diol, métabolite majoritaire du
B[a]A, pourrait étre impliqué dans la cancérogenicité du B[a]A, par biotransformation en anti-8,9-
dihydrodiol-10,11-époxyde-B[a]A. La littérature révele néanmoins des reésultats contradictoires.
Tandis que ce diol-époxyde se lie de maniére covalente a I’ADN, sa réactivité avec la
macromolécule est par ailleurs décrite comme limitée. De plus, le B[a]A-8,9-diol est un faible

initiateur de tumeur in vivo.

Benzo[a]anthracéni 2 ; Dihydrodiols
1 12 ;i
10 "
4 5,6-
EH 8,9-
9 5 o 10,11-
8 7 6
‘ Epoxyde
?l CYP450 poR
1,2- CYP450
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7,12- 8,9- Diol-époxyde
10,11- 3,4-diol-1,2-époxyde
‘ 8,9-diol-10,11-époxyde
Phénols
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3_
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Figure 28. Schéma simplifié du métabolisme du B[a]JA. CYP450 : cytochrome P 450. EH : époxyde hydrolase. Ad. ADN :
adduits a PADN. En rouge : biomarqueurs potentiels, ou métabolites impliqués dans la génotoxicité du B[a]A.

139



1.2. Le chrysene

11.2.1.Quantification de biomarqueurs urinaires chez I’homme

A Tlinstar du B[a]A, les dosages réalisés chez I’homme se focalisent sur les métabolites
monohydroxylés du Chr (hydroxyChr : OHChr) mais la plupart des études retrouvent des niveaux
urinaires inférieurs aux LD des méthodes d’analyse. Les niveaux de 3-hydroxyChr (3-OHChr) et 6-
OHChr sont inférieurs a la LD (1,68 ng/L) dans les urines poolées d’individus exposés aux HAP de
maniere non-professionnelle (Smith et al. 2002). Dans le cadre du projet americain NHANES, les 1-
OHChr (N = 2748, LD =5 ng/L), 2-OHChr (N = 2748, LD =5 ng/L), 3-OHChr (N = 2748, LD =
8,3 ng/L), 4-OHChr (N = 2748, LD = 2,8 ng/L) et 6-OHChr (N = 2736, 2,4 ng/L) sont
respectivement detectés dans 28, 12, 24, 4,6 et 28% des urines d’individus de la population générale
américaine, mais la encore toutes les concentrations mesurées sont inférieures a la LD (Li et al.
2008). Gundel et al. n’ont pas obtenu une résolution chromatographique suffisante pour quantifier
les 1-OHChr, 2-OHChr et 3-OHChr urinaires (Gundel and Angerer 2000). Les 3-OHChr (LD = 10
ng/L) et 6-OHChr (LD = 6 ng/L) urinaires sont également inférieurs & la LD chez 73 individus

vivant & moins d’un kilométre d’une usine de production d’aluminium (Bouchard et al. 2009).

Publiant deux études sur 10 et 55 ouvriers travaillant sur les fours a coke, Campo et al. n’arrivent
pas a mesurer le 6-OHChr urinaire (LQ = 1400 ng/L) (Campo et al. 2008; Campo et al. 2010). Le 6-
OHChr est également inférieur a la LQ (1400 ng/L) dans les urines de 1333 salariés chinois (Li et
al. 2012) ou de 55 ouvriers polonais travaillant sur des fours a coke (Rossella et al. 2009). Parmi 57
ouvriers d’Europe centrale travaillant dans une aciérie, des traces de 3-OHChr (LQ = 2 ng/L) sont
détectées chez 7 salariés tandis qu’aucune trace de 6-OHChr n’est observee (LQ = 1 ng/L)

(Onyemauwa et al. 2009).

Quelques travaux arrivent toutefois a doser les métabolites monohydroxylés du Chr en milieu
professionnel et dans la population générale. Le 3-OHChr (LD = 4,3 ng/L, 2 a 27 nmol/mol de
créatine chez 7/7 salariés) est mesuré plus fréquemment et a des niveaux plus élevés que le 6-
OHChr (LD = 0,4 ng/L, 0,7 — 15 nmol/mol créatine chez 3/7 salariés) dans les urines de 7 ouvriers
chinois travaillant sur des fours de production de coke (Xu et al. 2004). En moyenne, Grimmer et
al. quantifient respectivement 700, 600, 300, 800 et 100 ng/L de 1-, 3-, 4-, 5- et 6-OHChr dans les
urines de 25 salariés d’une usine de production de coke et 10, 10, 10, 50 et 3 ng/L dans les urines de
deux d’ouvriers de voirie (Grimmer et al. 1991). Dans une étude plus récente, les mémes auteurs
montrent une grande variation des profils d’excrétion urinaire des 1-, 2-, 3- et 4-OHChr ainsi que

des Chr-1,2-dihydrodiol et Chr-3,4-dihydrodiol (présumés en conformation trans) chez 3 salariés
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travaillant dans une usine de production de coke. Les quantités de dihydrodiol du Chr mesurées
dans les urines sont du méme ordre de grandeur que les quantités de phénols du Chr (Grimmer et al.
1997). Dans le cadre du projet américain NHANES, Grainger et al. quantifient en moyenne 6 ng/L
de 6-OHChr urinaire dans le 95° percentile de 2279 individus de la population générale (LD = 3,4
ng/L) mais ne retrouve pas de 3-OHChr (LD = 9,9 ng/L, N = 2233) (Grainger et al. 2006). Chuang
et al. mesurent en moyenne 41 ng/L et 140 ng/L de 6-OHChr (LD = 17 ng/L) dans les urines
d’enfants (N = 24) et d’adultes (N = 24) de familles américaines a faibles revenus (Chuang et al.
1999).

11.2.2.Quantification de biomarqueurs in vivo

A D’instar du B[a]A, ces études sont globalement peu informatives a cause de faibles niveaux dans

les matrices analysées et de phénoménes de co-€élution chromatographique des métabolites.

Des phénols du Chr sont analysés dans une étude exposant 20 rats males de race Lister Hooded a 0,
10, 100 et 1000 mg/kg d’un mélange de HAP solubilisés dans I’huile végétale par voie
intrapéritonéale trois fois par semaine pendant 28 jours avant sacrifice. Les 1-, 2-, 3-, 4- et 6-OHChr
sont séparés par GC-MS/MS dans le cerveau des rats. La méthode d’analyse permet de séparer
individuellement le 2-OHChr (LQ = 0,2 pg/mg de cerveau), le 3-OHChr (LQ = 0,2 pg/mg) et le 4-
OHChr (LQ = 0,1 pg/mg), tandis que le 1-OHChr élue avec le 4-OHB[a]A (LQ = 0,1 pg/mg), et le
6-OHChr élue avec le 11-OHB[a]A (LQ = 0,1 pg/mg). Apres analyse des échantillons, des
médianes de 0,5 (quartiles: <LQ-0,9), 1,1 (0,2-1,7), 0,6 (<LQ-1,3) pg/mg de cerveau sont
respectivement mesurées pour les 2-, 3- et 4-OHChr, tandis que les 1-OHChr et 4-OHB[a]A sont
quantifiés ensemble a 2 pg/mg (0,4-3,2) apres exposition a 1 mg/kg de mélange de HAP. Les 6-
OHChr et 11-OHB[a]A sont inférieurs a la LQ (Grova et al. 2011).

Appliquant le méme protocole d’exposition, cette équipe mesure cette fois les métabolites dans les
poils de rats. La LQ est de 0,2 pg/mg de poils de rat pour les 2-, 3-, 4-OHChr, les 1-OHChr et 4-
OHBIJa]A, mais aussi les 6-OHChr et 11-OHB[a]A. Les rats Lister Hooded ayant un pelage noir et
blanc, les métabolites sont quantifiés dans les poils des deux couleurs. En moyenne (quartiles), 0,62
(0,46-0,88) pg/mg de poils blancs et 0,84 (0,62-0,94) pg/mg de poils noirs de 3-OHChr sont
quantifiés apres exposition a 1 mg/kg de mélange de HAP. Les poils blancs contenaient 0,25 (0,20-
0,29) pg/mg de 4-OHChr et les poils noirs 0,33 (0,25-0,40) pg/mg. Pour les 1-OHChr et 4-
OHBJa]A, 0,31 (0,24-0,45) et 0,46 (0,34-0,54) pg/mg sont respectivement quantifiés dans les poils
blancs et noirs. 0,35 (0,35-0,35) pg/mg de poils blancs et 0,28 (0,28-0,28) pg/mg de poils noirs de
6-OHChr et 11-OHBJ[a]A sont mesurés (Grova et al. 2013).
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11.2.3.Métabolisme et cancérogénicité

A Tlinstar du B[a]A, les études in vitro et ex vivo du métabolisme du Chr incluent d’autres
métabolites en plus des phénols. Aprés exposition de cellules feetales d’épithélium bronchique
humain et d’une population mixte de cellules feetales de poumons de hamster syrien a 10 pg de Chr,
les 1-, 2-, 3- et 4-OHChr ainsi que les Chr-1,2-trans-dihydrodiol (Chr-1,2-diol) et Chr-3,4-trans-
dihydrodiol (Chr-3,4-diol) sont quantifiés. Les cellules humaines produisent majoritairement du
Chr-3,4-diol puis du Chr-1,2-diol, tandis que les 1-, 2-, 3- et 4-OHChr sont minoritaires et formés a
des niveaux comparables. Sur la population de cellules de hamster, les quantités de phénols sont
supérieures a celle des dihydrodiols (1-OHChr > 2-OHChr > Chr-1,2-diol et 3-OHChr > 4-OHChr
> Chr-3,4-diol) (Jacob et al. 1987).

Weston et al. exposent des peaux humaines, de rat et de souris & 0,15 pumol/cm? de Chr puis
quantifient les Chr-1,2-diol, Chr-3,4-diol et Chr-5,6-trans-dihydrodiol dans la peau et le milieu de
culture. Les trois types de peaux produisent des profils métaboliques différents. La peau de souris
génere majoritairement du Chr-5,6-trans-dihydrodiol (moyenne = 1051,5 fmol/mg de protéines),
puis du Chr-1,2-diol (138,5 fmol/mg de protéines) et du Chr-3,4-diol (102 fmol/mg de protéines).
En revanche, la peau de rat forme principalement du Chr-3,4-diol (77 fmol/mg de protéine), puis du
Chr-5,6-trans-dihydrodiol (15 fmol/mg de protéine), et du Chr-1,2-diol (6,5 fmol/mg de protéine).
La peau humaine produit également une majorité de Chr-3,4-diol (418 fmol/mg de protéine), tandis
que les Chr-1,2-diol et Chr-5,6-trans-dihydrodiol semblent étre produits en quantités comparables
(respectivement 173,7 fmol de protéine et 254 fmol/mg de protéine), compte tenu de la variabilité
observée entre les peaux (Weston et al. 1985). Dans une autre étude exposant la peau de souris a 0,4
pmol de Chr, le Chr est majoritairement métabolisé en Chr-3,4-diol (0,54-0,63 nmol), puis en Chr-
1,2-diol (0,31-0,32 nmol) et en Chr-5,6-trans-dihydrodiol (0,13-0,15 nmol) (quantification des
dihydrodiols libres uniquement) (MacNicoll et al. 1980).

En 1969, une étude du métabolisme du Chr (20 umol) sur des extraits de foie de rat (prétraités ou
non avec du 3-méthylcholanthrene) quantifie les mémes dihydrodiols du Chr (présumés en
conformation trans) mais aussi les phénols totaux du Chr. Le Chr-3,4-diol est le métabolite
majoritaire du Chr (4 umol/g foie de rat non-traité). Le Chr-1,2-diol (2 umol/ g) représente
également une proportion importante du métabolisme au méme titre que les phénols (3 pmol/ g).
Quant au Chr-5,6-trans-dihydrodiol, il n’est détecté dans aucune des conditions expérimentales
(Sims 1970b). Des recherches plus récentes sur le métabolisme du Chr (100 nmol) par des
microsomes de foie de rat (prétraités ou non au phénobarbital ou au 3-méthylcholanthréne)

montrent que les Chr-1,2-dihydrodiol et Chr-3,4-dihydrodiol sont produits en quantités équivalentes
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et en majorité en conformation trans, représentant respectivement 33,5% et 34,5% du métabolisme
total. Les phénols comptent pour environ 17% du métabolisme et le Chr-5,6-trans-dihydrodiol est
minoritaire (environ 2%) (Nordgvist et al. 1981).

En 1978, une étude de cancérogénicité par application de Chr sur la peau de souris femelle CD-1
montre que le Chr-1,2-diol est probablement le métabolite a 1’origine du cancérogéne ultime du
Chr : le 1,2-dihydrodiol-3,4-époxyde-Chr. Par ailleurs, le Chr-1,2-diol est plus cancérogéne que le
Chr lui-méme (Levin et al. 1978b). Chez la souris male Swiss, 1’anti-1,2-dihydrodiol-3,4-époxyde-
Chr est a I’origine de 1’adduit a I’ADN majeur (Hodgson et al. 1983). Cependant, d’autres adduits a
I’ADN sont mis en évidence dont ceux formés par 1’anti-9-OH-1,2-dihydrodiol-3,4-époxyde-Chr,
un triol-époxyde. L’existence d’une voie de bioactivation alternative pourrait expliquer la forte
activité cancérogéne du Chr-1,2-diol comparativement au Chr (Hall et al. 1988; Hodgson et al.
1983). L’anti-9-OH-1,2-dihydrodiol-3,4-époxyde-Chr pourrait étre formé de trois manieres
différentes : (1) Par addition d’un groupement dihydrodiol en position 1,2- ou 7,8- sur le 3- ou 9-
OHChr (il s’agit symétriquement de la méme molécule) ou (2) par formation de 1’anti-9-OH-1,2-
dihydrodiolChr a partir du Chr-1,2-diol. Le trans-9-OH-1,2-dihydrodiolChr serait ensuite converti
en anti-9-OH-1,2-dihydrodiol-3,4-époxyde-Chr (Hodgson et al. 1983; Phillips et al. 1987). (3)
L’anti-1,2-dihydrodiol-3,4-époxyde-Chr pourrait également étre transformé en anti-9-OH-1,2-
dihydrodiol-3,4-époxyde-Chr, bien que cette voie métabolique s’avérerait trés limitée (Hodgson et
al. 1986). Quantitativement, les trihydrodiolChr (a I’exemple du trans-9-OH-1,2-dihydrodiolChr)
sont minoritaires (Hodgson et al. 1983). Les dihydrodiol-époxydes et les trihydrodiol-époxydes ne
sont pas les seuls métabolites biologiquement actifs du Chr, mais leurs activités de mutagénése sont

bien supérieures a celles des autres dérivés du Chr (Glatt et al. 1986).
11.2.4.Synthese

La biotransformation du Chr est représentée a I’aide d’un schéma récapitulatif (Figure 29). Chez
I’homme, les 3- et 6-OHChr urinaires sont quantifiés en population générale et en milieu
professionnel. En milieu professionnel, les Chr-1,2-diol et Chr-3,4-diol apparaissaient également
comme des biomarqueurs pertinents car excrétés en quantités équivalentes aux phénols. La
quantification de biomarqueurs chez le rat présente le 3-OHChr en tant que I’'un des métabolites
majoritaires du Chr. In vitro, les Chr-1,2-diol et Chr-3,4-diol sont produits de maniére trés
majoritaire sur différents modeles d’étude. La bioactivation du Chr se produit a travers plusieurs
voies de métabolisation différentes, débutant par la formation du 3-OHChr et du Chr-1,2-diol, et
aboutissant aux dérivés métaboliques cancérogenes dont 1’anti-1,2-dihydrodiol-3,4-époxyde-Chr et
I’anti-9-OH-1,2-dihydrodiol-3,4-époxyde-Chr.
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Figure 29. Schéma simplifié du métabolisme du Chr. CYP450 : cytochrome P 450. EH : époxyde hydrolase. Ad. ADN :
adduits 3 P’ADN. Fleche hachurée : voie métabolique hypothétique. En rouge : biomarqueurs potentiels, ou métabolites
impliqués dans la génotoxicité du Chr.

11.3. Le benzo[b]fluoranthene

11.3.1.Quantification de biomarqueurs urinaires chez I’lhomme
Aucune étude de screening de métabolites du B[b]F n’a pu étre répertoriée chez I’homme.
11.3.2.Quantification de biomarqueurs in vivo

Ces études sont globalement peu informatives pour les mémes raisons que celles évoquées pour le
Chr et le B[a]A.

Des phénols du B[b]F sont quantifiés dans une étude exposant 20 rats méales de race Lister Hooded
a 0, 10, 100 et 1000 mg/kg d’un mélange de HAP solubilisés dans 1’huile végétale par voie
intrapéritonéale trois fois par semaine pendant 28 jours avant sacrifice. Les 1-, 2-, 7-, 8-, 10-, 11- et
12-hydroxyB[b]F (OHB[b]F) sont analysés par GC-MS/MS dans le cerveau des rats. La méthode
d’analyse permet de séparer individuellement le 2-OHB[b]F (LQ = 6,0 pg/mg de cerveau), le 8-
OHBIb]F (LQ = 3,0 pg/mg), le 10-OHB[b]F (LQ = 3,0 pg/mg) et le 11-OHB[b]F (LQ = 2,4
pg/mg), le 1-OHBIb]F élue avec le 7-OHB[b]F (LQ = 0,9 pg/mg), tandis que le 12-OHB[b]F élue
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avec le 8-hydroxyB[K]F (8-OHB[k]F) (LQ = 0,9 pg/mg). Apres analyse des échantillons, aucun de

ces métabolites n’est quantifié dans le cerveau de rat (Grova et al. 2011).

Appliquant le méme protocole d’exposition, I’équipe mesure les métabolites dans les poils de rats
maéles Lister Hooded. La LQ est de 2 pg/mg de poils de rat pour les 2-, 10-, 11-OHBIb]F , 0,5
pg/mg pour le 8-OHBJ[b]F , 0,3 pg/mg pour les 1- et 7-OHBJ[b]F ainsi que les 12-OHB[b]F et 8-
OHBIK]F. Les rats Lister Hooded ayant un pelage noir et blanc, les métabolites sont quantifiés dans
les poils des deux couleurs. En moyenne (quartiles), 1,01 (0,5-1,47) pg de 8-OHB[b]F/mg de poils
blancs et 0,6 (<LOQ-0,81) pg de 8-OHB[b]F/mg de poils noirs sont mesurés aprés exposition a 1
mg/kg de mélange de HAP. A la plus forte dose, les 1- et 7-OHBJ[b]F sont détectés mais leurs

niveaux restent inférieurs a la LQ (Grova et al. 2013).
11.3.3.Métabolisme et cancérogénicité

Le métabolisme du B[b]F a été peu étudié et les théories quant a son mécanisme d’action et
I’identité de son métabolite cancérogeéne ultime se sont succédées au cours des années. Entre les
années 80 et 90, une équipe de I’institut américain « Naylor Dana Institute for Disease Prevention »

a publié la majorité des études menées sur le B[b]F.

La premiere correspond a une étude de la phase d’initiation, étape primaire de la cancérogénése, par
le B[b]F et le B[b]F-9,10-trans-dihydrodiol (B[b]F-9,10-diol) sur la peau dorsale de souris femelles
albinos CD-1. Les résultats montrent que le B[b]F-9,10-diol et le B[b]F initient autant de tumeurs
cutanées. Les auteurs émettent ainsi I’hypothése que le 9,10-dihydrodiol-11,12-époxyde-B[b]F ,
métabolite résultant de la conversion du B[b]F-9,10-diol, est le métabolite cancérogéne ultime du
B[b]F (LaVoie et al. 1982). La deuxiéme étudie le métabolisme du B[b]F (250 ug) par des extraits
de foie de rat (prétraités a I’ Aroclor 1254). Les métabolites majoritairement produits sont les 5-, 6-
ainsi que le 4- ou le 7-OHBI[b]F car I’identification de ce dernier métabolite est incertaine. Deux
dihydrodiols sont également identifiés : le B[b]F-11,12-trans-dihydrodiol, majoritaire, et le B[b]F-
1,2-dihydrodiol (présumé en conformation trans), minoritaire. En revanche, aucune trace de B[b]F-
9,10-diol n’est décelée au cours de cette é¢tude (Amin et al. 1982). En 1984, 1’équipe explore la
mutagénicité des B[b]F-1,2-trans-dihydrodiol et B[b]F-11,12-trans-dihydrodiol sur Salmonella
typhimurium, une bactérie modéle utilisée pour le screening des xénobiotiques mutagénes (test
d’Ames). Les auteurs concluent que ces dihydrodiols du B[b]F ne peuvent pas étre responsables de
la mutagénicité du B[b]F au vu de leurs niveaux de production ou de leurs pouvoirs mutagenes
(Amin et al. 1984). En 1985, les chercheurs adoptent une nouvelle stratégie : ils étudient le pouvoir
mutagéne et cancérogéne sur S. typhimurium et peau dorsale de souris du B[b]F substitué avec des

groupements méthyl (-CH3) a différentes positions. Cette substitution bloque certaines voies
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métaboliques et permet en théorie d’identifier les métabolites impliqués dans la génotoxicité¢ du
B[b]F. Leurs expériences mettent en évidence d’autres métabolites candidats possibles pour
expliquer le pouvoir cancérogene du B[b]F : le B[b]F avec des groupements époxydes en position
4,5-,6,7- et 11,12- (Amin et al. 1985).

En 1987, I’équipe s’intéresse au métabolisme in vitro et in vivo du B[b]F aprés amélioration de
leurs méthodes d’analyse, mais aussi a sa cancérogénicité in vivo. In vitro, le B[b]F (500 ug) était
majoritairement métabolisé en 4-, 5-, 12-OHB[b]F et B[b]F-11,12-trans-dihydrodiol par la fraction
S-9 des foies de rats prétraités a 1I’Aroclor 1254. Les 6-, 11-OHB[b]F et B[b]F-1,2-trans-
dihydrodiol sont produits en moins grandes quantités. Les auteurs mettent en évidence la conversion
du B[b]F-9,10-diol en trans-5- et trans-6-OH-9,10-dihydrodiolB[b]F par des microsomes de rats, ce
qui pourrait expliquer I’impossibilité de quantifier le B[b]F-9,10-diol. Apres application de B[b]F
(70 nmol) sur la peau de souris femelle CD-1, les métabolites sont extraits de 1’épiderme des souris
et quantifiés. L’épiderme produisait majoritairement les 4-, 5, 6- et 12-OHB[b]F, puis le B[b]F-
11,12-trans-dihydrodiol tandis que les quantités de B[b]F-1,2-trans-dihydrodiol formé sont faibles.
Une grande proportion des 4-, 5-, 6- et 12-OHB[b]F sont glucurono- et sulfo-conjugués. Aucune
trace de B[b]F-9,10-diol, trans-5- ou trans-6-OH-9,10-dihydrodiolB[b]F n’est mesurée. In vivo, il
est cependant possible que ces métabolites aient rapidement diffusé dans 1’organisme. Les auteurs
testent également le potentiel cancérogene de plusieurs métabolites du B[b]F mais seul le B[b]F-
9,10-diol a une activité d’initiation conséquente, égale a celle du B[b]F. L’étude révéle cependant la
formation de plusieurs adduits a I’ADN aprés exposition au B[b]F. En résumé, les résultats ne
parviennent pas a démontrer que le B[b]F-9,10-diol est le métabolite carcinogéne proximal du
B[b]F, mais les auteurs émettent 1I’hypothése que les 9,10-dihydrodiol-4,5-époxyde-B[b]F et 9,10-
dihydrodiol-6,7-époxyde-B[b]F pourraient étre responsables de sa cancérogénicité (Geddie et al.
1987). En 1989, I’équipe applique du B[b]F et du B[b]F substitué par des groupements fluorés a
différentes positions sur la peau de souris femelles CD-1. lls quantifient ensuite le nombre de
tumeurs produites et étudient le profil d’adduits a ’ADN formés. Les résultats obtenus sont
difficiles a interpréter mais démontrent ’existence de plusieurs adduits a ’ADN et donc de

plusieurs voies de bioactivation possibles du B[b]F (Weyand et al. 1989).

D’autres laboratoires se sont ensuite intéressés a la cancérogénicité du B[b]F. En 1990, une étude
comparant le pouvoir d’initiation de plusieurs molécules sur peau de souris femelles CD-1 confirme
que le B[b]F est un initiateur de tumeur. Les résultats indiquent une implication de la région de Bay
et donc du 9,10-dihydrodiol-11,12-époxyde-B[b]F (Weyand et al. 1990). En 1993, un nouvel essai
de tumorigénicite du B[b]F et de ses métabolites sur peau de souris femelles CD-1 prouve que le

trans-5-hydroxy-9,10-dihydrodiol B[b]F induit autant de tumeurs que le B[b]F tandis que le trans-6-
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hydroxy-9,10-dihydrodiolB[b]F est peu cancérogéne. Le profil d’adduits a I’ADN formé par le
B[b]F comptabilise un adduit majeur et 4 adduits mineurs. Le trans-5-hydroxy-9,10-
dihydrodiolB[b]F est responsable de I’adduit majeur et de 1'un des adduits mineurs formé par le
B[b]F, soit 58% des adduits a ’ADN formés par le B[b]F. En comparaison, le trans-6-hydroxy-
9,10-dihydrodiolB[b]F n’induit la formation que de I’un des adduits mineurs du B[b]F. Cette étude
confirme ainsi que le B[b]F-9,10-diol est converti trans-5- et trans-6-hydroxy-9,10-
dihydrodiolB[b]F . L’article montre également que 20% de ces adduits a I’ADN sont dus au trans-
9,10-dihydrodiol-11,12-époxyde-B[b]F . En conclusion, le trans-5-hydroxy-9,10-dihydrodiol-
11,12-époxyde-B[b]F serait donc le métabolite cancérogéne ultime majoritaire du B[b]F (Weyand
et al. 1993b). En 1995, des recherches démontrent qu’aprés injection de B[b]F par voie
intrapéritonéal et quantification d’adénomes pulmonaires, le B[b]F est faiblement cancérogéne
comparativement au B[a]P et au DB[a,h]A. Le B[b]F forme 4 adduits a I’ADN et que ’adduit
majeur est formé par le trans-5-hydroxy-9,10-dihydrodiol-11,12-époxyde-B[b]F . Les auteurs
suggerent une métabolisation du 5-OHB[b]F en trans-5-hydroxy-9,10-dihydrodiol-11,12-époxyde-
B[b]F (Nesnow et al. 1995). Appliquant un protocole similaire, une troisieme étude publiée en 1996
confirme que I’adduit a ’ADN majoritaire du B[b]F est formé par le trans-5-hydroxy-9,10-
dihydrodiol-11,12-époxyde-B[b]F (Mass et al. 1996).

11.3.4.Synthese

Le métabolisme du B[b]F est détaillé a I’aide d’un schéma récapitulatif (Figure 30). Aucune étude
chez ’homme n’a pu étre identifiée. Les mesurages de biomarqueurs chez le rat échouent a
quantifier les métabolites du B[b]F. D’aprés les expériences in vitro et in vivo, les métabolites
majoritaires sont les 4-, 5-, 6-, 12-OHB[b]F et le B[b]F-11,12-trans-dihydrodiol. Ces études
révelent la pluralité des voies de bioactivation du B[b]F. La voie des triol-époxydes débute par les
formations des 5-, 6-OHB[b]F ou du B[b]F-9,10-diol et aboutit & la formation du trans-5-hydroxy-
9,10-dihydrodiol-11,12-époxyde-B[b]F et a celle du trans-6-hydroxy-9,10-dihydrodiol-11,12-
époxyde-B[b]F . La voie du diol-époxyde début par la formation du B[b]F-9,10-diol, ensuite
métaboliquement converti en trans-9,10-dihydrodiol-11,12-époxyde-B[b]F . D’aprés la littérature,
la génotoxicité du B[b]F serait majoritairement due au trans-5-hydroxy-9,10-dihydrodiol-11,12-
époxyde-B[b]F.
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Figure 30. Schéma simplifié du métabolisme du B[b]F. CYP450 : cytochrome P 450. EH : époxyde hydrolase. Ad. ADN :
adduits 2 ’ADN. En rouge : biomarqueurs potentiels, ou métabolites impliqués dans la génotoxicité du B[b]F.

11.4. Le benzo[k]fluoranthéne

11.4.1.Quantification de biomarqueurs urinaires chez I’lhomme
Aucune étude de screening de métabolites du B[K]F n’a pu étre répertoriée chez I’homme.
11.4.2.Quantification de biomarqueurs in vivo

Ces études sont globalement peu informatives pour les raisons précédemment évoquées.

Des phénols du B[K]F sont quantifiés dans une étude exposant 20 rats males de race Lister Hooded
a 0, 10, 100 et 1000 mg/kg d’un mélange de HAP solubilisés dans 1’huile végétale par voie
intrapéritonéale trois fois par semaine pendant 28 jours avant sacrifice. Les 3-hydroxyBI[k]F (3-
OHBI[K]F), 8-OHB[K]F et 9-hydroxyB[k]F (9-OHB[K]F) sont analysés par GC-MS/MS dans le
cerveau des rats. La méthode d’analyse ne permet pas de séparer individuellement aucun des
phénols du BIK]F : le 3-OHBIK]F élue avec le 4-OHB[a]P (LQ = 3,0 pg/mg), le 8-OHBIK]F avec le
12-OHBI[b]F (LQ = 0,9 pg/mg de cerveau), et le 9-OHB[K]F avec le 7-OHB[a]P (LQ = 1,2 pg/mg).
Aprés analyse des échantillons de cerveau, seuls les 8-OHB[K]F et 12-OHBIb]F sont détectés mais

les niveaux des phénols du B[K]F restent inférieurs a la LQ (Grova et al. 2011).
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Appliquant le méme protocole d’exposition, cette équipe quantifie ces métabolites dans les poils de
rats méles Lister Hooded. La LQ était de 2 pg/mg pour les 3-OHB[K]F et 4-OHB[a]P, 0,3 pg/mg de
poils de rat pour les 12-OHBJb]F et 8-OHBIK]F, 3,0 pg/mg pour le 9-OHBIK]F et le 7-OHBJ[a]P .
Les rats Lister Hooded ayant un pelage noir et blanc, les métabolites sont analyses dans les poils des
deux couleurs. Aucun de ces métabolites n’est détect¢é méme a la plus forte dose d’exposition
(Grova et al. 2013).

11.4.3.Métabolisme et cancérogénicité

Dans la littérature, il existe peu de données relative au le métabolisme et a la cancérogenicité du
B[Kk]F. Extrait de cendre de cigarettes et appliqué sur la peau de souris Swiss, le B[k]F ne possede
qu’une faible activité cancérogéne (Wynder and Hoffmann 1959). En 1980, une eétude du
métabolisme du B[K]F (250 ug) par la fraction S-9 de foie de rats identifie le B[K]F-8,9-trans-
dihydrodiol (B[k]F-8,9-diol) en tant que métabolite majoritaire du B[k]F. Ce metabolite est plus
mutageéne que le B[Kk]F sur Salmonella typhimurium (test d’Ames), mais uniquement en présence de
la fraction microsomale S-9. Ces résultats indiquent que le B[K]F-8,9-diol est probablement le
métabolite cancérogene proximal du B[K]F, converti par le suite en diol-époxyde (LaVoie et al.
1980). Applique sur la peau de souris femelle Swiss, le B[K]F est faiblement cancérogéne mais
initie toutefois des tumeurs cutanées. Alors qu’il est identifi¢ mutagéne lors du test d’Ames, le
B[k]F-8,9-dihydrodiol (présumé en conformation trans) est largement inactif sur la peau de souris.
Les auteurs concluent ainsi que le B[K]F est initiateur de tumeur mais n’est pas un cancérogene
complet, tandis que le B[k]F-8,9-dihydrodiol serait le métabolite mutagene proximal du B[K]F mais
ne serait pas cancérogéne. D’apres les auteurs, la cancérogénicité du B[k]F pourrait également venir
du B[K]F-8,9-époxyde (LaVoie et al. 1982). En 1988, les résultats du test d’Ames et du
métabolisme microsomale du B[K]F obtenus en 1980 sont confirmés. Les B[K]F-8,9-dihydrodiol
(présumé en conformation trans), 3-, 8- et 9-OHBJk]F sont les métabolites majoritaires du B[K]F
apres incubation avec des microsomes de foie de rats (prétraités a 1’Aroclor 1254), tandis que le
B[k]F-2,3-quinone est minoritaire. Le test d’Ames confirme que le B[K]F-8,9-dihydrodiol est le
métabolite le plus mutagéne du B[K]F (Weyand et al. 1988). Plus récemment, le métabolisme du
B[K]F sur lignée cellulaire humaine de cancer du sein T47D produit essentiellement des phénols du
B[K]F sous forme conjuguée. Le phénol principal est le 8-OHB[K]F (50,7 nM a 48h), suivi des 3-
(18,6 nM) et 9-OHBIK]F (11,4 nM). Les CYP1A1l et 1B1 extraits des cellules T47D produisent
majoritairement les 3-, 8-, 9-OHB[K]F ainsi que le B[k]F-8,9-diol, et minoritairement le B[k]F-2,3-
trans-dihydrodiol (Spink et al. 2008).
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11.4.4.Synthese

Le biotransformation du B[K]F est représentée a 1’aide d’un schéma récapitulatif (Figure 31). Il
n’existe aucune donnée relative au mesurage de métabolites urinaires du B[K]F chez I’homme. Les
études metaboliques in vivo n’apportent pas d’informations utiles du fait de la co-élution des
phénols du B[K]F avec d’autres métabolites. De maniére globale, la cancérogénicité du B[K]F
semble liée au métabolisme du B[k]F-8,9-diol, un des métabolites majoritaires du B[K]F, en diol-
époxyde. Cette théorie n’est cependant pas vérifiée et d’autres auteurs ont émis I’hypotheése d’une
réactivité directe du B[k]F-8,9-époxyde. Parmi les phénols, les 8- et 9-OHBJ[K]F conjugués, issus du

B[k]F-8,9-époxyde, apparaissent comme les biomarqueurs de détoxication les plus pertinents.
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Figure 31. Schéma simplifié du métabolisme du B[k]F. CYP450 : cytochrome P 450. EH : époxyde hydrolase. En rouge :
biomarqueurs potentiels, ou métabolites impliqués dans la génotoxicité du B[K]F.

11.5. Le benzo[j]fluoranthéne
11.5.1.Quantification de biomarqueurs urinaires chez I’lhomme
Aucune étude de screening de métabolites du B[j]F chez I’homme n’a pu étre répertoriée.
11.5.2.Quantification de biomarqueurs in vivo

Aucune étude de quantification de biomarqueurs du B[j]F chez I’animal n’a pu étre répertoriée.
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11.5.3.Métabolisme et cancérogénicité

En 1959, la premiére étude sur le B[j]F démontrait sur peau de souris Swiss que ce composé était un
cancérogéne complet (Wynder and Hoffmann 1959). En 1980, deux dihydrodiols du B[j]F
mutagenes sur S. typhimurium sont mis en évidence : le premier correspondait au B[j]F-9,10-trans-
dihydrodiol (B[j]F-9,10-diol), tandis qu’a 1’époque le second n’a pas pu étre identifié. Ces
dihydrodiols du B[j]F sont produits en quantités non-négligeables par des microsomes de foie de rat
(LaVoie et al. 1980). En 1982, une nouvelle étude sur peau de souris femelles CD-1 montre
cependant que le B[j]F-9,10-diol seul n’explique pas la cancérogénicité du B[j]F (LaVoie et al.
1982). En 1987, deux études s’intéressant au métabolisme du B[j]F sont publiées. La premiére
correspond a une étude du métabolisme du BJ[j]F (400 pg) par des homogénats de foie de rat
(prétraités a 1’Aroclor 1254). Deux métabolites majoritaires sont mis en évidence : le B[j]F-9,10-
diol, et le B[j]F-4,5-trans-dihydrodiol (B[j]F-4,5-diol) qui correspond au deuxiéme dihydrodiol
non-identifié dans la publication de Lavoie et al. en 1980. Cette expérience identifie également
quatre autres métabolites en quantités plus faibles : les 3-, 4-, 6- et 10-hydroxyB[j]F (OHB[j]F)
(Rice et al. 1987a). La deuxiéme est une étude cinétique du métabolisme du B[j]F par la peau de
souris femelle CD-1 in vivo. Entre 20 minutes et 4h d’exposition, la peau de souris est récupérée et
les métabolites extraits. Les métabolites majoritairement identifiés sont le B[j]F-9,10-diol (22 a
54% du total des métabolites extraits), suivi du 10-OHBJ[j]F (14 a 17%) et du B[j]F-4,5-diol (2 a
18%). Deux métabolites minoritaires, le 4-OHB[j]F (6 a 7%) et le B[j]F-4,5-quinone (5 & 6%), sont
¢galement quantifiés dans la peau de souris entre 20 et 40 minutes d’exposition. Les auteurs
étudient en outre la cancérogénicité des B[j]F-2,3-trans-dihydrodiol (B[j]F-2,3-diol), B[j]F-4,5-diol
et B[j]F-9,10-diol sur la peau de souris CD-1. Les résultats indiquent que le B[j]F-4,5-diol est plus
actif que le BJ[j]F-9,10-diol, ce qui confirme les conclusions de LaVoie et al. de 1982. L’activité
cancérogéne du BJj]F-2,3-diol est trés limitée. Les auteurs postulent alors sur une conversion du
B[j]F-4,5-diol en trans-4,5-dihydrodiol-6,6a-époxyde-B[j]F (Rice et al. 1987b).

En 1993, deux études révelent que 1’anti-4,5-dihydrodiol-6,6a-époxyde-BJ[j]F est responsable de la
majeure partie des adduits a I’ADN formé par le B[j]F sur S. Typhimurium mais aussi sur la peau de
souris femelles CD-1. La liaison de 1’anti-9,10-dihydrodiol-11,12-époxyde-B[j]F a I’ADN forme
des adduits mineurs du B[j]F a I’ADN. Le BJ[j]F-4,5-diol semble donc étre le principal métabolite a
I’origine de la cancérogénicité du B[j]F, par comparaison au B[j]F-9,10-diol qui y participe de
maniére limitée (Marshall et al. 1993; Weyand et al. 1993a). La méme année, I’injection en
intrapéritonéale a des souris nouveau-nés CD-1 de B[j]F, des B[j]F-4,5-diol et B[j]F-9,10-diol et de
leurs diol-époxydes en conformation syn et anti confirme ces résultats (LaVoie et al. 1994).

Toutefois en 1996, I’injection directe de trans-4,5-dihydrodiol-6,6a-époxyde-B[j]F et trans-9,10-
151



dihydrodiol-11,12-époxyde-B[j]F dans la glande mammaire montre que ce dernier induit plus de
tumeurs au niveau du tissu mammaire que le trans-4,5-dihydrodiol-6,6a-époxyde-BJ[j]F (Hecht et al.
1996).

11.5.4.Synthese

Le métabolisme du B[j]F est resume a I’aide d’un schéma simplifié (Figure 32). Aucun dosage de
biomarqueurs n’a pas été réalisé chez I’homme ou chez 1’animal. La cancérogénicité du BJ[j]F
semble provenir de 1’anti-4,5-dihydrodiol-6,6a-époxyde-B[j]F et du trans-9,10-dihydrodiol-11,12-
époxyde-BJj]F, formé respectivement a partir des B[j]F-4,5-diol et B[j]F-9,10-diol. Les 4-OHBJj]F

et 10-OHBJj]F sont les métabolites majeurs issus des voies de détoxication.
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Figure 32. Schéma simplifié du métabolisme du B[j]JF. CYP450 : cytochrome P 450. EH : époxyde hydrolase. Ad. ADN :
adduits a PADN. En rouge : biomarqueurs potentiels, ou métabolites impliqués dans la génotoxicité du B[j]F.

11.6. Le benzo[e]pyréne
11.6.1.Quantification de biomarqueurs urinaires chez I’homme
Aucune étude de screening de métabolites du B[e]P chez ’homme n’a été publiée.
11.6.2.Quantification de biomarqueurs in vivo

Aucune étude de quantification de biomarqueurs du B[e]P chez I’animal n’a pu étre répertoriée.
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11.6.3.Métabolisme et cancérogénicité

Le métabolisme du B[e]P a essentiellement été étudié sur des systémes microsomaux de rat
prétraités ou non avec des inducteurs enzymatiques (Aroclor 1254...). Les deux premicres études
du métabolisme du B[e]P paraissent en 1969. La premiere publication explore le métabolisme d’une
série de HAP par des homogénats de foie de rat et des cellules embryonnaires de souris. Le B[e]P-
4,5-dihydrodiol est le métabolite majoritairement produit lors de ces deux séries d’expériences,
tandis qu’un autre métabolite est potentiellement le 3-hydroxyB[e]P (3-OHB[e]P) (Sims 1970a). Le
méme auteur étudie ensuite le métabolisme du B[e]P par des préparations de foie ou des
microsomes de rat (pré traités ou non au 3-méthylcholanthrene). Le B[e]P-4,5-dihydrodiol (présumé
en conformation trans) est majoritairement produit (36 pmol/g foie de rat, microsomes de foie de
rat non-prétraités) suivi d’un phénol étant toujours hypothétiquement identifié comme le 3-
OHBIe]P (19 umol/g) (Sims 1970b). En 1980, une expérience de métabolisme du B[e]P par des
enzymes de microsomes de foie de rat (prétraités ou non au 3-méthylcholanthréne/phénobarbital)
confirme ces résultats. Le B[e]P-4,5-dihydrodiol (présumé en conformation trans) représente 29%
du total des métabolites, tandis que le deuxiéme métabolite du B[e]P le plus abondant est un phénol
(possiblement le 1-, 2- ou 3-hydroxyB[e]P (OHB[e]P)) comptant pour 15 a 20% du total des
métabolites. Le B[e]P-9,10-dihydrodiol (présumé en conformation trans), identifi¢é comme I’un des
métabolites cancérogéne proximale du B[e]P, représente moins de 1 % du total des métabolites
(MacLeod et al. 1980). L’incubation de B[e]P avec des cellules embryonnaires de hamster HEC
pendant 96h montre que le B[e]P-4,5-dihydrodiol (présumé en conformation trans) (1,85 dpm.10-
6/5 cultures), puis le 3-OHBJ[e]P (0,17 dpm.10-6/5 cultures) sont les métabolites majoritaires et
identifiés du B[e]P. Le B[e]P-9,10-dihydrodiol (présumé en conformation trans) est largement
minoritaire (0,2 % du métabolisme total). Cette étude quantifie également deux autres métabolites
abondants (respectivement 2,13 et 0,73 dpm.10-6/5 cultures), sans réussir a les identifier. Les
auteurs affirment que ces composés n’appartiennent néanmoins pas a la voie métabolique du B[e]P-
9,10-dihydrodiol (MacLeod et al. 1982). Une autre expérience du métabolisme du B[e]P par des
microsomes de foie de rat (prétraités ou non avec des HAP, PCB, du phénobarbital...) confirme
également que le B[e]P-4,5-trans-dihydrodiol (B[e]P-4,5-diol) est le métabolite majoritaire du
B[e]P. Dans cette étude, le 1-OHBJ[e]P est produit en quantité plus élevée que le 3-OHB[e]P avec et
sans inducteur enzymatique. La différence est cependant minime selon les conditions
expérimentales : 0,3 nmol/mg de protéine microsomale en 3-OHB[e]P et 0,5 nmol/mg en 1-
OHBJe]P sans inducteur enzymatique. Les niveaux de B[e]P-9,10-trans-dihydrodiol (B[e]P-9,10-

diol) sont globalement trop faibles pour étre quantifiés (Jacob et al. 1983).
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En parall¢le de 1’é¢tude du métabolisme, les chercheurs étudient la cancérogénicité et la mutagénicité
du B[e]P. En 1979, une étude montre ainsi que le B[e]P, le B[e]P-9,10-diol et le B[e]P-4,5-diol ne
sont pas mutagénes lors du test d’Ames. L’étude du métabolisme du B[e]P-9,10-diol par des
microsomes de foie de rat indique sa conversion en trois hydroxy-9,10-dihydrodiolB[e]P et un
tétraol, le 4,5,9,10-tetrahydroxy-4,5,9,10-tetrahydroB[e]P. Aucune trace de conversion en diol-
¢poxyde n’est cependant observée, ce qui pourrait expliquer I’absence de mutagénicité observée
lors du test d’Ames (Wood et al. 1979). En 1980, des chercheurs confirment que le B[e]P et ses
dérivés métaboliques ont peu ou n’ont pas de cancérogenicité sur la peau de souris femelles CD-1 et
chez le nouveau-né de souris Swiss-Webster par injection intrapéritonéale (Buening et al. 1980).
Aprés injection des anti- et syn-9,10-dihydrodiol-11,12-époxyde-B[e]P en intrapéritonéale a des
souris nouveaux-nes, le premier provoque une légére augmentation de I’incidence de tumeurs
pulmonaires tandis que le deuxiéme induit une large augmentation du nombre de tumeurs
hépatiques. Les diol-époxydes du B[e]P-9,10-diol possedent ainsi une activité cancérogéene,
contrairement au B[e]P et au B[e]P-4,5-diol. L’absence de cancérogénicité du B[e]P pourrait ainsi
venir de sa non métabolisation & la fois en B[e]P-9,10-diol et en diol-époxyde (Chang et al. 1981).
Les diols-époxydes du B[e]P sont également mutagenes sur S. typhymurium et cellules de hamster
chinois V79, bien que leurs activités soient trés limitées en comparaison avec celles des diol-
époxydes du B[a]P (Wood et al. 1980). Cependant 1’anti-9,10-dihydrodiol-11,12-époxyde-B[e]P
montre une interaction limitée avec I’ADN de virus (Hsu et al. 1979). Incubé avec des cellules
embryonnaire de hamster HEF, le B[e]P n’interagit en réalité que trés peu avec les macromolécules
telles que I’ADN, I’ARN ou les protéines. L’explication est que sa biotransformation en B[e]P-4,5-
diol (69,6% des métabolites du milieu), puis phénol (21,9%) est trés majoritaire tandis qu’aucune
trace de B[e]P-9,10-diol n’est mesurée (MacLeod et al. 1979).

11.6.4.Synthese

La biotransformation du B[e]P est détaillée a 1’aide d’un schéma récapitulatif (Figure 33). Aucune
donnée relative a la quantification de biomarqueurs n’est disponible chez I’homme ou chez
I’animal. D’apres cette revue de la littérature et d’autres (IARC 2010), les éléments démontrant la
cancérogenicité du B[e]P sont limités. Cette absence de cancérogénicité pourrait s’expliquer de
plusieurs maniéres : (1) le B[e]P n’est pas ou peu converti en diol-époxyde au niveau de la région
de Bay, dont I’encombrement stérique parait important. (2) Les diol-époxydes du B[e]P ne
possédent qu’une réactivité limitée avec les macromolécules dont I’ADN. Quelques études
montrent cependant une cancérogénicité des anti- et syn-9,10-dihydrodiol-11,12-époxyde-BJ[e]P,
hypothétiquement formés a partir du B[e]P-9,10-diol. Enfin, les métabolites les plus fréquemment

détectés en tant que dérivés métaboliques majoritaires sont le 3-OHBJ[e]P et le B[e]P-4,5-diol.
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Figure 33. Schéma simplifié du métabolisme du B[e]P. CYP450 : cytochrome P 450. EH : époxyde hydrolase. Fléche
hachurée : voie métabolique hypothétique. En rouge : biomarqueurs potentiels, ou métabolites impliqués dans la génotoxicité
du BJe]P.

1.7, Le dibenzo[a,h]anthracene

11.7.1.Quantification de biomarqueurs urinaires chez I’lhomme
Aucune étude de screening de métabolites du DB[a,h]A chez ’homme n’a pu étre répertoriée.
11.7.2.Quantification de biomarqueurs in vivo

Le 3-hydroxyDB[a,h]A (3-OHDBJ[a,h]A) est quantifié par GC-MS/MS dans une étude exposant 20
rats males de race Lister Hooded a 0, 10, 100 et 1000 mg/kg d’un mélange de HAP solubilisés dans
I’huile végétale par voie intrapéritonéale trois fois par semaine pendant 28 jours avant sacrifice. La
LQ est de 1,2 pg/mg de cerveau de rat. Le 3-OHDB[a,h]A n’est jamais détecté dans aucun
échantillon (Grova et al. 2011).

Appliquant le méme protocole d’exposition, cette équipe quantifie cette fois le 3-OHDBJ[a,h]A dans
les poils de rats males Lister Hooded. La LQ est de 10 pg/mg de poils. Les rats Lister Hooded ayant
un pelage noir et blanc, le 3-OHDB[a,h]A est analysé dans les poils des deux couleurs mais n’est

détecté dans aucun des échantillons (Grova et al. 2013).
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11.7.3.Métabolisme et cancérogénicité

En 1965, une premiére étude du métabolisme du DB[a,h]A par des homogénats de foie de rat
détectait les 3-OHDB[a,h]A et 4-hydroxyDB[a,h]A (4-OHDBJa,h]A), mais aussi les dihydrodiols
en position 1,2-, 3,4 et 5,6- (présumés en conformation trans). A cette époque, 1’identification des
métabolites est toutefois expérimentale dans de nombreux cas car peu de standards sont synthétisés
(Boyland and Sims 1965). Quatre ans plus tard, une autre étude de métabolisme par des microsomes
et des homogénats de foie de rat (prétraités ou non au 3-méthylcholanthrene) identifie et quantifie
les métabolites du DBJ[a,h]A. Le DBJ[a,h]A-3,4-dihydrodiol (28 pmoles/g de foie de rat,
microsomes de foie de rat non traité), le 3-OHDBJ[a,h]A (21 pmoles/g), le DB[a,h]A-5,6-
dihydrodiol (17 pmoles/g) et le 4-OHDBJ[a,h]JA (15 umoles/g) constituent les métabolites
majoritaires du DBJ[a,h]A tandis que le DB[a,h]A-1,2-dihydrodiol (4 pmoles/g) est plus minoritaire.
Les dihydrodiols étudiés dans cette publication sont présumés étre en conformation moléculaire
trans (Sims 1970b). En 1979, Nordqvist et al. confirment que le DB[a,h]A-3,4-trans-dihydrodiol
(DB[a,h]A-3,4-diol) est le métabolite majoritaire formé par les microsomes de foie de rat prétraités
ou non au phénobarbital, au 3-Méthylcholanthréne ou a I’Aroclor 1254 (26% du total des
métabolites, microsomes contréles). En revanche, cette étude identifie le DB[a,h]A-1,2-trans-
dihydrodiol (DBJ[a,h]A-1,2-diol) comme métabolite secondaire (8,3%) et ne détecte que des traces
de DBJa,h]A-5,6-trans-dihydrodiol (1,9%). Les auteurs n’arrivent pas a discriminer les phénols des
deux fractions phénoliques obtenues (respectivement 14 et 33% des métabolites). 17% des
métabolites restent non-identifiés. Cette étude présente également des preuves de formation de 3,4-
dihydrodiol-1,2-époxyde-DB[a,h]A donné comme le métabolite cancérogéne ultime du DBJ[a,h]A
par la théorie de la région de Bay (Nordqvist et al. 1979). Apres exposition de peau de souris male
Swiss en culture a du DBJ[a,h]A et quantification des dihydrodiols libres, le DB[a,h]A-3,4-diol est
le métabolite majoritaire (0,3 nmol) tandis que les DB[a,h]A-1,2-diol et DBJ[a,h]A-5,6-trans-
dihydrodiol libres ne représentent qu’une faible portion du métabolisme (respectivement 0,01 et
0,03 nmol) (MacNicoll et al. 1980). Plus récemment, Shou et al. expriment plusieurs CYP450
humains (CYP1A1, CYP3A4...) en lignée cellulaire hépatique transformée HepG2 et les purifiaient
avant d’étudier leur participation au métabolisme du DB[a,h]A. Deux CYP450, le CYP1A2 et le
CYP2C9, sont particulierement actifs dans la conversion métabolique du DB[a,h]A. Le CYP1A2
produise majoritairement du DB[a,h]A-1,2-diol (286,2 pmol/min,nmol de substrat contre 94,0
pmol/min,nmol de DBJ[a,h]A-3,4-diol) alors que le CYP2C9 produit majoritairement du DB[a,h]A-
3,4-diol (223,3 pmol/min,nmol contre 68,6 pmol/min,nmol de DB[a,h]A-1,2-diol). Les auteurs
extraient ensuite les microsomes de foie de 14 donneurs humains non-fumeurs et non-alcooliques.

Les profils metaboliques alors obtenus aprés incubation avec 100 uM de DB[a,h]A montrent un
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métabolisme différent de celui obtenus dans les études précédentes avec des microsomes de foie de
rat : DB[a,h]A-1,2-diol > DB[a,h]A-3,4-diol > Diphénols > total phénols > DB[a,h]A-5,6-trans-
dihydrodiol (Shou et al. 1996).

Parallelement a ces études de métabolisme, les scientifiques explorent les mécanismes de
cancérogénicité du DB[a,h]A. En 1979, Buening et al. étudient la cancérogenicité du DBJ[a,h]A et
de ses trois trans-dihydrodiols in vivo sur la peau de souris femelle CD-1 ainsi que sur des nouveau-
nés souris Swiss. Les souris exposées au DB[ah]A et le DB[a,h]A-3,4-diol développent
approximativement autant de cancers que celles exposées au DB[a,h]A tandis que les DB[a,h]A-
1,2-diol et DB[a,h]A-5,6-trans-dihydrodiol sont peu de cancérogenes (Buening et al. 1979). Le
DB[a,h]A est d’ailleurs mutagéne lors du test d’Ames. Le 1,2,3,4-tetrahydroxy-1,2,3,4-
tetrahydroDBJ[a,h]A, produit de 1’hydrolyse du 3,4-dihydrodiol-1,2-époxyde-DB[a,h]A, est détecté
apreés incubation de DBJ[a,h]A avec la fraction S9 ou des microsomes isolés de foie de rats (Lecoq et
al. 1989). Ces deux études démontrent que le DB[a,h]A-3,4-diol et le 3,4-dihydrodiol-1,2-époxyde-
DB[a,h]A sont respectivement les métabolites cancérogenes proximales et ultimes du DB[a,h]A.
Apres injection de DB[a,h]A en intrapéritonéale a des rats A/J male, le DB[a,h]A est plus
cancérogene que le B[a]P. 5 adduits a I’ADN résultent de I’interaction entre I’ADN et le DB[a,h]A
apres biotransformation. L’adduit majeur et deux adduits mineurs proviennent de I’activation
métabolique du trans-trans-3,4,10,11-tetrahydroxy-3,4,10,11-tetrahydroDB[a,h]A (ou DB[a,h]A-
3,4,10,11-bis-dihydrodiol), tandis que les deux autres adduits se forment aprés interaction entre le
anti-3,4-dihydrodiol-1,2-époxyde-DB[a,h]A avec ’ADN (Nesnow et al. 1995).

11.7.4.Synthese

Le métabolisme du DB[a,h]A est résumé a I’aide d’un schéma récapitulatif (Figure 34). Aucune
¢tude n’a pu étre répertoriée chez I’homme et les niveaux sont indétectables chez le rat. Peu
d’informations sont disponibles dans la littérature concernant le métabolisme et la cancérogénicité
du DBJ[a,h]A. Toutes les données indiquent que le DB[a,h]A-3,4-diol est le métabolite cancérogéne
proximal du DB[a,h]A. Ce metabolite serait ensuite activé en diol-époxyde et bis-dihydrodiol a
travers différentes voies métaboliques. Avec le DB[a,h]A-1,2-diol, le DB[a,h]A-3,4-diol est un
métabolite majoritaire du DBahA, alors que les 3- et 4-OHDB[a,h]A sont minoritaires d’apres les

études les plus récentes.
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Dibenzo[a,h]anthracéne

Tétraol Bis-dihydrodi
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Figure 34. Schéma simplifié du métabolisme du DB[a,h]A. CYP450 : cytochrome P 450. EH : époxyde hydrolase. Ad. ADN :
adduits 2 ’ADN. En rouge : biomarqueurs potentiels, ou métabolites impliqués dans la génotoxicité du DB[a,h]A.
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11.8. Conclusion

L’étude du métabolisme et des mécanismes de cancérogénicité des 7 HAP particulaires a permis
I’élaboration d’une liste de métabolites qui constituent des biomarqueurs pouvant étre impliqués

dans la cancérogeénicité mais aussi dans les voies de détoxication de ces HAP (Tableau 4).

Tableau 4. Résumé des biomarqueurs d'intéréts d'apres revue de la littérature. Vert : degré de confiance élevé; Orange :
degré de confiance moyen; Rouge : degré de confiance faible.

HAP Biomarqueurs potentiels Bioactivation Détoxification

B[a]A 3-OHBJ[a]A X
B[a]A-3,4-diol X
B[a]A-8,9-diol X

Chr 3-OHChr X
6-OHChr X
Chr-1,2-diol X
Chr-3,4-diol X

B[b]F 4-OHB[b]F X
5-OHB[b]F X
6-OHB([b]F X
12-OHB[b]F X
B[b]F-9,10-diol X
B[b]F-11,12-diol X

B[k]F 8-OHB[k]F X
9-OHBIK]F X
B[k]F-8,9-diol X

BLjIF 4-OHB[j]F X
10-OHB[j]F X
B[j]F-4,5-diol X
B[j]F-9,10-diol X

B[e]P 3-OHBJe]P X
B[e]P-4,5-diol X
B[e]P-9,10-diol L x 1

DB[a,h]A |3-OHDBJa,h]A X
4-OHDB[a,h]A X
DB[a,h]A-1,2-diol X
DBJ[a,h]A-3,4-diol X

159




11, Sélection de composés purs et commercialisés

Dans la littérature, la plupart des études sur le métabolisme des HAP particulaires datent de la fin du
20° siécle. La quasi-totalité des auteurs se procuraient les standards de métabolites auprés de
I’organisation indépendante américaine MRIGlobal, étant par ailleurs quasiment 1’unique
fournisseur pour ce type de standards. Malheureusement, la production de ces standards dépendait
d’un contrat gouvernemental arrivé a expiration en 2011. Les standards encore disponibles chez
MRIGlobal sont ainsi des reliquats de ce contrat ce qui explique que la liste des standards
disponibles soit sensiblement différente de celle originellement établie aprés la synthése de la
littérature. De ce fait, pour le B[b]F, le 12-OHB[b]F a été remplacé par le 10-OHBI[b]F qui est
également un métabolite issu des voies de detoxification. Pour le B[j]F, seul le B[j]F-2,3-diol était
disponible mais aucun métabolite du DB[a,h]A ne 1’était. Par conséquent aucun biomarqueur n’a pu

étre développé pour ce HAP particulaire (Tableau 5).

Lors de I’achat des métabolites des HAP particulaires, MRIGlobal accompagnait chaque standard
d’une fiche de renseignements détaillant ses caractéristiques moléculaires et analytiques. Cette fiche
précisait notamment la pureté des métabolites ainsi que le nombre d’année dans I’inventaire avant la
vente (Tableau 5). Lors des premiéres injections en GC-MS/MS, le Chr-1,2-diol et le B[a]A-3,4-
diol présentaient trois pics chromatographiques distincts lors de leur analyse alors que les 3-OHChr,
6-OHChr et 3-OHB[a]A ne présentaient qu’un seul pic chromatographique. Bien que d’aprés les
données fournies par MRIGIobal, ces dihydrodiols étaient respectivement purs a 95 et a 99%,
I’ensemble des dihydrodiols furent analysés en HPLC-UV a 254 nm (Figure 35). Sur 5 des 9
chromatogrammes, un unique pic majoritaire apparaissait indiquant la pureté du standard (en vert
sur le Tableau 5). Par contre, la présence de nombreux pics sur les chromatogrammes des autres
dihydrodiols signalait la présence d’impuretés en solution avec les standards (en rouge sur le
Tableau 5).. Ces impuretés peuvent correspondre a des résidus produits lors de la synthese des
métabolites, mais également a des molécules issues de la dégradation progressive des standards au
cours de leur stockage chez MRIGIlobal. Outre les probléemes chromatographiques posés par ces
impuretés, quantifier des échantillons biologiques avec des standards potentiellement dégradés est
inenvisageable. Parmi les dihydrodiols, la suite du projet fut ainsi menée sur les B[a]A-8,9-diol,
B[k]F-8,9-diol, B[j]F-2,3-diol, ainsi que les B[e]P-4,5-diol et B[e]P-9,10-diol.
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Tableau 5. Liste des métabolites obtenus suite a la synthése de la littérature et la disponibilité chez MRIGIlobal, pureté des
standards acquis, Age des standards au moment de ’achat. Vert : dihydrodiols sans impuretés ; Rouge : dihydrodiols avec
impuretés

HAP Biomarqueurs potentiels Pureté | Age (années)
Bla]A 3-OHB[a]A 97% 3
B[a]A-8,9-diol 99% 31
Chr 3-OHChr 99% 3
6-OHChr 99% 11
BLb]F 10-OHB[b]F 100% 31
85% 31
90% 18
B[K]F 8-OHB[K]F 98% 14
9-OHB[k]F 99% 24
B[K]F[8,9-diol 97% 31
BL/IF B[j]F-2,3-diol 86% 20
B[e]P 3-OHBJ[e]P 91% 18
B[e]P-4,5-diol 99% 14
B[e]P-9,10-diol 98% 17
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Figure 35 : Chromatogramme HPLC-UV a 254 nm pour I'ensemble des dihydrodiols ; A : B[a]A-3,4-diol, B : B[a]A-8,9-diol,
C : B[b]F-9,10-diol, D : B[b]F-11,12-diol, E : B[K]F[8,9-diol, F : Chr-1,2-diol, G : B[j]F-2,3-diol, H : B[e]P-4,5-diol, | : B[e]P-
9,10-diol.
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IV. Choix de I’étalon interne

En spectrométrie de masse, la réponse du détecteur varie au cours du temps et n’est pas
parfaitement proportionnelle a la concentration de [’analyte cible. Pour corriger ce biais,
I’étalonnage se fait par ajout d’une quantité connue d’étalon interne aux échantillons. Cet étalon est
une molécule qui est naturellement absente de I’échantillon et qui est distinguable des analytes,
mais posséde des propriétés physico-chimiques analogues. Lors du protocole d’analyse, 1’étalon
interne se comporte ainsi de la méme maniére que les molécules d’intérét a quantifier. Par
conséquent, il subit les mémes variations d’intensité¢ (instrumentales, erreurs de prises
d’échantillons...) dans la détection. En calculant le rapport analyte/étalon interne, il est ainsi

possible de s’affranchir des variations analytiques.

Dans le cadre du développement analytique des métabolites des HAP particulaires, le 3-
hydroxy[**Cs]benzo[c]phénanthréne (3-OHB[c]P **Ce) (MRIGIlobal, Etats-Unis, ref 1146), le 6-
hydroxy[**Cs]chryséne (6-OHChr *3Cs) (Cambridge Isotope Laboratories Inc, Etats-Unis, ref CLM-
4860-T-1.2) et le 1-hydroxy[**Cg]pyréne (1-OHP *Cg) (Cambridge Isotope Laboratories Inc, Etats-
Unis, ref CLM-9012-1.2) ont été choisis en tant qu’étalons internes. Il s’agit de métabolites de HAP
particulaires marqués au carbone 13. L’idéal est de posséder un équivalent marqué pour chaque
métabolite de chaque HAP particulaire, cependant les possibilités commerciales sont limitées. Les
étalons internes sélectionnés sont néanmoins chimiquement proches des métabolites d’intéréts et

permettent de corriger les variations de la réponse inhérente a la GC-MS/MS.
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V. Conclusion

Aprés étude de la littérature, acquisition des standards disponibles chez MRIGlobal et vérification

de leur pureté, la liste des métabolites dont le dosage en GC-MS/MS sera développé est détaillée

dans le Tableau 6. La liste des étalons internes et leur formule est détaillée dans le Tableau 7.

Tableau 6. Liste finale des métabolites sélectionnés apreés étude de la littérature et vérification de leur pureté.

HAP Liste des standards Formule développée
B[a]A 3-OHB[a]A ‘ oH
B[a]A-8,9-diol o @
\[()J\“K‘ML;/DKJ
Chr 3-OHChr //\U\j\
N RN
\/\‘VAJ/
6-OHChr 0
B[b]F 10-OHBI[b]F
O~
=(_10)
Q)
N/
B[k]F 8-OHB[K]F 5
9-OHBIKIF e
LT
B[k]F-8,9-diol M\
[k] o
Y
BLIF B[j]F-2,3-diol N on
‘ﬁ‘ j/ [ o
\*/EL“i%‘i>
B[e]P 3'0HB[€]P II(xT,\\
(X0
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Suite du tableau 6

B[e]P-4,5-diol

B[e]P-9,10-diol

Tableau 7. Liste des étalons internes et leurs formules développées.

HAP

Liste des standards

Formule développée

Etalons internes

3-OHBJ[c]P 2c¢

-

J’*»’\ N oH
G0
%, Z

6-OHChr Cq

1-OHP 3Cg

‘ Ao,
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Chapitre 4 : Etude de I’absorption cutanée et du métabolisme
des HAP particulaires en conditions d’expositions

professionnelles
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I. Contexte scientifique

L’¢évaluation de I’effet cocktail des mélanges complexes de HAP constitue I'un des challenges
majeurs en termes d’évaluation du risque sanitaire li¢ aux expositions aux HAP. La composition de
ces mélanges est de surcroit variable et dépend des sources et des installations industrielles.
Toutefois, la cancérogénicité des mélanges de HAP résulte essentiellement de la fraction
particulaire, et particulierement du B[a]P. La contamination de la peau par les HAP constitue 1’une

des principales voies d’entrée chez les travailleurs, responsable de cancers cutanés.

La cancérogénicité des HAP est un processus comportant plusieurs étapes, dont 1’absorption et la
bioactivation. Ces deux étapes de la cancérogénése ont lieu dans le tissu cutané et sont bien
caractérisées pour certains HAP. A contrario, I’influence des mélanges complexes sur ces processus

est méconnue.

Lors de certaines activités professionnelles, la contamination de la peau par les HAP est combinée
avec une irradiation par les rayonnements UV solaires, provoquant un exces de cancers. Les
rayonnements UV impactent la structure de 1’épiderme, dont le stratum corneum, et du derme,
réduisant la fonction de barriéere de la peau. Ainsi, la perméabilité de la peau envers certains
xénobiotiques est accrue et pourrait de méme étre augmentée pour les HAP. Les UV induisent
I’expression des enzymes du métabolisme, dont les CYP450, ce qui renforce la génotoxicité des
HAP et pourrait augmenter leur absorption cutanée. Toutefois, des résultats contradictoires ont
récemment ¢été observés, indiquant le besoin d’études complémentaires. Enfin, les HAP et leurs
métabolites sont photosensibles, ce qui pourrait aussi augmenter leur toxicité et/ou aggraver

I’altération de la barriére cutanée provoquée par les UV.

L’objectif de ce travail est d’étudier I’impact de la composition des mélanges complexes, de la dose
et de Dlirradiation simultanée de la peau par les UV solaires sur 1’absorption cutanée et le
métabolisme des HAP sur des explants ex vivo de peau humaine, dans des conditions
expérimentales proches des expositions professionnelles afin d’améliorer 1’évaluation du risque

cancérogeéne.

Il. Deéveloppement analytique

Dans un premier temps, 1’objectif était de développer une méthode d’analyse pour 1’ensemble des
métabolites des HAP particulaires en GC-MS/MS, plus spécifique que la chromatographie liquide
couplée a un détecteur a fluorescence. Une étape préalable de dérivatisation était toutefois

nécessaire afin de rendre les composés plus volatiles.
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L’appareillage consistait en une chromatographie gazeuse Agilent 7890B avec un injecteur
multimode couplé avec détecteur de masse quadrip6le Agilent 7000C avec une source d’ionisation
en impact électronique. Afin d’atteindre la plus grande spécificité possible tout en préservant la
sensibilité de la méthode, le mode « Multiple Reaction Monitoring » (MRM), dont le principe est la
mesure simultanée de plusieurs transitions énergétiques, a été adopté. La méthode a été mise au
point d’aprés les documents de support fournis par Agilent. Le développement de la méthode de
détection s’est déroulé en quatre étapes : sélection des transitions énergétiques, optimisation des
énergies de collision (test de 1 a 50 eV), du dwell time et du gain (test de 1 a 50). L’optimisation de
I’énergie de collision et du dwell time a été réalisée a 1’aide des logiciels « Design experiments » et
« Analyze experiments » développés par Agilent. Concernant la séparation chromatographique, les
colonnes DB-XLB et DB-5MS produites par Agilent ont été testées. La colonne DB-XLB, sensible
a la pyridine nécessaire a 1’étape de dérivatisation, présentait une diminution trés rapide du signal
lors d’injections successives. Ainsi, la colonne DB-5MS, plus stable et permettant une bonne
séparation analytique doublée d’une bonne résolution, a été sélectionnée. Les parametres finaux de

la méthode de détection et de séparation sont détaillés dans 1’article scientifique.

Au cours de cette mise au point, les B[e]P-9,10-diol et B[j]F-2,3-diol furent éliminés du pool de
métabolites analysables. En effet, les transitions obtenues en impact électronique pour le B[e]P-
9,10-diol étaient trop peu spécifiques pour 1’analyse de ce composé dans des matrices complexes.
Lors d’essais a des concentrations de 1’ordre du mg/L, aucun signal ne fut détecté pour le B[j]F-2,3-
diol alors que cette gamme de concentration était bien supérieure a celle attendue dans les futurs
¢chantillons (de I’ordre du pg/L). Malgré des tests supplémentaires (renouvellement des solutions

de travail, changement de la colonne), aucun signal ne fut identifié pour le B[j]F-2,3-diol.
I11. Matériel et Méthodes

Dans un premier temps, des mélanges de HAP ont été extraits de composés industriels dérivant du
brai de houille (CTP) ou du coke de pétrole (PC). Apres analyse du profil en HAP des extraits, les
mélanges ont été ajustés a 1 et/ou 10 nmol de B[a]P (PC-I-1, CTP-I-1 et CTP-I-10). De plus, le
profil en HAP de I’extrait de brai de houille a 10 nmol de B[a]P a fidélement été reconstitué a I’aide

de standards analytiques (CTP-S-10).

A Pinstar du travail précédent, les échantillons de peau humaine ont été obtenus aprés opération
chirurgicale de réduction mammaire et transportés en moins d’une heure jusqu’au laboratoire. Les
explants ont ensuite été traités selon plusieurs protocoles. Dans une premiere expérience, les
cinétiques de pénétration et de métabolisme du CTP-S-10 (24, 48 et 72 heures) et du CTP-1-10 (48,
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72 et 96 heures) ont été comparées a celle de 10 nmol de B[a]P (B[a]P-10), sur la peau de deux
donneuses. L’effet de la complexit¢ du mélange sur 1’absorption cutanée et le métabolisme des
HAP a ensuite été étudié par application de B[a]P-10, de CTP-S-10 et de CTP-I-10 sur la peau de 6
donneuses pendant 48 heures. Puis, 1’effet de la dose et de la composition des mélanges a été évalué
en déposant du CTP-I-1 et du CTP-I-10, ainsi que du PC-I-1 et 1 nmol de B[a]P (B[a]P-1), sur la
peau de 3 donneuses pendant 48 heures. Enfin, I’influence des UV sur I’absorption cutanée et le
métabolisme du B[a]P-10, du CTP-S-10 et du CTP-1-10 a été étudié en irradiant pendant 15 min
(LSS, 6,4 J/cm?) la peau de 4 donneuses 1 heure avant application des HAP pendant 48 heures, ou

24 heures apres le début de 1’application des HAP.

La distribution des HAP au sein de la peau humaine a été évaluée par quantification des HAP non-
métabolisés a la surface de la peau, dans la peau et dans le milieu par chromatographie liquide
couplée a un détecteur de fluorescence. Les métabolites des HAP, dont le B[a]P-tétraol, ont été
mesurés par GC-MS/MS. Afin de simplifier I’analyse des données, les HAP ont été regroupés par
comportements similaires. Ainsi, la moyenne du FIuA et du Pyr a été calculée (3 F+P), de méme
que la moyenne des HAP particulaires excepté le B[a]P (3 HAPP). L’analyse statistique a ensuite
¢té menée a 1’aide des tests non-paramétriques de Kruskal-Wallis and Mann-Whitney, lorsque le

nombre d’échantillons dont la valeur était inférieure a la LQ n’excédait pas 10% du total.
V. Article scientifique

Soumise dans Archives of Toxicology. Under Review.
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Abstract

Background: Combined exposure to complex mixtures of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) and ultraviolet
radiations (UVR) is suspected to enhance PAH skin permeability and skin cancer risk depending on PAH bioactivation.
The impact of exposure dose, composition and complexity of PAH mixtures along with UVR was assessed on PAH
cutaneous absorption and bioactivation using realistic exposure conditions and human skin explants. PAH complex
mixtures were extracted from industrial products: coal tar pitch (CTP-1) or petroleum coke (PC-I). Synthetic mixture
(CTP-S) was identically reconstituted with PAH standards. The applied dose was adjusted to 1 (PC-I, CTP-I) or 10
nmol (CTP-1, CTP-S) of benzo[a]pyrene (B[a]P). Unmetabolized PAH were recovered from skin surface, skin, medium
and quantified by HPLC-FLD. PAH metabolites were collected from medium and analyzed by GC-MS/MS.

Results: B[a]P and PAH penetration was lower for the highest B[a]P dose, for industrial mixtures and for CTP-I
compared to PC-1. Skin irradiation increased PAH penetration only for CTP-I. However, PAH uptake was poorly
influenced by the different experimental conditions. PAH metabolism strongly decreased upon mixtures application
leading to unmetabolized PAH accumulation in human skin. While PAH metabolism was similar between CTP-I and
PC-1, PAH biotransformation was lower with the highest dose and industrial mixtures suggesting a saturation of
xenobiotic metabolizing enzymes as confirmed in a time-course study. Furthermore, UVR strongly inhibited all

particulate PAH metabolism.

Conclusions: The cutaneous impact of mixtures is much more complex than a simple additivity of each PAH’s effect.
These results highlight the gap between in vitro studies performed on individual high-dose PAH and health risk
resulting from PAH exposure.

Keyword

Polycyclic aromatic hydrocarbons, mixtures, toxicological interactions, Ultraviolet radiation, Biotransformation, Skin

absorption.
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Background

While toxicology has focused on the study of single compounds for many years, the current challenge is to assess health
risk of complex mixtures. However, interactions between xenobiotics constitute one of the main barriers towards
complex mixture evaluation since compounds from identical or different chemical classes may modulate the toxicity
from one another. Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are ubiquitous pollutants always identified as complex
mixtures which compositions are highly variable according to emitting sources and industrial facilities (1). PAH
behavior is mainly determined by their molecular weight: under 178 g/mol, PAH diffuse in gaseous phase, while over
228 g/mol, PAH bind to air particles. Weighting about 202 g/mol, fluoranthene (FIuA) and pyrene (Pyr) are both in
gaseous and particulate phases (2). PAH human exposure results from incomplete combustion of organic matter or from
the use of raw materials deriving from coal distillation and at a lesser extent from petroleum distillation. PAH
occupational exposures occurring during several work activities were classified carcinogenic to human in 2010 by the
International Agency of Research against Cancer (IARC). PAH mixture carcinogenicity mostly derives from particulate
fraction, especially from benzo[a]pyrene (B[a]P), the only PAH classified carcinogenic to human by IARC (1).
Although workers are mainly exposed to PAH via inhalation, skin contamination is another important absorption
pathway in various occupational environments (3-5) and triggers an increase of skin cancer (6, 7). Extent of skin

contamination fluctuates between workers according to the tasks performed and to the means of protection set up (8).

PAH skin carcinogenicity is a multistage process that notably involves skin absorption and bioactivation (9). Upon
entrance in human skin, PAH accumulate in the stratum corneum, the outermost layer of the skin, forming a skin
reservoir because their lipophilicity prevents further diffusion in the epidermis. Subsequent PAH dermal absorption is
intrinsically dependent on their metabolism (10-12). PAH biotransformation splits into different metabolic pathways
leading to the formation of a great variety of metabolites including genotoxic intermediates among which diol-epoxides
are considered as ultimate carcinogenic metabolites (13, 14). By binding to the aryl hydrocarbon receptor (AhR), PAH
induce the expression of various xenobiotic metabolizing enzymes (XME) including different cytochrome P450
(CYP450) monooxygenases as CYP1A1/2 or CYP1B1. These enzymes are expressed in human skin, especially in
epidermis, demonstrating its great capacities toward PAH metabolism (15-17). While skin absorption is well
documented for few individual PAH, especially B[a]P, knowledge about PAH mixtures is limited (11, 12, 15).

For years, occupational outdoor activities like asphalt paving or roofing have been associated with an increase in skin
cancer with some of the excesses attributable to PAH skin deposition (18). However, some workers are exposed to
ultraviolet radiation (UVR), and syncarcinogenesis between these two toxic agents has recently gained recognition in
Germany (19). Furthermore, an increase of skin cancer after combined exposure to UVR and PAH was reported in vivo

as well as among offshore petroleum workers (20, 21).

UVR, classified carcinogenic to human (22), represent 5% of total solar radiation and roughly consist in 95% of UVA
(320-400 nm) and 5% of UVB (290-320 nm) (23-25). UVB are highly energetic and mainly absorbed by the epidermis,
whereas 50% of less energetic UVA interact with the epidermis as the other half enters the dermis (26). UVB affect the
properties of the stratum corneum, reducing the barrier function of the skin (27). UVA activate endogenous
photosensitizers which generate reactive oxygen species (ROS) as well as free radicals, resulting in biological structures
alterations (25, 28). Thus, UVR triggers structural changes in both epidermis and dermis, including keratinocytes’ tight
junctions disruption and dermis’ extracellular matrix degradation (26, 29). All these structural modifications increase

the uptake of xenobiotics as observed after irradiation of human and rodent skin, and might as well increase PAH skin
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permeation (30-33). Furthermore, solar irradiation influences the expression of XME which might modulate PAH
bioactivation and their cutaneous absorption. Upregulation of CYP1Al and CYP1B1 expression and production by
UVR was reported in HaCat cell line, primary keratinocytes and human skin, probably by activation of AhR signaling
pathway (34-36). An enhanced BPDE-DNA adducts formation was reported in mice skin with combined chronic
exposure to UVA and B[a]P (37). However, diminished CYP450 expression has been described when B[a]P-treated
human skin explants were irradiated with UVR (38). In addition, PAH and their metabolites are known photosensitizers
since they absorb sun light in the visible light, UVB or UVA regions. Once excited, PAH may undergo internal
conversion processes yielding several compounds including genotoxic quinones. They are also able to transfer energy
or electrons to biological molecules or molecular oxygen, therefore generating reactive species and ROS (39-41). This
was previously identified as a possible carcinogenic mechanism (21), but this could also result in an aggravation of the
enhanced skin permeability caused by UVR. However, little is known on the modulation of PAH skin absorption and
bioactivation by combined exposure to UVR and PAH mixtures. Most of researches focused on B[a]P genotoxicity
under UVR (37, 38). Only one study has examined the diffusion of different PAH through human skin under UVR

irradiation (42), but PAH metabolites were not measured.

In the present work, we investigated the influence of chemical composition and exposure levels of PAH mixtures
(synthetic or industrial mixtures) as well as the influence of combined full solar UV spectrum on PAH skin absorption
and bioactivation by ex vivo human skin explants, using realistic human exposure to better assess cancer risk and

evaluate systemic bioavailability.

Results

PAH profile of mixtures

PAH profiles were different between the two mixtures topically applied on skin surface. While light PAH (Pyr and
FIuA) accounted for more than 30% in coal tar pitch (CTP), only Pyr was present in petroleum coke (PC) representing
6% of total PAH. Conversely, particulate PAH represented 94% in PC and 68% in CTP. The percentage of chrysene
(Chr) and dibenzo[a,h]anthracene (DB[a,h]A) were 2.2 and 3.3 folds higher in PC than in CTP and those of
benzo[a]anthracene (B[a]A), B[a]P, benzo[b]fluoranthene (B[b]F) and benzo[g,h,i]perylene (B[g,h,i]P) were between
1.3 and 1.8 times greater. While the percentages of benzo[e]pyrene (B[e]P) were equal between the two mixtures, PC
contained percentages of benzo[j]fluoranthene (B[j]F), benzo[k]fluoranthene (B[k]F) and indeno[1,2,3-c,d]pyrene
(I[1,2,3-c,d]P) twice lower than CTP.

At 1 nmol of B[a]P, the applied amount of Chr, B[e]P, Pyr and Flua ranged between 1.3 and 2.3 nmol while those of
B[a]A and B[b]F was around 1 nmol with CTP (Additional File 1: Table S1). The lowest amount was those of
DBJa,h]A (0.2 nmol) and the dose of other particulate PAH ranged around 0.5 nmol. At 1 nmol of B[a]P, PC contained
1.2, 1.4 and 2 nmol of B[b]F, B[e]P and Chr, respectively, while the amounts of other PAH were below 1 nmol. The
amount of B[a]A was 0.9 nmol and those of Pyr and B[g,h,i] were about 0.5 nmol. Other PAH accounted for less than
0.4 nmol (DBJa,h]A > BJ[j]JF > I[1,2,3-c,d]P > B[K]F).

Kinetic preliminary experiments

In order to determine the most relevant exposure duration, the penetration (defined as the unmetabolized PAH fraction

disappearing from skin surface) and metabolism kinetics of PAH were established by topical application of 10 nmol of
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B[a]P (B[a]P-10) and synthetic coal tar pitch adjusted to 10 nmol of B[a]P (CTP-S-10) for 24, 48 and 72 hours on one
skin donor, and B[a]P-10 and coal tar pitch extract adjusted to 10 nmol of B[a]P (CTP-1-10) for 48, 72 and 96 hours on
another (Tables 1 and 2). B[a]P skin penetration was much slower when applied in mixtures than alone. Indeed, the
amounts of B[a]P measured on skin surface were respectively about 12 folds higher with CTP-S-10 at 24 hours and 18
folds greater with CTP-I-10 at 48 hours compared to B[a]P-10 (Table 1). Following exposure to CTP-S-10, low
percentages of PAH were measured on skin surface after 24 hours and remaining amounts progressively penetrated
until 72 hours. Only 5% of FIuA and Pyr were quantified on skin surface after 24 hours and around 1% after 72 hours.
Regarding B[a]P or other particulate PAH, 10% to 25% were measured on skin surface after 24 hours and less than 8%
after 72 hours, expect for Chr and B[g,h,i]P of which 15% remained on skin surface. After topical application of CTP-I-
10, around 28% of FIUA and Pyr remained on skin surface at 48 hours while only 16% was measured at 96H. The
penetration of particulate PAH was slower with 37% to 78% of PAH remaining on skin surface at 48 hours and 30% to
69% at 96 hours. Apart from FIuA and Pyr, it was unclear whether PAH penetrated human skin to a greater extent when

incubations were longer.
<Table 1>

PAH metabolites were detectable in the medium starting from 24 hours with CTP-S-10 or 48 hours with CTP-1-10
(Table 2). While B[a]P metabolism was slower after topical application of CTP-S-10 than with B[a]P-10 at 24 and 48
hours, 7,8,9,10-tetrahydroxy-7,8,9,10-tetrahydrobenzo[a]pyrene (B[a]P-tetrol) levels reached the same range after 72
hours of exposure regardless of the PAH treatment. Similar kinetic was observed for the other particulate PAH with
CTP-S-10. However, 6-hydroxychrysene (6-OHChr) was not quantifiable at 48 and 72 hours due to contaminant hiding
chromatographic pic. With CTP-1-10, PAH metabolites levels remained extremely low, except for
benzo[k]fluoranthene-8,9-trans-dihydrodiol (B[k]F-8,9-diol). The levels of 6 out of 11 quantified metabolites remained

below the quantification limit (QL) regardless of the exposure duration.
<Table 2>

The progressive penetration and metabolism of PAH demonstrate that human skin was maintained metabolically active
and structurally intact up to 96 hours. Although greater penetration and metabolism was observed at 72 and 96 hours, a

48-hours exposure was retained to comply with the constraints of the surgery schedule.
Influence of mixture complexity on PAH absorption and metabolism

Parent PAH distributions in six donor skins exposed to B[a]P-10, CTP-S-10 and CTP-I-10 for 48-hours are presented
on Figure 1. B[a]P, the mean of Pyr and FluA (3 F+P) and the mean of particulate PAH except B[a]P (X HAPP)
exhibited similar behaviors. B[a]P penetration decreased with increasing mixture complexity. While 3% of B[a]P
remained on skin surface with B[a]P-10, it rose to 21% with CTP-S-10 and to 49% with CTP-1-10. Y F+P and > HAPP
were respectively about five and two folds higher for CTP-I-10 compared to CTP-S-10. Those trends were also
significant when PAH were analyzed individually (data of individual PAH behaviors can be examined in Additional
File 1: Table S2).

When B[a]P was applied in mixtures, parent B[a]P significantly accumulated in the skin compared to B[a]P-10 but no
difference was observed between CTP-S-10 and CTP-I-10 (Figure 1). YF+P and > HAPP measured in the skin were
also comparable between the two mixtures. However, higher levels of Chr were observed after application of CTP-1-10,

while the percentages of B[b]F and B[e]P were significantly lower (Additional File 1: Table S2).
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B[a]P and YHAPP uptake (defined as the percentage of unmetabolized PAH measured in the medium) was limited (<
2%) whereas Y F+P levels were from 6 to 8 folds greater regarding the mixtures (Figure 1). B[a]P uptake slightly
increased when skin was exposed to CTP-S-10 while no difference was observed between B[a]P-10 and CTP-I-10.
B[a]P, YF+P and Y HAPP were significantly reduced when CTP-I-10 was applied compared to CTP-S-10. Likewise,
individual PAH uptakes were significantly decreased by mixture application; except for Chr (Additional File 1: Table
S2).

PAH metabolism was significantly lower when mixture complexity increased (Figure 2). B[a]P-tetrol level was
significantly divided by 5 with CTP-S-10 and by 45 with CTP-I-10 exposure compared to B[a]P-10. For 3-
hydroxychrysene (3-OHChr), 3-hydroxybenzo[a]anthracene (3-OHB[a]A) and benzo[a]anthracene-8,9-trans-
dihydrodiol (B[a]A-8,9-diol), the decrease was significant with CTP-1-10 compared with CTP-S-10, but not for 6-
OHChr. A decrease was also observed for the other metabolites after application of CTP-1-10 but statistical tests were

not performed as more than 10% of values were below QL.
Influence of exposure level and industrial mixture composition on PAH absorption and metabolism

The distribution of parent PAH in three donor skins according to exposure level (CTP-1-10 and coal tar pitch extract
adjusted to 1 nmol of B[a]P (CTP-I-1)) and composition of industrial mixtures (1 nmol of B[a]P (B[a]P-1), petroleum
coke extract adjusted to 1 nmol of B[a]P (PC-I-1) or CTP-I-1) are displayed on Figure 3. Y F+P was not calculable for
PC-I-1 as this latter did not contain any FIUA. Results obtained after B[a]P-1, PC-I-1 or CTP-I-1 treatments were more
variable than those obtained with CTP-1-10. PAH penetration decreased when exposure dose increased. Although no
trends were statistically significant, PAH amounts (B[a]P, > F+P and > HAPP) remaining on skin surface was multiplied
by 1.4 to 1.8 folds with CTP-1-10 compared to CTP-I-1. The mixture composition also had a great impact on PAH
penetration. B[a]P amounts quantified on skin surface were significantly greater with CTP-1-1 compared to PC-I-1,
while B[a]P penetration was similar after B[a]P-1 and PC-I-1 application. Likewise, Y HAPP levels on skin surface
increased by 2 folds when human skin was exposed to CTP-1-1 compared to PC-1-1, even though this result was not

statistically significant.

In human skin, significantly higher levels of B[a]P and > HAPP were quantified after topical deposition of CTP-I-1
compared to B[a]P-1 and PC-I-1, whereas PAH accumulation in the skin was similar with CTP-1-1 and CTP-I-10.

Exposure level and mixture composition modulated PAH uptake. The percentage of B[a]P and ) HAPP measured in the
medium were divided by 2.4 to 4.2 folds with B[a]P-1, PC-I-1 and CTP-I-10 compared to CTP-I-1. Furthermore, Y F+P
was reduced by 1.4 fold with CTP-1-10 compared to CTP-1-1. However, the differences for B[a]P and Y F+P were not
significant, and statistical analysis was not conducted for > HAPP because more than 10% levels measured in medium
samples with CTP-I-1 and PC-I-1 were below the QL. Overall, the investigation of individual PAH confirmed those
results (Additional File 1: Table S3).

PAH metabolism after exposure to B[a]P-1, PC-I-1, CTP-I-1 and CTP-1-10 is presented on Figure 4. B[a]P-tetrol levels
respectively decreased by 6.3 and 3.6 with PC-1-1 and CTP-I-1 compared to B[a]P-1. Although metabolites levels were
generally a bit lower with PC-1-1, except with B[k]F, no great differences were observed with PC-I-1 compared to CTP-
I-1. Statistical analysis was only performed on 3-OHChr, which display non-significant trend, as more than 10% of
samples were below QL for the other metabolites. PAH metabolism was strongly reduced with CTP-1-10 compared to
CTP-I-1. All metabolites levels, except 6-OHChr, decreased by 7 to 55 folds with CTP-I-10 compared to CTP-I-1.
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B[a]P metabolism was reduced by 27 folds, and 3-OHChr and B[a]A-8,9-diol levels were significantly reduced by
CTP-I-10 application compared to CTP-I-1. Statistical analysis was only conducted for 3-OHChr and B[a]A-8,9-diol.

Influence of simulated sunlight (SSL) on PAH absorption and metabolism

Parent PAH distributions in four donor skins after exposure to PAH (B[a]P-10, CTP-S-10, CTP-1-10) under the
influence of SSL are presented on Figure 5A. SSL did not impacted PAH penetration with B[a]P-10 or CTP-S-10. In
contrast, the amounts of PAH measured on skin surface tended to decrease after combined exposure to SSL and CTP-I-
10. PAH penetration was higher when skin was irradiated with SSL 1 hour before PAH exposure for 48 hours (SSL-
PAH) than when PAH were applied on skin for 48 hours with SSL irradiation at 24 hours (PAH-SSL protocol) but these
increases were not significant. Only B[a]P penetration was significantly enhanced following SSL-PAH protocol

compared to PAH exposure for 48 hours without SSL exposure (@ SSL protocol), but not with the PAH-SSL protocol.

Parent PAH accumulated in human skin under the influence of SSL (Figure 5B). After topical application of B[a]P-10
and CTP-S-10, B[a]P and Y HAPP significantly rose in the skin with PAH-SSL and SSL-PAH protocols compared to @
SSL. B[a]P and Y HAPP accumulations were larger with the SSL-PAH protocol than with the PAH-SSL protocol. After
combined exposure to SSL and CTP-1-10, PAH skin accumulation was less clear and this trend was only significant for

B[a]P with the SSL-PAH protocol. Y F+P behavior was not significantly modified by any of the irradiation protocols.

SSL irradiation of human skin did not impact PAH uptake as amounts remained unchanged in the medium regardless of
the irradiation protocol (Figure 5C). The investigation of individual PAH, except for B[j]F, confirmed those results
(Additional File 1: Table S4).

PAH metabolism was massively disrupted by SSL after exposure to B[a]P-10 and CTP-S-10 (Figure 6A and 6B).
Following B[a]P-10 treatment, B[a]P-tetrol production was significantly reduced by 2 and 4 folds with the PAH-SSL
and SSL-PAH protocols, respectively. Similar decreases were observed for all metabolites with the CTP-S-10 mixture.
B[a]P-tetrol, 3-OHBJ[a]A and B[a]A-8,9-diol levels were significantly lower with the PAH-SSL protocol than with the
@ SSL protocol, and 3-OHChr, 6-OHChr, 3-OHBJ[a]A, B[a]A-8,9-diol and benzo[e]pyrene-4,5-trans-dihydrodiol
(B[e]P-4,5-diol) were significantly reduced by the SSL-PAH protocol compared to the @ SSL protocol. Other
differences did not reach statistical significance or statistical analysis were not performed as more than 10% of samples
were below QL. Except for 6-OHChr, no significant effect of SSL treatment was observed with CTP-1-10 (Figure 6C).
Statistical analysis were only performed on Chr and B[a]A metabolites with the PAH-SSL protocol, and for 3-OH-Chr,
6-OHChr as well as 3-OHBJ[a]A with the SSL-PAH protocol, since metabolites concentrations were too low following
CTP-1-10 application.

Discussion

The main concern of the study design was to be the most representative of PAH occupational exposure. Human skin
explants are suitable model to study PAH skin absorption, as long as the design is appropriate (43). PC, commonly used
for silicon carbide production, is a carbon-rich raw material that derives from oil refining (44). CTP is a component of
carbon electrode subsequently consumed during metal production, leading to high atmospheric and cutaneous PAH
occupational exposure (1). In addition, products derived from coal distillation largely contributed to asphalt workers and
roofers working under solar radiations and were responsible for human cancers (45). Hence, CTP suited UVR

experiments which represented occupational exposure scenarios: skin irradiation prior PAH contamination (SSL-PAH
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protocol) or after PAH exposure (PAH-SSL protocol). CTP is notably composed of high proportions of PAH including
PAH not measured in the present study such as substituted PAH, but also monocyclic aromatic hydrocarbons,
heterocyclic compounds and alkenes (46, 47). In order to assess the influence of those chemicals on PAH skin
absorption, the PAH profile of CTP was accurately reconstituted with marketed standards. Among the wide number of
PAH, twelve were examined as they were either major constituents of coal tar pitch (46), or classified priority
substances by the US-EPA and the European Union or carcinogens by the IARC (1). Although CTP contained higher
total of PAH, particulate PAH represented a much larger proportion of PC composition than CTP’s. Setting a realistic
applied dose is crucial in the experimental design as it largely impacts skin absorption and metabolism (43). Skin
explants were therefore exposed to 10 nmol of B[a]P, constituting a small applied dose of B[a]P in ex vivo studies
compared to literature (11, 48), and to 1 nmol of B[a]P, a dose approaching dermal exposure of roofers (49). For
particulate PAH biotransformation study, marketed particulate PAH metabolites were quantified in addition to B[a]P-
tetrol: biomarkers measured among workers (50, 51), major metabolites reported in in vivo and in vitro studies (52-54),
but also dihydrodiols involved in carcinogenic bioactivation pathways (55, 56). B[a]P-tetrol was selected to represent
B[a]P bioactivation, since this metabolite mostly derives from the hydrolysis of benzo[a]pyrene-diol-epoxide (BPDE),

the ultimate carcinogenic metabolite of B[a]P (57).

Unmetabolized PAH distributions in human skin were investigated using different mixture compositions and exposure
doses in order to understand PAH fate upon skin contamination during occupational activities. The penetration of
B[a]P, other particulate PAH as well as FIUA and Pyr, was strongly reduced when the complexity of the mixtures
applied on skin surface increased. Indeed, the presence of other PAH greatly impacts B[a]P penetration which dropped
with CTP-S-10 compared to B[a]P-10. Furthermore, B[a]P and other PAH penetration was decreased by the other
chemicals contained in CTP-I-10. Analogous results were reported in mouse as B[a]P residence time on skin was
multiplied by 6.9 folds when B[a]P was co-administrated with high boiling point (850°F) complex organic mixtures
(58). This may result from a saturation of the skin reservoir as the quantity and the number of applied chemicals
increase, or chemicals interactions on skin surface. This decreased penetration was associated with a diminution in PAH
uptake with CTP-1-10 compared to CTP-S-10. Nevertheless, PAH levels remained low, below 2% and 12% for
particulate PAH, including B[a]P, and Y F+P, respectively. In addition to the complexity of the mixture, the exposure
dose and the different mixtures (PC and CTP) greatly impacted PAH penetration. Indeed, the residual amount of B[a]P
and YHAPP remaining on skin surface diminished proportionally with CTP-I-1 compared to CTP-I1-10. In addition,
they were twice lower with PC-I-1compared to CTP-I-1. Contrary to CTP-I-1, B[a]P skin distribution was very similar
between PC-I-1 and B[a]P-1. While it is clear that the drop in PAH penetration with CTP-1-10 is related to the greater
amount of chemicals deposited on skin surface, difference between PC and CTP may be due to variations in the content
of PAH or other chemicals. However, exposure dose and mixture composition at most seem to have a limited impact on
B[a]P and YHAPP uptake because their amount in medium remained below 2% of applied dose regardless of
experimental conditions. Conversely, Pyr and FIUA, penetrated human skin faster than particulate PAH and their uptake
was at least five folds higher than that of particulate PAH. This is well supported by literature since numerous studies
have measured weak diffusion of unmetabolized particulate PAH compared to lighter PAH (12, 42, 59, 60). The poor
bioavailability of B[a]P and particulate PAH following dermal exposure indicates that their carcinogenicity seems to be
mainly located on the skin contamination site. Nonetheless, a systemic toxicity following skin uptake cannot be
excluded as PAH undergo an enterohepatic circulation after biliary elimination, leading to PAH retoxification and

extended life time in human body (1, 61, 62).
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PAH metabolism, a crucial process in PAH bioactivation and removal from the skin, is also considerably influenced by
the composition of applied mixture. While parent B[a]P accumulated in human skin, B[a]P-tetrol formation,
representing B[a]P carcinogenic bioactivation, dropped with CTP-S-10 compared to B[a]P-10. During kinetic
metabolism study, B[a]P-tetrol formation was also largely lower after CTP-S-10 application compared to B[a]P-10 until
48 hours. Furthermore, PAH metabolism reduction was stronger with CTP-1-10 compared to CTP-S-10, although PAH
accumulation in human skin was not statistically different between the two mixtures, probably due to reduced PAH skin
penetration after CTP-1-10 application. This decrease in PAH metabolism cannot be explained by transcriptional
inhibition of XME expression because the expression of CYP1A1 and CYP1B1 is steeply induced by various mixtures
present in cigarette smoke, diesel exhaust, carbon black, urban air or jet fuel (63-65). This reduction in PAH
metabolism rather comes out of enzymatic saturation. Indeed, B[a]P and other PAH biotransformation was considerably
higher after CTP-1-1 application compared to CTP-I-10, suggesting a severe enzymatic saturation by competitive
inhibition. Previous studies demonstrated enzymatic saturations of XME with application of increasing amount of pure
Bla]P (11, 12, 43), competitive inhibition of CYP450 activity by PAH or other organic components of complex
mixtures (58, 64, 66). Yet, CTP-I contains a great diversity of chemicals which may interfere with XME activity
through biochemical mechanisms different than those previously described. For instance, heavy metals were shown to
inhibit PAH-mediated CYP450 activity, probably by interfering with mRNA translation or heme loss (67). The impact
of complex mixtures on PAH carcinogenicity, which depends partly on PAH genotoxicity thus bioactivation, is a
primary concern regarding risk assessment. While the effect of PAH mixtures is often considered to be additive (68),
this dogma is often questioned by numerous researches which reveal much more complex impacts. PAH genotoxicity
studies are often performed with high doses leading to XME activity saturation (69). Thus, the current study was
conducted with a dose representative of occupational exposure. B[a]P bioactivation was still 3.6 folds lower with CTP-
I-1 than with B[a]P-1. In addition, B[a]P-tetrol levels were divided by approximatively 6 folds with PC-1-1 compared to
B[a]P-1. Unmetabolized PAH accumulation in the skin was lower with PC-I-1 than with CTP-I-1, however, PAH
metabolites levels were in the same range, except for B[K]F, that may partly be explained by substantially lower amount
of B[K]F. Those results suggest that complex mixtures have a less-than-additive effect on PAH bioactivation even at
low exposure dose. Nevertheless, longer study studies should be performed since PAH bioactivation might just be

delayed.

To the best of our knowledge, this is the first study examining the effect of UVR on the penetration, the uptake and the
metabolism of PAH complex mixtures. While ultraviolet rays increased skin penetration of all particulate PAH with
CTP-1-10, especially for B[a]P, no effect was observed with CTP-S-10 or B[a]P-10 application, even though great
amount of particulate PAH (at least 20%) remained of skin surface with CTP-S-10. This difference could be caused by
an increase of skin permeation of the chemicals other that PAH contained in CTP-I-10, creating a gradient of
concentration which triggers particulate PAH skin penetration. Contrary to the SSL-PAH protocol, the results were not
statistical different with the PAH-SSL protocol, as UVR cause skin barrier disruption in a time-dependent manner.
Indeed, the trans epidermal water loss, a signature of an altered skin barrier function, increased in vivo from 3 to 8 days
after irradiation with 150 mJ/cm2 UVB dose (70). In addition, an increase of quantum dots skin penetration due to this
time-dependent skin barrier alteration was shown (32). Photo-irradiation of CTP chemical constituents may also play a
role in skin barrier disruption with the PAH-SSL protocol. Substituted PAH contained in this mixture (46, 47), such as
1-nitropyrene, might undergo light-induced activation and produce ROS or free radicals attacking skin structures (25,
39, 71). However, PAH uptake is not influenced by SSL regardless of the protocol. These results suggest that UVR do
not disrupt PAH skin reservoir unlike a recent study that measured an upward trend of PAH permeation after
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simultaneous exposure to mixtures of PAH standards or bitumen fume extract and irradiation to 60 mJ/cm? (90.5%
UVA and 9.5% UVB). However, those results were obtained with a different mixture (bitumen fume extract), PAH

permeation rates were low and results were dispersed (42).

PAH metabolism was clearly inhibited by SSL. Indeed, parent PAH accumulated in the skin with the SSL-PAH
protocol, whereas metabolites levels dropped with a greater effect after application of B[a]P-10 and CTP-S-10. Such
modulations were less clear with CTP-1-10 because of lower skin penetration and metabolism. Recently, an inhibition
of B[a]P-induced CYP450 expression by SSL (6.4 J/cm?, 95% UVA and 5% UVB) was shown whether human skin
explants were irradiated before or after B[a]P application (38). However, UVR are known inducers of CYP450
expression. A steep induction of CYP1AL and CYP1B1 expression by UVB was demonstrated in human skin, primary
keratinocytes and HaCaT cell line (35, 36). Furthermore, the combined treatment of mouse skin with 400 nmol of B[a]P
and 5 J/cm? of UVA resulted in a raise of B[a]P genotoxicity with a significantly higher number of BPDE adducts in
keratinocytes compared to the application of B[a]P alone (37). To date, underlying mechanisms of CYP450 induction or
inhibition by UVR remains poorly characterized. Skin irradiation might directly affect CYP450 activity since UVR
trigger protein aggregations and photo-excitation of NADPH, a required cofactor for CYP450 activity, both leading to
possible CYP450 degradation and inactivation (28, 29, 72). Inhibition of PAH biotransformation might also result from
the cytotoxicity of UVR levels commonly used in studies (31-33, 73). Indeed, UVR dose seems to be crucial since Gélis
et al. reported a 60% reduction of skin explants viability after irradiations to 210 mJ/cm? of UVB (30). Although PAH
bioactivation appeared to be inhibited, PAH might exhibit genotoxicity through other mechanisms such as
phototoxicity. Upon photoirradiation, PAH and metabolites, including DNA adducts, undergo a series of chemical
reaction that leads to the formation of DNA adducts, the transformation of endogenous molecules in free radicals
attacking cellular constituents or ROS generation (39-41, 74). Further studies will be required to investigate the effect of

low doses of solar light on PAH bioactivation or phototoxicity.

Conclusion

Our study provides detailed information on cutaneous absorption and bioactivation of PAH under realistic scenarios
close to human exposure. Further to skin contact with products containing PAH, their absorption and bioactivation are
inversely proportional to the mixture complexity as well as the exposure dose, driving to unmetabolized PAH
accumulation in the skin. B[a]P and PAH bioactivation is not proportional to the amount of each congener because of
enzymatic saturation which might delay PAH bioactivation. Thus, genotoxicity studies based only on pure B[a]P or
other congener application are not sufficient for assessing health risk because toxicological interactions are much more
complex than a simple additive effect. While PAH penetration differed between PC and CTP, PAH biotransformation
was similar, however, other mixtures might affect differently PAH skin metabolism. Contrary to metabolites, the dermal
uptake of parent PAH only contributes to body burden in a minor way, especially for particulate PAH, indicating that
metabolites are more relevant biomarkers for assessing human exposure after skin contamination. The postponed
cutaneous metabolism of particulate PAH delays urinary metabolites excretion in all likelihood, which compels to
determine the most adequate sampling time. Ultraviolet exposure enhances B[a]P and particulate PAH penetration when
applying coal tar pitch, while PAH uptake remains constant, proof of an unaltered skin reservoir. Furthermore, UVR
disrupts PAH bioactivation resulting in an accumulation of parent PAH in the skin. However, PAH genotoxicity may
provide from phototoxic processes. It is fundamental to consider those processes in a biomonitoring program since
biomarkers might be affected both qualitatively and quantitatively. Further studies are required to determine the long-
term fate of this increased PAH skin reservoir but adapted protecting means, skin decontamination procedures,
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information of the workers and proper biomonitoring are needed to prevent PAH skin accumulation and avoid toxic

effects.
Material and Methods

Chemicals and Reagents

All aqueous solutions were prepared with purified water produced with Milli-Q treatment system (Merck Millipore,
Germany). Ethyl acetate (AE) RPE for analysis ACS (99.9%), ammonium acetate, cyclohexane (cyclo) RS
SPECTROSOL for optical spectroscopy (99.9%), acetone RPE ACS ISO for analysis (99.8%), dichloromethane RS for
HPLC Isocratic grade stabilized with ethanol (99.9%) were purchased from Carlo Erba Reagents (France). Gibco™
Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12), Phosphate Buffer Saline (PBS) and
Gibco™ Penicillin-Streptomycin (Pen/Strep) (5.000 U/mL) were obtained from ThermofisherScientific (USA). Acetate
buffer AVS titrinorm (pH = 4.66) solution, formic acid (HCOOH) Anala® Normapur solution (99-100%), potassium
hydroxide (KOH) Prolabo® Normapur, acetonitrile (ACN) HiperSolv Chromanorm (>99.9%) and Tetrahydrofuran
(THF) HiPerSolv Chromanorm® for HPLC were supplied by VWR chemicals (USA). BSA and pyridine solution
(99.8%) were obtained from Sigma-Aldrich (USA). B-Glucuronidase/arylsulfatase solution and Liberase™ TH
Research Grade powder came from Roche Diagnostics GmbH (Germany). Helium (99.9%) and Argon (99.9%) were
supplied by Air Liquide (France). Tri-methylsilyl 2,2,2-trifluoro-N-(trimethylsilyl)acetimidate + chloro-trimethylsilane
(BSTFA+TMCS) (99:1) was obtained from Supelco (USA). Stock solution of FIuA, Pyr, B[a]A, Chr, B[e]P, B[b]F,
B[K]F, B[a]P, DBJa,h]A, Bjg,h,i]P, B[j]JF and 1[1,2,3-c,d]P supplied by LGC Standards were prepared in
dichloromethane (DCM). For quantification purpose, a mixture of 16 EPA Priority PAH in toluene 100 pg/ml
(including FIuA, Pyr, B[a]A, Chr, B[e]P, B[b]F, B[K]F, B[a]P, dB[a,h]A, B[g,h,i]P, B[j]F, 1[1,2,3-c,d]P) and *Cs-trans-
anti-7,8,9,10-tetrahydroxy-7,8,9,10-tetrahydrobenzo[a]pyrene(**C¢-B[a]P-tetrol) (99%) at 100 pg/mL in MeOH were
obtained from LGC Standards (France). Additionally, B[j]F and B[e]P at 10 ng/ul in acetonitrile were obtained from Dr
Ehrenstorfer GmbH (Germany). B[a]P-tetrol, (99.9%), 3-OHChr (99%), 6-OHChr (99%), 3-OHBJ[a]A (97%), B[a]A-
8,9-diol (99%), 3-hydroxybenzo[e]pyrene (3-OHB[e]P) (91%), B[e]P-4,5-diol (99%), 8-hydroxybenzo[k]fluoranthene
(8-OHB[K]F) (98%), 9-hydroxybenzo[k]fluoranthene (9-OHB[K]F) (99%), BI[Kk]F-8,9-diol (97%) and 10-
hydroxybenzo[b]fluoranthene (10-OHB[b]F) (100%) were purchased from National Cancer Institute Chemical
Carcinogen Reference Standards Repository (MRIGlobal, USA) and stored in THF. *Cs-1-hydroxypyrene (**Cg-1-
OHP) (99%) and **C4-6-hydroxychrysene (**C¢-6-OHChr) (mix of ring labelling, 98%) supplied by Cambridge Isotope
Laboratories Inc (USA).

Preparation of PAH mixtures

Mixtures were extracted from industrial raw materials (CTP and PC) and adjusted to required concentrations of B[a]P.
After reducing CTP to powder, an aliquot (10,051 g) was dissolved in 100 mL of DCM and sonicated for 60 minutes
(Bransonic® ultrasonic cleaner 5510E-MT, Branson, USA). Then, 2 mL were evaporated to dryness using Labconco
laboratory concentrator (USA) coupled with a Vacuubrand CVC 3000 pump (Germany). Dry residue was dissolved and
diluted in acetone to 54.7 and 547 pug/mL of B[a]P, corresponding to 1 (CTP-I-1) and 10 nmol (CTP-1-10) of B[a]P for
5uL of acetone. After reducing PC to powder, an aliquot (1143.41 mg) was dissolved in 10 mL of DCM, sonicated
during 60 minutes and filtrated (Filters Whatman QMA 37 mm, GE Healthcare Life science). After evaporation to
dryness, residue was solubilized in acetone to 55.07 pg/mL of B[a]P corresponding to 1 nmol of B[a]P for 5uL of

acetone (PC-I-1). After PAH analysis contained in CTP-1-10, a synthetic PAH mixture (CTP-S-10) was identically
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reconstituted using PAH stock solutions. DCM was evaporated; residues were dissolved in acetone and then diluted to

required levels of B[a]P.
Preparation and short-term culture of human skin

Skin was collected from healthy patients undergoing breast reduction surgery (Centre Hospitalier Universitaire de
Grenoble, Grenoble, France). Skin was obtained under informed consent and anonymous donation, in accordance with
relevant guidelines and regulations (article L1245-2 of the French Public Health Code on the use of surgical wastes for
research purposes). Collection, storage and use of human skin samples were declared to the French authorities and
validated in the CODECOH DC-2008-444 document. No personal information regarding the patient was retained.
Within one hour after surgery, skin was transported to the laboratory at ambient temperature in 50 mL falcon tubes
(Becton Dickinson Labware, USA). Skin samples were disinfected with PBS supplemented with 0.4% betadine for 15
minutes and rinsed twice with PBS containing 10% Pen/Strep. Skin was dermatomed to a thickness of 250 pm
(SOBER, Humeca, Netherlands) and punched into 12 mm diameter skin discs with sterile punches (Help Medical,

France). Skin explants were checked for damages as skin alterations could affect diffusion and metabolism.

Skin explants were placed dermal side down into polystyrene ThinCert™ insert (14 mm inner diameter, 1 pm pore size
filter, Greiner Bio-One, Austria) and installed in 12 well non-treated culture plates (Greiner Bio-One, Austria). Five pL
of PAH solutions were topically applied, acetone evaporated rapidly and 500 pL of medium were added into the well,
under the insert. Culture medium was composed of DMEM-F12 supplemented with 1% Pen/Strep and 4% BSA.
Afterwards, skin biopsies were incubated until end points at 37°C in 5% CO, air. Medium was removed and renewed
with fresh culture medium every 24 hours when exposures exceeded 24 hours. Removed media were stored at -20°C
until analysis. At end point, plates were frozen at -80°C in order to stop any metabolic activity and stored at -20°C until
analysis. Experiments were performed in duplicates or triplicates depending on the skin sample size obtained after

plastic surgery.
Solar irradiation

SSL exposure of skin explants was carried out using solar simulator (Solar LIGHT® Model LS-1000-4S-009 Solar
Simulator, Glenside, Pennsylvania, USA). This device emitted wavelengths from 290 to 400 nm reproducing closely the
UV spectrum of natural sunlight (95% of UVA and 5% of UVB). Irradiation intensity was measured using the
Erythema Meter and displayed in real-time intensity (minimal erythema dose (MED)/hr). For all SSL treatments, skin
explants were irradiated during 15-20 minutes, corresponding to 6.4 J/cm? (2 MED). SSL treatments were realized at

room temperature replacing medium with PBS.
Skin exposure

Preliminary kinetic experiments were conducted with one donor skin exposed to B[a]P-10 and CTP-S-10 for 24, 48 and
72 hours, and one other donor skin exposed to B[a]P-10 and CTP-1-10 for 48, 72 and 96 hours. The effect of mixture
composition was studied applying B[a]P-10 or in mixtures (CTP-S-10 or CTP-1-10) on six donor skins for 48 hours.
The effects of dose and mixture composition were studied at the lowest dose applying CTP-1-10, CTP-1-1, PC-1-1 and
B[a]P-1 on three donor skins for 48 hours. The assessment of combined exposures to PAH (B[a]P-10, CTP-S-10, CTP-
I-10) and SSL were performed on four donor skins according to three different protocols: PAH exposure for 48 hours
without SSL exposure (@ SSL); PAH exposure for 48 hours with SSL irradiation at 24 hours (PAH-SSL); SSL

irradiation 1 hour before PAH exposure for 48 hours (SSL-PAH).
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During PAH-SSL protocol, culture media was removed before SSL irradiations, stored at -20°C until analysis, and the
plates were rinsed with PBS. Afterwards, PBS was replaced with culture medium and samples were incubated until end-

points.
Analytical procedures
Pre-analytical procedures

Stored plates were thawed out at ambient temperature. Skin explants were removed from inserts and placed on parafilm
(Parafilm, USA, Neenah). Skin surface was gently washed twice with cotton swab embedded in 1 mL of ACN to
remove unabsorbed PAH. Cotton swab heads were cut, plunged in the 1 mL of ACN and sonicated for 30 minutes.
Thirty uL were injected into high performance liquid chromatography with fluorimetric detection (HPLC-FLD) for
PAH analysis.

In order to extract parent PAH from explants, thawed skin samples were minced and digested with 1 U/mL Liberase™
TH enzyme at 37°C for 2 hours in 1 mL acetate buffer (pH = 7.4). After adding 1 mL of acetate buffer (pH = 4.66), skin
was next grinded with an ultra turrax (IKA werke®, Germany) and saponified in 1 M of potassium hydroxide at 60°C
for 1 hour. After cooling at ambient temperature, parent PAH were extracted twice by liquid-liquid extraction (LLE).
Briefly, after adding 2 mL of water saturated AE, the mixture was shaken for 30 minutes and then centrifuged at 4000
rpm for 10 minutes at 4°C. The organic phases were recovered and pooled, then evaporated to dryness. Residues were
redissolved in 1 mL of ACN, and 30 pL were injected into HPLC-FLD for PAH quantification.

Medium was removed from the well and pooled with the related previous media stored at -20°C if exposure duration
exceeded 24 hours. For parent PAH and B[a]P-tetrol quantification in the medium, 200 uL of thawed culture medium
were buffered with 100 pL of acetate buffer (pH 4.66) and conjugated metabolites were hydrolysed by incubation at 37
hours for 2 hours with 10 pL of B-glucuronidase arylsulfatase. Then, 50 pL of internal standard **C4-B[a]P-tetrol (500
ng/mL) were added. Samples were extracted twice with 1 mL of water saturated AE, shaken during 30 minutes and
centrifuged for 10 minutes at 4000 rpm. Organic phases were pooled and homogenized. One mL was evaporated to
dryness before dissolution in 1 mL of ACN, and 30 pL were injected in HPLC-FLD for parent PAH quantification. The
other milliliter was evaporated to dryness. Residues were solubilized with 60 pL of ACN. Twenty pL of pyridine and
20 pL of BSTFA were added and derivatization was realized with 15 minutes of sonication. For B[a]P-tetrol analysis, 1
ML was injected into a gas chromatography coupled with a tandem mass spectrometer with electronic impact source
(GC-EI-MS/MS). To quantify the metabolites of other particulate PAH, conjugated metabolites were first hydrolysed
by incubation of 200 pL of culture medium with 100 pL of acetate buffer (pH 4.66) and 10 pL of B-glucuronidase
arylsulfatase for two hours at 37°C. Sixty microliter of internal standards **C¢-1-OHP and **Cs-6-OHChr (0.1 pg/mL)
were added to hydrolysed medium. Samples were extracted twice with 1 mL of AE:cyclo 50:50, shaken for 30 minutes
and centrifuged for 10 minutes at 4000 rpm. Organic phases were pooled and evaporated to dryness. Residues were
solubilized in 60 pL of ACN, 20 pL of pyridine and 20 pL of BSTFA+TMCS then derivatized with 20 minutes of
sonication. 1 pL was injected into GC-EI-MS/MS.

The efficiency of skin and medium extraction protocols was assessed by recoveries calculation using the slope
comparison method. Briefly, recovery was obtained by comparing the slope of calibration curve obtained with standard
solutions to the slope of calibration curve realized with extraction of spiked samples. For skin, parent PAH recoveries
were: FIUA, 73%; Pyr, 74%; Chr, 68%; B[a]A, 68%; BI[j]F, 70%, B[b]F, 67%; B[K]F, 65%; B[e]P, 69%; B[a]P, 63%;
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B[g,h,i]P, 65%; I[1,2,3-c,d]P, 64%; DB[a,h]A, 59%. For medium, parent PAH recoveries were: FIUA, 79%; Pyr, 82%;
Chr, 97%; B[a]A, 95%; B[j]F, 101%, B[b]F, 96%:; B[K]F, 97%:; B[e]P, 98%; B[a]P, 97%; B[g,h,i]P, 97%; I[1,2,3-c,d]P,
98%; DBJ[a,h]A, 97%. For medium, the extraction yields of PAH metabolites were respectfully: 3-OHChr, 102%; 6-
OHChr, 101%; 3-OHB[a]A, 103%; B[a]A-8,9-diol, 82%; 10-OHB[b]F, 100%; 8-OHB[K]F, 116%; 9-OHB[K]F, 145%:
B[K]F-8,9-diol, 117%; 3-OHB[e]P, 110%:; B[e]P-4,5-diol, 92%; B[a]P-tetrol, 111%.

Parent PAH quantification

The chromatographic system consisted in a HPLC Waters® (USA) Model 2695 separation module associated with a
quaternary pump, a thermostated compartment for chromatographic column, a thermostated auto-sampler, an automatic
injector and an integrated degasser. Chromatographic column was a Waters® PAH-C18 column (3.0 x 250 mm, 3pum)
and was maintained at a temperature of 30°C, while sample temperature was kept at 12°C. Mobile phase consisted of
(A) purified water supplemented with 0.05% formic acid and (B) ACN. Chromatographic separation was performed at a
rate of 0.5 mL/min with gradients and isocratic elutions: 0 min, 10% B; 1 min, 10% B; 3 min, 20% B; 7 min, 20% B; 21
min, 90% B; 24 min, 90% B; 26 min, 100% B; 33 min, 100% B; 34-45 min, 10% B. Excitation and emission
wavelength were fixed at 285 and 450 nm for FIuA, 333 and 390 nm for Pyr, 265 and 380 nm for B[a]A and Chr, 295
and 425 nm for B[e]P and B[b]F, 296 and 405 nm for B[K]F, B[a]P, DBJ[a,h]A and B[g,h,i]P, 302 and 500 nm for BJ[j]F
and 1[1,2,3-c,d]P. QL was 0.05 ng/mL for Pyr, B[K]F and B[a]P while it was 0.1 ng/mL for other parent PAH.

Quantification of PAH metabolites

The chromatographic system consisted in an Agilent (USA) gas chromatography 7890B equipped with a multimode
injector, a PAL RSI 85 system (CTC analytic AG, Switzerland), using a chromatographic column DB-5MS (30m X 250

um X 0.25 pm) from Agilent coupled with an Agilent tandem mass spectrometer 7000C with electronic impact source.

For B[a]P-tetrol analysis, the inlet temperature was set at 300°C and 1 pL was injected in splitless mode. Liner was
Agilent 5062-3587. After setting initial oven temperature at 70°C for 5 min, temperature increased at a rate of 20°C/min
until 300°C and then temperature was maintained at 300°C for 15 min. Helium was used as carrier gas with a flow of 1
mL/min. Mass spectrometry was performed in electronic impact with source at 200°C and acquisition mode was
multimode reaction monitoring. Detailed parameters are presented in Table S1. Collision gas (0.9 mL/min) and quench

gas (2.25 mL/min) were argon and helium, respectively. QL was 1.5 ng/mL for B[a]P-tetrol.

For the analysis of other particulate PAH metabolites, the inlet temperature was at 350°C. 1 puL was injected in pulse
splitless mode with a pressure of 30 psi for 1.5 min. Liner was Restek low pressure drop liner w/wool (USA). After
setting oven temperature at 70°C for 5 min, temperature increased at a rate of 15°C/min until 300°C, and after,
temperature was maintained at 300°C for 15 min. Helium was used as carrier gas with a flow of 1 mL/min. As for
B[a]P-tetrol analysis, mass spectrometry was performed in ElI with MRM acquisition mode (detailed parameters are
presented in Additional File 1: Table S5). For internal calibration, B[e]P-4,5-diol was calibrated using **Cg-1-OHP and
all the other metabolites were calibrated with *3Cg-6-OHChr. QL were 0.2 and 0.3 ng/mL for 3-OHChr and 6-OHChr,
respectively, 0.6 ng/mL for 3-OHBJ[a]A and B[e]P-4,5-diol, 1.5 and 5 ng/mL for B[a]A-8,9-diol and 8-OHB[k]F, and
finally 10 ng/mL for B[K]F-8,9-diol, 10-OHB[b]F, 9-OHB[k]F and 3-OHBJe]P.

Statistical analysis
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Statistical analysis was carried out using SPSS Statistics 22.0 software (SPSS, France). Concentrations lower than QL
were replaced by half of QL. Data were then converted in percentage of the applied dose. For graphic representation
issues, PAH were regrouped by similar behaviors. The mean of FluA and Pyr (3F+P) and the mean of particulate PAH
other than B[a]P (X HAPP) were calculated. As arithmetic mean and median were close, means + standard deviations
were presented. Statistical analysis were carried out when experiments were conducted on a minimum of three skin
donors, except if the proportion of values below the QL exceeded 10% of total samples. Non-parametric tests were

performed to analyze the influence of experimental conditions (Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests).
List of abbreviations

Y F+P: Pyr and FluA. YHAPP: mean of particulate PAH except B[a]P. @ SSL protocol: PAH exposure for 48 hours
without SSL exposure. 3-OHB[a]A: 3-hydroxyBenzo[a]anthracene. 3-OHB[e]P: 3-hydroxyBenzo[e]pyrene. 3-OHChr:
3-hydroxyChrysene. 6-OHChr: 6-hydroxyChrysene. 8-OHB[K]F: 8-hydroxyBenzo[K]fluoranthene. 9-OHBIK]F: 9-
hydroxyBenzo[k]fluoranthene. 10-OHB[b]F: 10-hydroxyBenzo[b]fluoranthene. **Cq-1-OHP: '*Cq-1-hydroxyPyrene.
BCe-6-OHChr:  13Cg-6-hydroxyChrysene.  '*Cq-B[a]P-tetrol:  *Cq-trans-anti-7,8,9,10-tetrahydroxy-7,8,9,10-
tetrahydrobenzo[a]pyrene. ACN: acetonitrile. AE: Ethyl acetate. AhR: aryl hydrocarbon receptor. B[a]A:
Benzo[a]anthracene. B[a]A-8,9-diol: Benzo[a]anthracene-8,9-trans-dihydrodiol. B[a]P: Benzo[a]pyrene. B[a]P-1: 1
nmol of B[a]P. B[a]P-10: 10 nmol of B[a]P. B[a]P-tetrol: 7,8,9,10-tetrahydroxy-7,8,9,10-tetrahydrobenzo[a]pyrene.
B[b]F: Benzo[b]fluoranthene. B[e]P: Benzo[e]pyrene. B[e]P-4,5-diol: Benzo[e]pyrene-4,5-trans-dihydrodiol. B[g,h,i]P:
Benzo[g,h,i]perylene. B[j]F: Benzo[j]fluoranthene. B[K]F: Benzo[k]fluoranthene. B[Kk]F-8,9-diol:
Benzo[k]fluoranthene-8,9-trans-dihydrodiol. BPDE: Benzo[a]pyrene-diol-epoxide. BSA: Bovine serum albumin.
BSTFA+TMCS: Tri-methylsilyl 2,2,2-trifluoro-N-(trimethylsilyl)acetimidate + chloro-trimethylsilane. Chr: Chrysene.
CTP: coal tar pitch. CTP-S-10: synthetic coal tar pitch adjusted to 10 nmol of B[a]P. CTP-I-1: coal tar pitch extract
adjusted to 1 nmol of B[a]P. CTP-1-10: coal tar pitch extract adjusted to 10 nmol of B[a]P. cyclo: cyclohexane.
CYP450: cytochrome P450. DB[a,h]A: Dibenzo[a,h]anthracene. DCM: dichloromethane. DMEM-F12: Dulbecco's
Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12. FIuA: Fluoranthene. GC-EI-MS/MS: gas chromatography coupled
with a tandem mass spectrometer with electronic impact source. HPLC-FLD: high performance liquid chromatography
with fluorimetric detection. IARC: International Agency of Research against Cancer. 1[1,2,3-c,d]P: Indeno[1,2,3-
c,d]pyrene. KOH: potassium hydroxide. LLE: liquid-liquid extraction. MED: minimal erythema dose. PAH: Polycyclic
aromatic hydrocarbons. PAH-SSL: PAH exposure for 48 hours with SSL irradiation at 24 hours. PBS: Phosphate Buffer
Saline. PC: petroleum coke. PC-I-1: petroleum coke extract adjusted to 1 nmol of B[a]P. Pen/Strep: Penicillin-
Streptomycin. Pyr: Pyrene. QL: quantification limit. ROS: reactive oxygen species. SSL: simulated sunlight. SSL-PAH:
SSL irradiation 1 hour before PAH exposure for 48 hours. THF: Tetrahydrofuran. UVR: ultraviolet radiation. XME:

xenobiotic metabolizing enzymes.
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Figure legends

Figure 1. PAH distributions in human skin after exposure to B[a]P-10, CTP-S-10 or CTP-1-10 during 48 hours.

Results are expressed in % of applied dose (6 donor skins, mean + standard deviation, N = 16). No value was below
QL. >F+P: mean of Pyr and FluA, YHAPP: mean of all particulate PAH except B[a]P. The statistical differences

between mixtures are indicated: * p < 0.05, ** p < 0.01.

Figure 2. PAH skin biotransformation after exposure to B[a]P-10, CTP-S-10 or CTP-1-10 mixtures for 48 hours.
188



Data are expressed in % of applied dose (6 donor skins, mean + standard deviation, N = 16). For 3-OHChr, N = 13 after
exposure to CTP-S-10 since this metabolite was not quantifiable in three samples. N = 11 and N = 14 for 6-OHChr
following topical application of CTP-S-10 and CTP-1-10 mixtures, respectively, as this metabolite was not quantifiable
in five and two samples. Low levels of 10-OHB[b]F were only detected in 4 medium samples after CTP-S-10
application, but remained undetectable in all other samples regardless of the mixture. The statistical differences were
indicated: * p < 0.05, ** p < 0.01.

Figure 3. PAH distribution in human skin exposed to B[a]P-1, CTP-I-1, CTP-1-10 or PC-I-1 during 48 hours.

Results are expressed in % of applied dose (3 donor skins, mean + standard deviation, N = 7 for CTP-I-1 and PC-1-1, N
= 8 for B[a]P-1 and CTP-1-10). Y F+P: mean of Pyr and FluA, > HAPP: mean of all particulate PAH except B[a]P. The

statistical differences are indicated: * p < 0.05, ** p < 0.01 by comparison to CTP-I-1.

Figure 4. PAH skin biotransformation after topical application of B[a]P-1, CTP-I-1, CTP-1-10 or PC-I-1 during 48

hours.

Results are expressed in % of applied dose (3 donor skins, mean + standard deviation, N = 7 for CTP-I-1 and PC-I-1, N
= 8 for B[a]P-1 and CTP-1-10). For 3-OHChr, N = 3 and N = 6 after exposure to CTP-I-1 and CTP-1-10, respectively,
since this metabolite was not quantifiable in 4 and 2 samples. 6-OHChr was not quantifiable after PC-1-1 application,
while 8-OHBI[K]F and 9-OHB[K]F were below QL following PC-I-1 and CTP-1-10 application. 10-OHBI[b]F was

undetected in every sample. The statistical differences were indicated: * p < 0.05, ** p < 0.01.
Figure 5. Influence of SSL on PAH distribution between (A) skin surface, (B) skin and (C) medium.

Results are expressed in % of applied dose (4 donor skins, mean + standard deviation). > F+P: mean of Pyr and FluA,
> HAPP: mean of all particulate PAH except B[a]P. @ SSL: exposure to PAH for 48 hours without SSL. PAH-SSL:
exposure to PAH for 48 hours with SSL treatment at 24 hours. SSL-PAH: SSL treatment 1 hour before topical
application of PAH for 48 hours. N = 11 for @ SSL and N = 12 for PAH-SSL and SSL-PAH. No value was below QL.

The statistical differences between mixtures are indicated: * p < 0.05, ** p < 0.01.
Figure 6. PAH skin biotransformation under SSL after exposure to (A) B[a]P-10, (B) CTP-S-10 or (C) CTP-I-10.

Results are expressed in % of applied dose (4 donor skins, mean + standard deviation). @ SSL.: exposure to PAH for 48
hours without SSL. PAH-SSL: exposure to PAH for 48 hours with SSL treatment at 24 hours. SSL-PAH: SSL treatment
1 hour before topical application of PAH for 48 hours. N = 11 for B[a]P exposures (A). For CTP-S-10 exposures (B), N
= 11 for @ SSL except for 3-OHChr (N = 8), N = 12 for PAH-SSL and SSL-PAH. For CTP-I-10 exposures (C), N = 11
for @ SSL, N = 12 for PAH-SSL and SSL-PAH. 10-OHB[b]F was only detected in one sample (data not shown). 9-
OHBIK]F was constantly below QL following CTP-I-10 topical application, as well as 8-OHBI[K]F, B[k]F-8,9-diol, 3-
OHB|[e]P, B[e]P-4,5-diol in the SSL-PAH after CTP-1-10 exposure. The statistical differences are indicated: * p < 0.05,
**p<0.01.
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Table 1. Kinetic of PAH skin penetration after exposure to B[a]P-10, CTP-S-10 and CTP-I-10.

Treatment  Time (h) FluA Pyr Chr B[a]A B[j]F B[b]F B[K]F Ble]P B[a]P B[g,h,i]P  1[1,2,3-c,d]P DB[ah]A
B[a]P-10 24 14+03
Donor skin 1 48 03+0.1
72 0.1+0.1

CTP-S-10 24 50 +£06 55+06 235+6.7 11.1+36 128*49 97+23 188%+6.8 195+57 16159 25572 21.7+6.1 178%45

48 3.7+04 42+04 21.3+56 6.2+x09 58+15 59+0.8 91+28 13.0+3.0 73zx21 19.2+55 105+25 94+24

72 1.0+0.6 1.3+08 13.7+68 18=%13 14+08 19+10 33x10 7.8+42 23+14 147%59 6.0+25 55+2.2
B[a]P-10 48 27+16
Donor skin 2 72 16+11
96 21+1.2

CTP-I-10 48 272+45 285+43 39.2+47 36951 534+82 50.1+46 475+50 465+48 488+48 53.7+39 77.7+4.4 55.4+4.0

72 186+20 199+19 326+24 302+24 457+38 431+32 401+30 391+30 417+36 488+35 698+55 504+38

96 152+34 169+37 329+48 303+x45 454+71 436+54 406+53 40.0+£51 424+50 49.2%45 69.0+5.8 50.7£5.0

Results are expressed in % of applied dose (mean + standard deviation, N = 3). No value was below QL.
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Table 2. Kinetic of PAH skin metabolism after exposure to B[a]P-10, CTP-S-10 and CTP-I-10.

Treatment Time (h) 3-OHChr 6-OHChr  3-OHB[a]A B[a]A-8,9-diol 10-OHB[b]F 8-OHB[k]F 9-OHB[k]F B[k]F-8,9-diol 3-OHB[e]P B[e]P-4,5-diol B[a]P-tetrol
Bla]P-10 24 0.52 +0.33
Donor skin 1 N (N<QL) 3(0)
48 3.39+0.17
N (N<QL) 3(0)
72 4.29 +0.57
N (N<QL) 3(0)
CTP-S-10 24 0.09+0.01 0.14+0.01 0.04+0.01 0.10 £ 0.07 <QL 0.32+0.06 0.51+0.07 0.28 £0.19 0.27 £0.04 0.02 £0.01 0.07 £0.01
N (N<QL) 3(0) 3(0) 3(0) 3(0) 3(3) 3(0) 3(0) 3(2) 3(0) 3(0) 3(0)
48 0.35+0.21 NQ 0.20+£0.14 0.34+£0.13 <QL 155+1.30 1.88+1.21 0.66 £ 0.27 1.50+1.35 0.10 £ 0.07 0.56 £0.22
N (N<QL) 3(0) 0 (0) 3(0) 3(0) 3(3) 3(0) 3(0) 3(1) 3(0) 3(0) 3(0)
72 1.94 +0.36 NQ 1.18 +0.12 1.64 +1.75 1.00+0.19 8.25+1.26 6.82+1.25 190+239 1054+197 1.05+0.26 3.51+0.51
N (N<QL) 3(0) 0 (0) 3(0) 3(0) 3(0) 3(0) 3(0) 3(2) 3(0) 3(0) 3(0)
Bla]P-10 48 0.98 + 0.63
Donorskin2 N (N<QL) 3(0)
72 223+1.21
N (N<QL) 3(0)
96 4.43+2.10
N (N<QL) 3(0)
CTP--10 48 0.03+0.02 0.33+0.22 0.03+0.02 0.08+0.06 <QL <QL <QL 0.48 +0.22 <QL <QL <QL
N (N<QL) 3(0) 3(0) 3(1) 3(1) 3(3) 3(3) 3(3) 3(2) 3(3) 3(3) 3(3)
72 0.06 + 0.02 0.39+0.13 0.06+0.02 0.22+0.15 <QL <QL <QL 1.10 £ 0.52 <QL <QL <QL
N (N<QL) 3(0) 3(0) 3(0) 3(1) 3(3) 3(3) 3(3) 3(1) 3(3) 3(3) 3(3)
96 0.07+0.00 0.49+0.05 0.09+0.00 0.56+0.15 <QL <QL <QL 1.60+0.16 <QL <QL <QL
N (N<QL) 3(0) 3(0) 3(0) 3(0) 3(3) 3(3) 3(3) 3(0) 3(3) 3(3) 3(3)

Results are expressed in % of applied dose (mean + standard deviation, N is specified for each experimental condition). N<QL: number of samples below QL. NQ: not quantifiable.

<QL: below QL.
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Supporting information

Table S1. PAH molecular weight (MW) and PAH profile of 5 uL of CTP-I-1 and PC-I-1 (nmol).

FluA Pyr Chr B[a]A B[j]F B[b]F B[K]F Ble]P B[a]P B[g,h,i]lP  1[1,2,3-c,d]P DB[a,h]A Total
MW (g.mol™) 202.256 202.256 228.294 228.294 252.316 252.316 252.316 252.316 252.316 276.338 276.338 278.354 -
CTP-I-1 231 1.73 1.32 1.06 0.53 1.01 0.50 1.87 1.08 0.48 0.58 0.17 12.67
PC-I-1 - 0.55 1.97 0.89 0.24 1.19 0.12 1.37 1.09 0.54 0.19 0.38 8.55
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Table S2. PAH (except B[a]P) distribution in human skin exposed to CTP-S-10 or CTP-I-10 for 48 hours.

Mixture FluA Pyr Chr B[a]A B[j]F B[b]F B[K]F Ble]P DB[a,h]A
Surface  CTP-S-10 52+15 6.2+1.9 353+12.4 150+7.8 19.1+8.9 13.6+7.3 245+11.0 29.1+10.5 24.7 £10.6
CTP-I-10 27.4+54%*% 27.4+56** 44.6+12.2*% 412+9.3** 50.8+7.7%% 52.0+8.1** 51.4+8.4** 48.8+9.6%* 49.7 £12.9**
Skin CTP-S-10 304+75 33.8+9.2 33.0+9.7 425+12.8 255+10.0 46.6+16.7 28.1+9.6 45.0+10.3 28.1+9.8
CTP-1-10 323+84 38.3+10.5 41.0+8.0* 41.6+8.9 26.1+45 334+116* 328+7.1 31.8+8.9** 22.2+10.0
Medium CTP-S-10 12.6+2.8 10.4+23 1.7+0.6 27+11 2.1+0.9 25+1.1 1.5+0.7 24+09 1.0+0.5
CTP-I-10 8.2+1.8%*% 7.5+1.8*%* 1.7+0.6 1.6+0.6** 1.0+0.3** 09+0.4** 0.903** 09+£0.5** 0.4+ 0.2%*

Results are expressed in % of applied dose (6 donor skins, mean + standard deviation, N = 16). No value was below QL. The statistical differences between mixtures are indicated: ~ p <

0.05, " p<0.01.
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Table S3. PAH (except B[a]P) distribution in human skin exposed to CTP-I-1, CTP-I-10, PC-I-1 for 48 hours.

Mixture FIuA Pyr Chr B[a]A B[j]IF B[b]F B[K]F Ble]P B[g,h,i]P 1[1,2,3-c,d]P DB[a,h]A
Surface CTP-I-1 23,09+21,54 24,30+23,06 2397+21,48 2249+20,74 27,92+2594 2886+21,93 26,13+20,88 2545+2261 40,38+14,48 4502+ 29,89 29,73 + 23,15
N (N<QL) 8(0) 8(0) 8(0) 8 (0) 8 (0) 8 (0) 8(0) 8(0) 8(0) 8(0) 8 (0)
CTP--10 31,94 +8,90 32,73+10,59 41,85+5,48 39,72+ 2,42 50,84 + 6,16 51,16 + 3,07 51,92 + 3,76* 46,71 + 2,46 62,51 +11,86* 66,89 + 7,06 42,89 + 8,73
N (N<QL) 8(0) 8(0) 8(0) 8 (0) 8 (0) 8 (0) 8(0) 8(0) 8(0) 8(0) 8(0)
PC-I-1 - 12,7 +13,38* 8,48 + 6,03 7,01 + 6,66 10,6 +12,87* 11,28 + 8,55* 18,65 + 8,08 17,69 +£16,26 22,65+ 2,92* 21,1+ 18,04* 10,31 + 6,10*
N (N<QL) 7(0) 7(0) 7(0) 7(0) 7(0) 7(0) 7 (0) 7 (0) 7 (0) 7(0)
Skin CTP-I-1 30,86 + 8,79 34,07 +11,14 3568+10,21 32,39+11,64 21,03+7,84 32,00+10,76  28,32+11,65 33,99+11,17 36,8+1251 22,1+7,15 19,17 + 6,29
N (N<QL) 8 (0) 8 (0) 8(0) 8 (0) 8 (0) 8 (0) 8(0) 8(0) 8(0) 8(0) 8(0)
CTP-1-10 25,05+ 7,06 28,36 + 7,67 27,84 £7,72 27,59 £10,37 19,57 + 8,86 22,23+7,30 23,61 +8,95 21,72 £9,03 18,83 £ 8,51** 14,42 + 4,93* 12,01 + 2,95**
N (N<QL) 8(0) 8(0) 8(0) 8 (0) 8 (0) 8 (0) 8(0) 8(0) 8(0) 8(0) 8 (0)
PC-I-1 - 38,29+49,62 10,95+8,93** 9,88+1216* 9,72+13,38* 6,99 + 6,47** 24,1 + 32,52* 12,21 +8,58** 12,24 + 3,48* 12,87 + 18,33* 4,18 + 2,56**
N (N<QL) 7(0) 7(0) 7(0) 7(0) 7(0) 7(0) 7 (0) 7 (0) 7 (0) 7(0)
Medium CTP-I-1 7,74 + 6,69 7,04 + 6,09 2,18+1,98 2,16 + 1,99 1,68 +1,65 1,95+1,94 1,78+1,81 0,83+0,67 1,86 +2,02 1,25+1,36 0,75+0,72
N (N<QL) 7(0) 7(0) 7(0) 7(0) 7(3) 7(0) 7(0) 7 (0) 7(3) 7(3) 73)
CTP-1-10  5,24+3,79 5,22 + 3,89 0,94 £ 0,63 1,12+0,81 0,68 £ 0,44 0,72 +0,52 0,68 + 0,50 0,29 +0,15 0,58 + 0,46 0,44 £0,31 0,26 £0,17
N (N<QL) 8(0) 8(0) 8(0) 8 (0) 8 (0) 8 (0) 8(0) 8(0) 8(0) 8(0) 8 (0)
PC-I-1 - 3,12+ 1,66 0,70 +£0,44 0,49 £0,32 0,26 £ 0,40 0,35+0,23 0,64 + 0,39 0,63 + 0,36 0,72+0,48 0,44 +0,29 0,19 +0,10
N (N<QL) 7(0) 7(0) 7(2) 7(5) 7(2) 7(2) 7 (0) 7(2) 7 (0) 7(2)

Results are expressed in % of applied dose (3 donor skins, mean + standard deviation, N is specified for each experimental condition). N<QL: number of samples below QL. The

statistical differences are indicated: * p < 0.05, ** p < 0.01 by comparison to CTP-I-1.
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Table S4. SSL influence on PAH (CTP-S-10 or CTP-I-10) distribution in human skin exposed for 48 hours.

Mixture  SSL N FIuA Pyr Chr Bl[a]A B[jIF B[b]F B[Kk]F Ble]P B[g,h,i]P I[1,2,3-c,d]P DB[a,h]A
Surface CTP-S-10 @ SSL 11 537+161 658+2.01  3522+1430  16.10+8.97 20.4 +10.10 15.14+823 2651+1238 30.12+12.04 36.28+11.42 31.49+10.83 27.38+11.41
PAH-SSL 12  6.10+2.56 7.29+2.95 33.38+9.55 14.30 +5.92 18.48 + 7.44 15.74 + 6.87 24.27 + 8.66 27.30 +8.77 32.39+7.93 30.19+10.16  23.69+8.35
SSL-PAH 12  524+2.65 6.62 + 3.50 32.31+6.63 14.85 + 555 19.61 + 8.94 13.70 + 7.27 25.07 + 8.67 26.42+8.28  3329+933 29.06+13.15  23.78+9.40
CTP-1-10 @ SSL 11 28.18+6.34 28.42+6.51  45.85+13.99 42.47+11.02  52.64 +8.59 52.29 + 9.59 50.32+9.87 50.00+11.45 51.14+7.84 69.62+9.26  55.62+11.13
PAH-SSL 12  25.97 £ 4.45 26.52+5.85 41.94+11.41  37.94+9.14 49.24+6.61  49.82+6.60  47.78+6.74  4577+8.41  48.51+5.00 64.67 + 7.08 51.60 + 9.74
SSL-PAH 12 24.23+4.23 2453+5.39  38.43+3.87 36.06 + 4.01 45.11+8.85  44.76+6.76  43.22+6.00 42.95+6.08 43.29+5.82° 60.19+12.58  48.57+5.74
Skin CTP-S-10 @ SSL 11 32.73+7.63 3757+859 3518+10.96 44.24+14.39 24.66+11.69 48.34+1926 29.66+11.04 46.03+11.98  28.62 +8.59 25.33+9.85  31.21+10.40
PAH-SSL 12 36.85+11.78 43.12+1355 47.00+13.24° 53.32+1527 39.41+14.24° 6857 +18.55° 48.05+1545° 59.44+14.81*° 38.20+10.54° 39.71+1255" 39.31+11.81
SSL-PAH 12 37.69+11.68 47.03+11.83 46.92+12.01 68.72+12.24"° 4843+6.86°° 81.72+12.90° 53.15+8.64° 64.05+13.42° 40.76+9.46° 47.88+7.76° 56.64 +11.28"¢
CTP-1-10 @ SSL 11  33.41+10.00 40.58+12.08  44.82 +6.65 44,65 +9.12 26.26+5.24  36.29+13.04 34.28+802 3356+10.12  21.46+6.87 21.20 + 6.06 26.20 + 9.68
PAH-SSL 12 36.33+12.06 42.83+13.38 51.70+14.31 4466+1241  30.77%9.25 37.05+9.16 38.20+9.63  34.53+10.28  25.01+9.21 25.37+8.24  28.23+10.69
SSL-PAH 12 39.87+11.62 46.98+12.45 56.12+16.49 51.92+14.16 34.82+11.67 39.94+10.95 41.24+11.79 38.97+11.96 26.44+10.23 27.56+9.76  32.29+13.21
Medium CTP-S-10 @ SSL 11 12.84+3.29 10.33+2.76 1.67 £0.73 2.61+1.20 2.02+0.92 253+1.22 154 +0.72 2.32+1.02 1.10 £ 0.45 1.34 +0.69 1.07 £ 0.49
PAH-SSL 12  1249+2.31 9.98 +1.62 1.56 +0.58 2.29+0.84 1.33 +0.50° 2.24+1.00 1.50 +0.74 2.26 £0.96 1.13+0.63 1.15 +0.58 0.84 +0.47
SSL-PAH 12 12.90+2.33 10.90 + 2.03 1.78 £0.62 2.74+1.08 1.71+0.94 2.69+1.17 1.59 + 0.66 2.41+0.99 1.18 +0.54 1.40 £+ 0.61 1.08 £ 0.52
CTP-1-10 @ SSL 11 826+2.14 7.32+2.08 1.78 +0.73 1.62 +0.68 1.03+0.36 0.88+0.38 0.79+0.33 1.15+0.47 0.44+0.18 0.43+0.19 0.42+0.16
PAH-SSL 12  8.94+214 7.79+1.79 1.89+0.78 1.65+0.72 0.88 +0.65 1.01+0.53 0.93+0.49 1.25+0.58 0.56 +0.33 0.51+0.35 0.46 +0.30
SSL-PAH 12  8.78+1.89 7.58 +1.51 1.98 + 0.56 1.77 +0.53 1.17 +0.56 1.07 £0.39 0.99 +0.36 1.31+0.44 0.63+0.30 0.65+0.38 0.57+0.32

Results are expressed in % of applied dose (4 donor skins, mean * standard deviation, N is specified for each experimental condition). @ SSL: exposure to PAH for 48 hours without
SSL. PAH-SSL: exposure to PAH for 48 hours with SSL treatment at 24 hours. SSL-PAH: SSL treatment followed by topical application of PAH for 48 hours. No value was below QL.

The statistical differences between mixtures are indicated: * p < 0.05 by comparison to @ SSL, ° p < 0.01 by comparison to @ SSL, ¢ p < 0.05 by comparison to PAH-SSL, ® p < 0.01 by

comparison to PAH-SSL.
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Table S5. GC-EI-MS/MS method parameters for PAH metabolites analysis in culture medium.

Compound Rt* (min)  Quantification transition (m/z) Dwell time (ms) CE® V) Qualification transition (m/z) Dwell time (ms) CE (V)
B[a]P-tetrol 21.28 403.7 — 404.2 11.6 5 403.7 — 389.2 10 7
Ce-B[a]P-tetrol 21.28 409.2 — 409.2 69.4 1 409.2 — 394.2 10 4
Cq-1-OHP 19.86 296.1 — 296.2 10 10 296.1 — 281.2 10 5
6-OHChr 21.07 316.0 — 316.0 10 3 316.0 —» 301.1 10 13
13Ce-6-OHChr 21.07 322.1 — 322.2 10.6 5 322.1 — 307.2 11.6 15
3-OHChr 21.66 316.0 — 316.2 10 3 316.0 —» 301.1 10 10
B[a]A-8,9-diol 21.75 406.1 — 406.3 10 3 406.1 — 244.1 10 3
3-OHBJ[alA 21.91 316.0 — 316.2 10.2 3 316.0 —» 301.1 10 13
B[e]P-4,5-diol 21.92 430.2 — 340.2 10 7 430.2 — 415.2 10 7
8-OHBIK]F 23.60 339.8 — 340.2 10 3 339.8 —» 325.2 10 10
B[K]F-8,9-diol 23.93 251.9 — 252.1 10 7 429.9 — 430.2 10 3
10-OHB[b]F 24.52 339.8 — 340.2 10 3 339.8 —» 325.2 10 10
9-OHBIK]F 24.67 339.8 — 340.2 10 3 339.8 —» 325.2 10 13
3-OHBJe]P 24.96 340.1 — 340.2 10 7 340.1 — 325.1 10 7

2 Retention time. ® Collision energy.
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V. Principaux résultats

La pénétration du B[a]P (B[a]P-10 > CTP-S-10 > CTP-I-10) et des > F+P et > HAPP (CTP-S-
10 > CTP-I1-10) est fortement réduite lorsque la quantité et la diversité des produits chimiques
appliqués sur la peau augmente, a I’instar de résultats obtenus in vivo (Dankovic et al. 1989).
La pénétration des HAP est fortement impactée par la dose d’exposition (CTP-1-1 > CTP-I-
10) et la composition des mélanges (PC-1-1 > CTP-I-1).

La faible diffusion du B[a]P et des HAP particulaires (~ 2%) a travers la peau indique que
leur cancérogénicité pourrait étre locale. La diffusion passive du Pyr et du FIuA, de plus
faible poids moléculaire, est plus ¢élevée que celle des HAP particulaires, a I’instar des
résultats mesurés dans de nombreuses études (Hopf et al. 2018; Ng et al. 1992; Sartorelli et al.
2001; VanRooij et al. 1995).

La biotransformation des HAP est particulierement impactée par la complexité des mélanges
(pour le B[a]P, B[a]P-10 > CTP-S-10 > CTP-I-10, et pour les HAP particulaires, CTP-S-10 >
CTP-1-10) et la dose d’exposition (CTP-1-1 > CTP-1-10). Cette diminution de la
biotransformation des HAP pourraient étre due a une saturation enzymatique (Jacques et al.
2010b; Ng et al. 1992), a une compétition des HAP et des autres constituants du mélange
complexe envers les CYP450 (Dankovic et al. 1989; Libalova et al. 2014; Shimada et al.
2008), ou d’autres mécanismes, puisque certains composés, tels que les métaux, inhibent

I’activité des CYP450 induits par les HAP (Vakharia et al. 2001).

L’additivité des effets des HAP présents dans les mélanges qui est généralement supposée
(Nisbet and LaGoy 1992), est donc a reconsidérer. A des doses comparables a celles des
expositions professionnelles, la bioactivation du B[a]P en mélanges (CTP-1-1 et PC-I-1) est 4
a 6 fois plus faible que celle du B[a]P pur. L’effet des mélanges sur la bioactivation des HAP
est ainsi inférieur a un effet additif, néanmoins, des études complémentaires sont nécessaires
car cette inhibition pourrait induire un délai dans le métabolisme des HAP. Globalement, la

biotransformation des HAP est similaire entre le PC et le CTP.

Avec le CTP-I-10, la pénétration des HAP particulaires, et particulierement du B[a]P,
augmente quand ’irradiation aux UV est réalisée avant application des HAP. A I’inverse, les
UV n’impactent pas la pénétration des HAP contenus dans le CTP-S-10. Cette différence
pourrait provenir d’une perméabilité cutanée accrue des autres constituants du mélange CTP-
I-10, ayant pour conséquence une hausse de la pénétration des HAP. La diffusion passive des

HAP n’est pas altérée par ’irradiation de la peau, contrairement a ce qui est Suggéré par une
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¢tude récente. Cependant, aucune des tendances mesurées dans cette étude n’atteint une

différence statistiquement significative (Hopf et al. 2018).

Le métabolisme des HAP est inhibé par les rayonnements UV ce qui concorde avec
I’inhibition de I’induction des CYP450 par le B[a]P récemment rapporté (von Koschembahr
et al. 2018). Toutefois, les UV sont des inducteurs de 1’expression des CYPIA1 et 1Bl
(Katiyar et al. 2000; Villard et al. 2002) et exacerbent la génotoxicité du B[a]P in vivo (Saladi
et al. 2003). Le résultat de notre étude pourrait provenir d’une cytotoxicité de la dose
d’irradiation (Gelis et al. 2002), pourtant classiquement utilisée dans les études (Hung et al.
2012; McAuliffe and Blank 1991; Mortensen et al. 2013; Mujtaba et al. 2015).

V1. Conclusion

Notre travail apporte des informations précises sur I’absorption cutanée et la bioactivation des
HAP dans des conditions expérimentales proches des expositions humaines. L’absorption et
la bioactivation des HAP diminuent lors de I’application de mélanges et lorsque la dose
d’exposition augmente, ce qui pourrait induire un délai dans la bioactivation des HAP. Le
métabolisme des HAP est similaire entre le PC et le CTP, cependant d’autres mélanges
pourraient impacter difféeremment leur métabolisation. L’effet des mélanges est donc bien
plus complexe qu’un simple effet additif et I’évaluation du risque sanitaire ne peut donc se
faire sur la seule base d’études menées avec des HAP appliqués individuellement. Au
contraire, une meilleure connaissance de I’exposition des populations aux HAP, notamment
cancérogénes de la phase particulaire, est nécessaire alors que dans bons nombres de
situations, seul le B[a]P est quantifié¢ du fait de I’existence d’une valeur limite recommandée a

ne pas dépasser pour ce composé en France.

L’exposition humaine est généralement évaluée par la SBE. Du fait d’une diffusion limitée
des HAP parent a travers la peau, les métabolites sont les biomarqueurs les plus pertinents en
cas d’exposition cutanée. Le métabolisme cutané différé du B[a]P et des HAP particulaires
lors de I’application des mélanges retarde trés probablement I’excrétion urinaire des

biomarqueurs, ce qui pose la question du moment de prélevement le plus adéquat.

Les rayonnements UV augmentent la pénétration du B[a]P et des HAP particulaires lors de
I’application de CTP, tandis que la diffusion passive des HAP a travers la peau reste constante
indiquant que le réservoir cutané n’est pas altéré. L’irradiation de la peau inhibe le
métabolisme des HAP. Néanmoins, il ne faut pas oublier les phénoménes de phototoxicité qui

pourraient affecter qualitativement et quantitativement la production de biomarqueurs.
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Des études complémentaires sont nécessaires pour déterminer le devenir du réservoir cutané
des HAP, car I’effet des mélanges sur la biotransformation des HAP est inconnu a long terme,
mais ces résultats soulignent 1a encore 1I’importance des équipements de protection et de la

décontamination de la peau afin d’éviter des effets toxiques.
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Chapitre 5 : Conclusion générale et perspectives
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Teégument protecteur vital, la peau est le tissu le plus étendu du corps humain. Sa structure, en
renouvellement perpétuel, est constituée de plusieurs couches de kératinocytes afin d’établir
une barriére protectrice contre I’environnement extérieur. Cette fonction repose
essentiellement sur le stratum corneum, strate la plus externe de la peau. Elle est composée de
kératinocytes morts renforcés par des réseaux de protéines, formant les briques d’un mur
maintenu par le mortier, les lipides intercellulaires. Bien que la peau constitue une barriére

efficace, elle représente une voie d’entrée pour de nombreux xénobiotiques.

En milieu professionnel, les salariés sont exposés a des concentrations de HAP tres
supérieures a celles de la population générale, provoquant un exces de cancers de la peau,
notamment dans les secteurs de la production d’aluminium, de la gazéification du charbon et
de I’extraction de schistes bitumineux. Les HAP sont des composés d’au moins deux cycles
aromatiques fusionnés, toujours émis en mélanges complexes dont la composition,
extrémement variable, dépend de la source d’émission ou du produit brut utilis¢ durant les
activités professionnelles. La contamination de la peau peut se produire par contact direct des
produits contenant des HAP, par contact indirect avec des surfaces contaminées ou par
passage des HAP a travers les vétements de protection. Le degré de contamination de la peau
fluctue entre les travailleurs, et dépend de la tache effectuée mais aussi des moyens de

protection.

La cancérogénicité des HAP est un processus complexe impliquant de multiples étapes
comprenant leur absorption et leur métabolisme. A la surface de la peau, les HAP diffusent
passivement dans le stratum corneum, ou ils s’accumulent, formant ainsi un réservoir cutané.
En raison de leur lipophilie, leur diffusion a travers les autres couches de 1’épiderme, plus
hydrophiles, est limitée et leur absorption dépend largement de leur biotransformation au sein
des kératinocytes. Les HAP sont naturellement inertes mais acquiérent leur génotoxicité au
cours de cette etape de métabolisation. Le métabolisme des HAP est extrémement complexe
et se divise en plusieurs voies de bioactivation ou la voie du diol-époxyde est considérée

comme la voie génotoxique majeure.

En plus de I’exposition aux HAP, les salariés peuvent étre exposés aux rayonnements UV
solaires. La combinaison de ces deux agents cancérogenes est associée a un accroissement du
risque de cancer de la peau en milieu professionnel. Plusieurs hypothéses pourraient expliquer
I’exacerbation de la cancérogénicité des HAP par les UV : (1) une perméabilité accrue de la
peau aux HAP, (2) une augmentation de la bioactivation des HAP par induction de

I’expression des enzymes du métabolisme, et (3) des mécanismes de phototoxicité.
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A T’heure actuelle, les connaissances relatives a 1’absorption cutanée des HAP découlent
d’études le plus fréquemment menées a fortes doses sur des explants de peau animale qui est
plus permeable que la peau humaine. De plus, les expérimentations sont souvent conduites en
appliquant des HAP individuellement (Phe, Pyr et B[a]P) ou se limitent a I’étude de la
diffusion des HAP parents contenus dans des mélanges a travers des explants de peau, parfois
non-viables. Ainsi, la compréhension de la cancérogénicité des faibles doses et des mélanges
complexes de HAP sur la peau humaine est lacunaire, en particulier en regard de leur
absorption cutanée et surtout de leur métabolisme. De méme, la caractérisation de I’effet des

rayonnements UV solaires sur ces processus est limitée.

L’objectif de cette these était ainsi d’étudier 1’absorption cutanée et le métabolisme des HAP
dans des conditions proches des expositions professionnelles (faibles doses, mélanges
complexes), ainsi que I’impact des UV afin d’améliorer la compréhension du risque
cancérogene des populations. Un objectif secondaire était d’améliorer la SBE des populations,
notamment a travers I’identification de nouveaux biomarqueurs d’exposition aux HAP
particulaires, a ce jour encore largement restreinte au pyrene non cancérogene, et plus

récemment au B[a]P, seul HAP cancérogéne certain pour I’homme.

L’étape initiale de ce travail de thése a consisté a la conception et au design d’un modéle
d’exposition cutanée réaliste. Dans le contexte actuel des 3R, 1’objectif était également de
proposer un modele alternatif a I’expérimentation animale. Dés le début du projet, le choix du
modele s’est orienté vers les explants de peau humaine considérés comme le « gold standard »
pour étudier I’absorption cutanée des xénobiotiques. L’obtention de peau humaine est
généralement difficile et ce modéle a pu étre développé du fait de la proximité entre le
laboratoire d’analyses et le service de chirurgie du CHU de Grenoble. Le design du modéle
d’exposition (épaisseur de la peau, composition du liquide récepteur) a été optimisé en
fonction des données de la littérature et a été élaboré dans 1’objectif de se rapprocher le plus
de la physiologie humaine de 1’absorption cutanée. Le principal critéere de sélection du
systeme d’inserts/puits était de permettre la réalisation d’un grand nombre d’expériences en
paralléle mais aussi d’avoir un volume de liquide récepteur limité afin de concentrer les
métabolites et de faciliter leur analyse. Lors de ce développement, 1’étape la plus difficile a
certainement été la mise au point de la méthode d’extraction du B[a]P et des metabolites de la
peau car les protocoles décrits dans la littérature n’étaient pas assez efficaces. L’objectif
initial, visant la quantification de 1’ensemble des métabolites d’intéréts (B[a]P-tétraol, 3-
OHBIJa]P, B[a]P-7,8-diol...) contenus dans le tissu cutané, n’a pas pu étre atteint du fait

d’une variabilité des résultats obtenus. Cette variabilité s’est avérée non-maitrisable pour le 3-
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OHBJ[a]P en dépit de nombreux tests. Néanmoins, la méthode développée a permis
I’extraction et la quantification précise des HAP parents et de certains métabolites dont le
B[a]P-tétraol, apportant de nouvelles données sur le comportement des HAP aprés une
contamination de la peau car les recherches se limitent bien souvent a 1’évaluation de la

diffusion des HAP a travers la peau.

L’absorption cutanée et le métabolisme du B[a]P ont ensuite été étudies a des doses réalistes
(1, 10 et 25 nmol). Le travail décrit dans le premier article montre que les faibles doses de
B[a]P pénétrent la peau de maniére extrémement rapide puisqu’au moins 50% de la dose est
retrouvée au sein de la peau apres 8 heures d’exposition, quelle que soit la dose appliquée. La
pénétration massive du B[a]P n’était pas associée a une augmentation de la diffusion passive
du B[a]P, puisque la quantité de B[a]P mesurée dans le milieu restait limitée (<3%). Ces
résultats indiquent que la cancérogénicité du B[a]P semble s’exprimer majoritairement au
niveau de la zone de contamination. Tandis que la pénétration du B[a]P diminue avec
I’augmentation de la dose, cette étude révele I’existence de phénomenes de saturation
enzymatique pour la voie du diol-époxyde débutant a trés faibles doses. Par ailleurs, la
saturation de la voie du diol-époxyde, attribuée a une saturation de I’EH, pourrait également
étre expliquée par I’absence d’induction de I’expression de cette enzyme par le B[a]P (von
Koschembahr et al. 2018). Ceci souligne I’importance de I’application de doses réalistes dans
les études expérimentales car celles-ci influencent largement le profil métabolique des HAP.
Dans notre étude, le B[a]P-tétraol, minoritaire dans la plupart des études a fortes doses, était
produit en quantités équivalentes au 3-OHB[a]P, métabolite fréquemment rapporté comme
majoritaire (Jacques et al. 2010b). Le B[a]P-tétraol, produit de I’hydrolyse du BPDE reflétant
la bioactivation ultime du B[a]P, apparait ainsi comme le biomarqueur le plus pertinent pour
la SBE en cas d’exposition cutanée. Enfin, la comparaison de nos données a celles de la
littérature montre la précision et la pertinence de notre modele. Le métabolisme continu du
B[a]P durant 48 heures démontre que les conditions expérimentales choisies permettent le
maintien de la viabilité des explants de peau ex vivo au moins sur cette période temps. En
conclusion, ce premier travail a permis de démontrer la validité du concept de modéle

d’exposition réaliste.

Au cours de la deuxieme partie, un état de I’art incluant prés de 70 références
bibliographiques a permis de synthétiser les connaissances sur le métabolisme et les voies de
bioactivation des HAP particulaires autres que le B[a]P, composé dont la biotransformation
avait largement été caractérisée sur de nombreux modeles in vitro et ex vivo. Cette synthése a

permis d’identifier 13 dérivés métaboliques d’intérét impliqués dans la voie du diol-époxyde
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des HAP particulaires ainsi que 15 métabolites issus des voies de détoxication. La principale
difficulté a ensuite été de se procurer des standards commercialisés et purs. Au final, 12 de
ces métabolites d’intérét ont été retenus, mais 1’analyse n’a pu étre mise au point en GC-
MS/MS que pour 10 de ces métabolites. La quantification de ces analytes a uniquement été
réalisée dans le milieu, car ’'usage d’hydroxyde de potassium nécessaire a leur extraction de
la peau endommage le systeme chromatographique et le détecteur de la GC-MS/MS. En plus
de permettre 1’étude du métabolisme cutané de ces composés, ces métabolites constituent de
nouveaux biomarqueurs potentiellement pertinents pour la SBE des populations aux HAP

cancérogenes.

La troisieme partie du travail a consisté a caractériser deux des étapes déterminantes de la
cancerogeénicité cutanée des mélanges complexes de HAP, I’absorption et le métabolisme. A
ce jour, I’influence des mélanges complexes sur la bioactivation des HAP demeure inconnue.
Les recherches sur les mélanges remettent en cause le principe d’additivité des effets,
néanmoins les résultats varient entre les études. L’un des biais méthodologiques semble étre
I’application de fortes doses (Jarvis et al. 2014). Pour ces études, notre choix s’est porté sur
deux mélanges couramment utilisés lors d’activités professionnelles dans le secteur de la
métallurgie, le CTP et le PC, qui ont été appliqués a faibles doses. L’ensemble de ce travail

fait I’objet du deuxi¢éme article est en cours de soumission.

L’¢étude cinétique a permis de vérifier en premier lieu que notre procédure expérimentale
permettait d’assurer la viabilité des explants de peau pendant 96 heures d’incubation.
Globalement, au plus la composition du mélange est complexe et au plus la dose d’exposition
est élevée, au moins les HAP, et en particulier le B[a]P, pénétrent dans la peau. Ainsi, aprés
une exposition de 48 heures, la fraction de HAP particulaires restant a la surface de la peau
s’accroit de 20% lorsque la dose de B[a]P contenue dans le mélange industriel CTP augmente
de 1 a 10 nmol. Cette fraction représente une forte proportion de la dose appliquée ce qui
suggere qu’apreés 8 heures d’exposition, durée maximale d’un poste de travail, la pénétration
des HAP est modeste. Ceci souligne, comme apres étude du B[a]P pur, I’importance des
procédures de décontamination de la peau apres 1’activité de travail. Toutefois, la pénétration
des HAP est deux fois plus faible aprés application de CTP qu’avec le PC mais la pénétration
du B[a]P est similaire entre le PC et le B[a]P-1. Ceci demontre que la pénétration cutanée des
HAP, premicre étape de la cancérogénicité, est modulée par la présence d’autres HAP et

composés chimiques au sein des mélanges.

La bioactivation des HAP en diol-époxyde, puis leur liaison aux bases de I’ADN, est

considérée comme 1’une des étapes cruciales de la mutagénese et de la tumorigénicité (Jarvis
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et al. 2014). Le métabolisme cutané depend la encore de fagon importante de la quantité et du
nombre de produits chimiques appliqués sur la peau. Les mélanges industriels induisent une
saturation enzymatique réduisant selon toute vraisemblance la bioactivation des HAP. A des
doses représentatives des expositions professionnelles, cette saturation est également
observable entrainant une accumulation des HAP non-métabolisés dans la peau. Avec le CTP-
I-1, la pénétration des HAP est proportionnellement plus grande qu’avec le CTP-I-10.
Néanmoins, la quantité absolue de HAP et de produits chimiques absorbés dans la peau est
plus élevée avec le CTP-I-10, expliquant une saturation enzymatique exacerbée a forte dose.
A court terme, ces resultats suggerent que les mélanges complexes induisent des effets plus
faibles que des effets additifs sur la bioactivation, et par conséquent sur la génotoxicité des
HAP. Toutefois, I’étude de la bioactivation des mélanges complexes de HAP a plus long
terme est nécessaire afin de déterminer le devenir du réservoir cutané et I’effet des
interactions entre xeénobiotiques, car les mélanges complexes sont connus pour étre de
puissants inducteurs des enzymes du métabolisme telles que les CYP450 (Libalova et al.
2014; Libalova et al. 2012; Sen et al. 2007). Dans notre étude, le métabolisme du B[a]P a 72
heures est similaire avec le CTP-S-10 et le B[a]P-10 indiquant un retard de la bioactivation
des HAP. Cependant, les nombreux composés chimiques présents dans les mélanges
industriels, CTP et PC, ou dans d’autres produits utilisés en métallurgie pourraient moduler la
bioactivation des HAP a travers des mécanismes d’action plus complexes qu’une saturation
enzymatique. A titre d’exemple, ’arsenic et le cadmium qui n’altérent pas 1’expression
génique des CYP450 induite par les HAP semblent impacter le processus de traduction
ARNm en protéines ou induire la perte de I’heme essentielle au fonctionnement des CYP450
(Vakharia et al. 2001). De futures études devront évaluer I’influence des mélanges sur
d’autres voies métaboliques, telle que la voie de 1’o-quinone. En effet, nos résultats indiquent
une saturation des voies métaboliques dépendantes des CYP450 et des EH. Cependant, le
métabolisme des HAP, trés complexe, implique une grande diversit¢ d’enzymes et de
réactions. Il est donc nécessaire de poursuivre 1’étude de I’impact des mélanges complexes sur

les différentes voies métaboliques.

La fraction de B[a]P et de HAP particulaires diffusant passivement a travers la peau humaine
est trés faible (< 2%), tandis que le FIUA et le Pyr diffusent plus facilement (= 10%). Ces
résultats concordent avec I’ensemble des études conduites sur cellules statiques, cellules
dynamiques et organes transfusés (Hopf et al. 2018; Ng et al. 1992; Sartorelli et al. 2001;
VanRooij et al. 1995). Ainsi en cas d’exposition cutanée, les HAP particulaires non-
métabolisés ne participent que faiblement a la contamination de I’organisme. A I’inverse,

leurs métabolites pourraient étre des biomarqueurs pertinents pour la SBE aux HAP en milieu
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professionnel. Avant de les mettre en ceuvre, il est nécessaire de déterminer le moment de
prélevement le plus approprié du fait du retard de leur métabolisme mais aussi avoir vérifié
que les méthodes analytiques développées sont assez sensibles. En outre, ces données étayent
I’hypothése déja émise lors de 1’étude sur I’absorption cutanée du B[a]P seul, a savoir que la
cancérogénicité du B[a]P et des HAP particulaires semble étre majoritairement locale au
niveau du tissu cutané. Néanmoins, une toxicité systémique n’est pas a exclure, puisque les
HAP et surtout les métabolites excrétés par voie biliaire peuvent subir un cycle entéro-
hépatique et une nouvelle étape de bioactivation apres déconjugaison par la flore intestinale
(Bertram et al. 2013; Chipman et al. 1981; IARC 2010; Sousa et al. 2008).

L’¢tude des effets des rayonnements UV solaires sur I’absorption cutanée et le métabolisme
des mélanges complexes de HAP est tout a fait original car une seule étude a été récemment
publiée sur 1’absorption des HAP parent mais elle ne s’est intéressée aux métabolites. Sous
I’effet des UV, la pénétration du B[a]P et des HAP particulaires contenus dans le CTP est
accrue alors que leur diffusion passive a travers la peau n’est pas modifiée ce qui indique que
le réservoir cutané formé par les HAP dans le stratum corneum n’est pas altéré par les UV.
Cette augmentation de la pénétration des HAP semble liée a une perméabilité plus grande de
la peau envers les autres substances contenues dans le mélange, qui résulte d’une altération
progressive des structures cutanées aprées I’irradiation (Jiang et al. 2006; Mortensen et al.
2013). Ainsi, lors d’une exposition aux UV solaires en 1’absence d’une protection adaptée,
I’absorption cutanée d’autres contaminants que les HAP pourrait étre augmentée quelques
jours apres I’irradiation. Ceci va bien dans le sens du port de gant et de combinaison, de
I’application de créme et surtout de 1’adaptation des horaires afin d’éviter de travailler

pendant les heures de plus grande intensité solaire.

Le métabolisme des HAP est inhibé en présence d’UV mais les mécanismes d’une telle
inhibition de I’expression des enzymes du métabolisme restent inconnus. Il a été montré que
les UV catalysent 1’agrégation des protéines et I’excitation du NADPH, cofacteur nécessaire
au fonctionnement des CYP450, ce qui pourrait expliquer I’inhibition du métabolisme des
HAP par altération des CYP450 ou par inhibition de leur activité catalytique (Feo et al. 1984;
Pattison and Davies 2006; Rittie and Fisher 2015). Toutefois, la majorité des études démontre
I’induction de D’expression des CYP450 aprés irradiation de I'ordre de 20 mJ/cm? ou du
DEM, que ce soit in vitro ou chez des volontaires (Gonzalez et al. 2008; Katiyar et al. 2000;
Osanai and Lee 2011; Smith et al. 2003; Villard et al. 2002; Wei et al. 1999), ainsi qu’une
augmentation de la génotoxicité du B[a]P in vivo (Saladi et al. 2003). Bien que la dose d’UV

appliquée dans notre étude soit similaire a celle frequemment rapportée dans la littérature
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(Hung et al. 2012; McAuliffe and Blank 1991; Mortensen et al. 2013; Soeur et al. 2017), il
n’est pas exclu qu’elle puisse étre cytotoxique et induire ainsi une baisse de la viabilité des
explants de peau (Gelis et al. 2002). Des études complémentaires avec des doses plus faibles

d’UV seraient nécessaires pour confirmer ou infirmer les résultats obtenus.

Les HAP sont photosensibles et deviennent phototoxiques lors d’une irradiation simultanée
aux UV. Ces processus, identifieés en solution ou sur des cultures cellulaires in vitro, n’ont pas
été caractérisés au cours de nos expérimentations, mais la phototoxicité des HAP, a I’instar de
I’effet des UV solaires sur la bioactivation des HAP, doivent étre étudiés sur des modeles plus
complexes afin de mieux caractériser le risque cancérogene. De plus, les réactions
photochimiques (photooxydation, phototransformation...) convertissent les HAP en quinones,
qui pourraient constituer des biomarqueurs de certains processus phototoxiques (Yu 2002).
Ces études pourraient ainsi permettre d’adapter la SBE des populations a la modulation de la
cinétique d’excrétion, de la quantit¢ et de la nature des métabolites des HAP par une

irradiation cutanée concomitante.

Plusieurs perspectives de recherche s’ouvrent a la suite de ce travail. Tout d’abord, afin de
déterminer I’importance de 1’absorption cutanée des mélanges en conditions réalistes, il est
nécessaire de caractériser les scénarios d’exposition (dose, véhicule, temps d’exposition) ce
qui est encore parcellaire dans la littérature scientifique. Si aprés 8 heures d’exposition, la
pénétration du B[a]P appliqué seul est massive, les mélanges complexes réduisent sa
pénétration et des expériences supplémentaires devront étre menées pour déterminer la
quantité de HAP diffusant dans la peau sur la durée du temps de travail. En outre, nos
recherches ont été réalisées sur des explants de peau saine. Or, la peau des salariés est
régulierement soumise a de nombreux stress, chimiques et mécaniques, impactant la barriére
cutanée (sécheresse, chaleur, griffures, ...). De plus, les maladies de la peau, dont les
dermatites de contact, constituent la seconde cause de maladie professionnelle (Kasemsarn et
al. 2016). L’influence de ces atteintes et de ces pathologies sur 1’absorption cutanée et le

métabolisme des HAP est un élément également a prendre en compte.

De plus, la connaissance de I’absorption cutanée des mélanges complexes des HAP est encore
fragmentaire. La variabilité de la composition des mélanges liée tant a la quantité qu’a la
diversité des especes chimiques apparait comme 1’'un des facteurs déterminants de la
pénétration cutanee et du métabolisme des HAP. La compréhension de ces phénomenes reste
superficielle du fait d’une méconnaissance des proportions et des identités chimiques des
différents constituants des mélanges. Il est ainsi essentiel d’améliorer la caractérisation

chimique des mélanges complexes, mais aussi d’évaluer I’absorption cutanée de mélanges de
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natures différentes puisque leurs comportements et leurs métabolismes sont susceptibles de

différer. A titre d’exemple, 1’essence ou le kéroséne contiennent des additifs susceptibles

d’altérer la barriére cutanée et d’accroitre la pénétration des HAP (Jakasa et al. 2015). En

outre, la caractérisation de la composition des mélanges devrait permettre d’apporter des

informations sur les interactions entre xénobiotiques (induction, inhibition...). Il est de ce fait

important de connaitre les niveaux d’exposition a I’ensemble des HAP et non au B[a]P seul

comme ceci est trop souvent le cas en France. Ceci s’explique par I’existence d’une seule

valeur limite recommandée a ne pas dépasser pour le B[a]P.

Mais bien d’autres facteurs peuvent également intervenir dans I’absorption cutanée, le

métabolisme et la toxicité des HAP tels que®:

L’inflammation. Les HAP et les UV induisent une inflammation locale, qui
s’accompagne d’un cedéme et d’un afflux sanguin accru, mais aussi une
hyperperméabilité de la paroi des capillaires (Dreij et al. 2010; Huggenberger and
Detmar 2011; Nicolaou et al. 2011). Des travaux complémentaires devraient étre
menés sur des modéles plus complexes pour caractériser I’impact de 1I’inflammation
sur I’absorption et le métabolisme des HAP, puisque d’une part I’afflux sanguin local
influence 1’absorption des xénobiotiques (Farahmand and Maibach 2009), et d’autre

part I’inflammation réduit I’expression des CYP450 (Zanger and Schwab 2013).

L’alimentation. En effet, la peau stocke des composés apportés par 1’alimentation, tels
que les vitamines E et C (Richelle et al. 2009). Cette distribution des nutriments dans
la peau n’est pas anodine, puisque les régimes alimentaires riches en antioxydants et
en composés phytochimiques sont associ€és a une diminution de I’incidence des
cancers et notamment des cancers cutanés (Steinmetz and Potter 1996; Vinceti et al.
2007). Ces composés, a I’exemple des allyles sulfides contenus dans 1’ail, pourrait
atténuer la cancérogénicité cutanée des HAP étant donné qu’ils réduisent la quantité
d’adduits au BPDE au sein de kératinocytes primaires, par inhibition de 1’activité des
CYP450 (Chun et al. 2004).

Les médicaments. La bioactivation des HAP et la liaison des métabolites réactifs aux
macromolécules pourraient étre largement affectées par des interactions entre
xenobiotiques. Le vérapamil, la probénéecide ou le PSC833, médicaments inhibiteurs
des transporteurs ABC, augmentent ainsi la liaison du BPDE avec I’ADN, tandis que
le 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD) induit I’expression du MRP4 et
diminue la toxicité du B[a]P (Gelhaus et al. 2012; Myllynen et al. 2007).
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e Le microbiote. De plus en plus de recherches dévoilent la capacité du microbiote a
moduler I’état physiologique de 1’hote. Cet impact est tel que D'influence du
microbiote sur la toxicité des xénobiotiques est progressivement prise en
considération. Récemment, la perturbation du microbiote intestinal a été associee a
une altération de la biotransformation et de la toxicité hépatique de 1’arsenic (Chi et al.
2018). Le microbiote cutané ne déroge pas a la regle puisque certaines espéces tels que
Micrococcus luteus et Bacillus licheniformis sont capables de dégrader et de
bioactiver les HAP (Sowada et al. 2017; Sowada et al. 2014). De fait, I’'importance et
I’influence de la flore commensale cutanée sur I’absorption cutanée et la bioactivation

des HAP devront étre déterminées.

En milieu professionnel mais aussi environnemental, la voie cutanée est une voie d’exposition
a de nombreux xénobiotiques. L’ensemble des résultats obtenus au cours de ce travail
démontre la pertinence du modele d’exposition cutané développé pour déterminer le devenir
des HAP au sein de la peau. Ce modéle ainsi que les méthodes développées au cours de ce
travail pourraient étre adaptés a 1’é¢tude de nombreux autres xénobiotiques: COMPOSES

organiques, métaux lourds...
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Meétabolisme cutané et biomarqueurs d'exposition aux mélanges d'hydrocarbures aromatiques polycycliques

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des cancérigenes ubiquitaires, produits en mélanges complexes dont la
composition varie en fonction de la source d’émission. Classées substances prioritaires de par leur abondance et leur génotoxicité,
I’exposition aux HAP des populations se fait notamment par voie cutanée au cours des activités professionnelles. La surveillance
biologique de I’exposition (SBE) tient compte de I’absorption cutanée en plus de I’inhalation et identifie les situations
d’exposition a risque. Pour estimer 1’exposition au Benzo[a]pyréne (B[a]P), cancérogéne certain pour I’homme, le dosage du 3-
hydroxybenzo[a]pyréne (3-OHB[a]P) et du ()trans-anti-B[a]P-tétraol (B[a]P-tétraol) a été récemment proposé. L’objectif de
cette thése était d’étudier 1’absorption et le métabolisme cutanés du B[a]P mais aussi des mélanges d’HAP en vue de d’améliorer
la compréhension de leur génotoxicité et de développer des biomarqueurs pertinents pour estimer les risques sanitaires. La
premiére partie de ce travail a consisté au développement d’un modeéle cutané ex vivo simple mais réaliste a partir d’explants de
peau humaine. Aprés la mise au point des méthodes d’extraction et d’analyse adéquates, la toxico-cinétique et le métabolisme
cutané de faibles doses de B[a]P ont été étudiés. La pénétration cutanée et le métabolisme du B[a]P sont inversement
proportionnels a la dose appliquée. Cependant, les voies de métabolisation sont impactées différemment. Alors que la production
du 3-OHB[a]P issu des voies de détoxication est dose-dépendante, la formation du B[a]P-tétraol, produit de 1’hydrolyse du
métabolite cancérogéne ultime du B[a]P, est rapidement saturée. Le B[a]P-tétraol est donc le biomarqueur le plus pertinent pour
estimer le risque cancérogene au B[a]P. De plus, la proportion de B[a]P non-métabolisé traversant la peau est extrémement
limitée indiquant que la toxicité de ce composé s’exprime essentiellement localement. La deuxi¢me partie de ce travail a consisté
en une synthése bibliographique centrée sur la biotransformation de 7 autres HAP cancérogénes permettant d’identifier 16
métabolites d’intérét commercialisés. In fine, le dosage de 10 de ces métabolites, impliques dans les voies de bioactivation ou de
détoxication de 5 HAP, a pu étre developpé en GC-MS/MS. Le dosage urinaire de ces houveaux biomarqueurs devrait permettre
d’améliorer la SBE des populations aux HAP cancérogenes. Dans la derniére partie de ce travail, I’impact de la composition de
mélanges synthétiques ou industriels (extraits de brai de houille et de coke de pétrole) a différentes doses sur ’absorption et le
métabolisme cutanés des HAP furent évalués en présence ou non de rayonnements ultraviolets (UV). La pénétration des HAP
diminue quand la complexité du mélange et la dose augmentent. Alors que les UV amplifient la pénétration des HAP lors de
I’application des mélanges industriels, ils n’ont pas d’effet sur le B[a]P appliqué seul ou sur les mélanges synthétiques. Leur
bioactivation décroit sous I’influence des mélanges et des UV, provoquant une accumulation de HAP non-métabolisés dans la
peau ce qui pourrait retarder la survenue des effets génotoxiques. A I’instar du B[a]P, la toxicité des autres HAP cancérogénes
semble étre essentiellement locale et dépendre du scénario d’exposition cutanée. Ce travail souligne I’importance de 1’étude des
mélanges du fait d’interactions plus complexes que de simples effets additifs.

Mots clefs : Métabolisme cutané, Indicateurs biologiques d'exposition, Hydrocarbures aromatiques polycycliques, Mélanges.

Cutaneous Metabolism and biomarkers of Exposure to Polycyclic Aromatic Hydrocarbons Mixtures

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are ubiquitous carcinogens emitted as complex mixtures whose composition depends on
emission sources. Because of their abundance and genotoxicity, PAHSs are classified as priority substances, to which people can be
exposed via dermal absorption during occupational activities. Biomonitoring takes into account skin absorption as well as
inhalation and allows the identification of hazardous exposure situations. To assess Benzo[a]pyrene (B[a]P) exposure, which is
classified as carcinogenic to human, quantification of 3-hydroxybenzo[a]pyrene (3-OHB[a]P) and (+)trans-anti-B[a]P-tetrol
(B[a]P-tetrol) was recently proposed. This PhD thesis aimed at studying the skin absorption and metabolism of B[a]P and PAH
mixtures to improve the understanding of their genotoxicity and develop relevant biomarker for health risk assessment. The first
part of this work consisted in developing a simple and realistic skin model from human skin explants. Further to the development
of adequate extraction and analytical methods, cutaneous toxicokinetic and metabolism from low B[a]P doses were studied. B[a]P
skin penetration and metabolism were inversely proportional to applied dose. Nevertheless, metabolic pathways are impacted
differently. While 3-OHB[a]P production formed during detoxification was dose-dependent, the formation of B[a]P-tetrol,
resulting from the hydrolysis of B[a]P ultimate carcinogenic metabolite, saturates rapidly. Therefore, B[a]P-tetrol is the most
relevant biomarker for estimating B[a]P carcinogenic risk. In addition, unmetabolized B[a]P poorly diffused through skin
indicating that B[a]P toxicity is mainly local. The second part of this work consisted of a literature review focusing on 7 other
carcinogenic PAH biotransformation to identify 16 marketed metabolites of interest. In fine, GC-MS/MS analysis was developed
for 10 previously identified metabolic intermediates that are either involved in bioactivation or detoxification pathways of 5 PAH.
Urinary quantification of those new biomarkers should improve the biomonitoring of populations to carcinogenic PAH. Finally,
we evaluated the impact of synthetic or industrial mixtures (coal tar pitch and petroleum coke extracts) composition at different
doses on carcinogenic PAH skin absorption and metabolism combined or not with ultraviolet radiations (UVR). PAH penetration
diminished when mixture complexity and dose increased. While UVR increased PAH penetration when industrial complex
mixtures were applied, no effect was observed on pure B[a]P or synthetic mixtures. PAH bioactivation decreased with mixtures
and UVR, inducing unmetabolized PAH accumulation in the skin which may delay the occurrence of genotoxic effects. Similarly
to B[a]P, other carcinogenic PAH toxicity seems to be mainly local and depends on skin exposure scenario. This work underlines
the importance of mixtures study owing to more complex chemical interactions than simple additive effects.

Key words: Cutaneous metabolism, Biological exposure indicators, Polycyclic aromatic hydrocarbons, Mixtures.




